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Les nanomatériaux organiques sont des matériaux hybrides constitués par
immobilisation ou incorporation des nanoparticules inorganiques ou organiques dans une
matrice polymeére. Les nanoparticules présentent un rapport surface/volume élevé, ce qui
mene a des modifications importantes des propriétés chimiques, physiques, magnétiques
et optiques du matériau, tout en produisant de nouvelles propriétés spécifiques. Pour cette
raison, les nanocomposites ont de nombreuses applications intéressantes scientifiques et
technologiques dans des domaines aussi variégs comme [I'électronique, I'optique, la
photonique, la détection chimique et biochimique et la médecine (diagnostic et thérapie).
Les nanoparticules métalliques possedent des propriétés uniques, différentes de celles du
matériau massif, généralement, les propriétés des nanoparticules varient selon la
composition chimique, la taille et la forme. La synthése des nanoparticules se fait par
plusieurs méthodes tels que la réduction chimique, photochimique, radiochimique,
sonochimique, etc. Les méthodes chimiques de synthése se basent sur des processus
de nucléation et de croissance a partir des atomes isolés. Les nanoparticules d’Or
présentent, en effet, une grande aptitude de fonctionnalisation de surface, par
immobilisation de molécules organiques tels que les molécules biologiques, anticorps,
ADN, polymere, etc. Les produits greffés ou adsorbés sur la surface ou encore
encapsules la nanoparticule, permettent d’une part le contrdle de la taille etla forme
des nanoparticules et, d’autre part, leur stabilisation. Par conséquent, la modification de
surface des nanomatériaux est d'une grande importance, car elle peut modifier les
propriétés de la surface de fagon spectaculaire et donc de controler l'interaction entre

les nanoparticuleset leur environnement.

Aujourd’hui les matériaux plastiques sont utilisés dans tous les domaines de notre
vie quotidienne. Il est évident que les plastiques apportent de nombreux avantages pour
la société et offrent de futures avancées technologiques et médicales. Cependant, les
préoccupations concernant |'utilisation excessive des plastiques sont diverses et incluent
I'accumulation des déchets dans les décharges et dans la nature. D'un autre co6té, les
plastiques contiennent des composés de faible poids moléculaire, des oligomeéres et des
monomeres et, en particulier, des additifs et adjuvants tels que les stabilisants, les
lubrifiants, les plastifiants et les charges, qui peuvent étre physiologiquement

indésirables. L'ajout de ces auxiliaires est absolument nécessaire pour le traitement et Ia



stabilité des plastiques ainsi que pour obtenir certaines propriétés des produits finaux.
Cependant, ces composés de faible poids moléculaire, possédent souvent une grande
mobilité dans les plastiques, contrairement aux macromolécules, ils peuvent facilement
migrer du plastique vers le milieu environnant (eau, aliments...). Malheureusement, ces
produits sont souvent dangereux et présentent un risque pour la santé des étres vivants
et pour I'environnement. Par conséquent, il est tres important d'établir une méthode
fiable pour la détermination et le contréle des traces de ces produits et d'évaluer les

risques potentiels associés aux expositions cumulatives.

Ces dernieres années, les méthodes de détection des espéces chimiques et
la mesure de leurs concentrations ont considérablement évolué. Cet intérét est
essentiellement di aux considérations environnementales, de sécurité, de controle ou de
diagnostic. Les capteurs chimiques sont généralement des systemes simples, constitués
d'une couche sensible permettant la reconnaissance de |'espéece chimique avec laquelle
elle réagit. Ce systéme de reconnaissance moléculaire est, en général, basé sur une
interaction spécifique entre le produit a détecter et la couche sensible. Actuellement, la
détection par les capteurs électrochimiques est la plus importante en raison de leur
sensibilité élevée, de leur simplicité, de leur faible colt, de leur miniaturisation et de leur
rapidité de réaction par rapport aux autres méthodes. Le développement de capteurs
électrochimiques via la modification d’électrode est une stratégie courante. Divers types
d'électrodes ont été modifiés avec I'utilisation des nanomatériaux a base de chitosane,
du graphene, de nanotubes de carbone, de nanoparticules d'Or, de nanoparticules

d’oxyde de Fer et d’argile.

Ce manuscrit est composé de deux parties, chaque partie comprend deux
chapitres. Dans la premiére partie, des généralités sur les méthodes de synthése des
nanoparticules d’Or, leur fonctionnalisation, leurs propriétés et leurs différents domaines
d’application, seront énumérés. Nous présenterons aussi, les méthodes de préparation
des polyméres nanocomposites. Dans la partie expérimentale, nous allons expliquer la
méthodologie suivie pour la préparation des nanoparticules d’Or et leur fonctionnalisation
en milieu aqueux, ainsi que la méthode d’encapsulation de ces derniéres par un polymere
biodégradable. Egalement, nous présenterons la méthode de synthése des oligoméres

thioéther, comme le DDT-poly(4-vinylpyridine) et le DDT-poly(N-vinylpyrrolidone) et leur



utilisation comme des agents de stabilisation des nanoparticules d‘Or dans un milieu
organique. La caractérisation structurale et microstructurale des produits élaborés est
réalisée par les différentes méthodes d’analyse et de caractérisation telles que, la
spectroscopie UV-Visible, la microscopie électronique TEM et SEM), la spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) et la résonance magnétique nucléaire

du proton (RMN'H).

Dans la deuxieme partie, nous donnerons un apercu général sur les polluants
organiques présents dans certains plastiques, sur les méthodes d’élaboration des
électrodes modifiées par les polymeres, sur les capteurs électrochimiques, ainsi
que les techniques électrochimiques d’analyse. Nous allons présenter aussi les résultats
expérimentaux obtenus concernant la réalisation des capteurs chimiques et leurs
caractérisations. Deux capteurs électrochimiques ont été réalisés, le premier a été
élaboré par modification d’un substrat en Or par le DDT-PNVP et utilisé pour la détection du
BPA. Le deuxiéme capteur est élaboré par modification d’une électrode de carbone vitreusx,
en utilisant le poly[DMAEMA-co-Styréne]. Cette électrode est utilisée pour la détection de
la mélamine. La caractérisation structurale des capteurs élaborés est réalisée par les
différentes méthodes d’analyse et de caractérisation telles que, les mesures d’angles de
contact, la voltamétrie cyclique (CV), la spectroscopie d’impédance électrochimique (EIS),
et la microscopie a force atomique (AFM). L'efficacité de détection des polluants
organiques (Bisphénol A et mélamine) a été étudiée en utilisant la spectroscopie

d’impédance électrochimique.
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1. Introduction

Les recherches sur les nanocomposites contribuent a la révolution des nouvelles
applications dans le domaine de I'électronique, de I'optique, de la catalyse et surtout dans
le domaine de la santé. Les nanocomposites a base des métaux sont de grand intérét et
présentent un axe de recherche trés actif. En fait, sous la forme nanométrique, le métal
constitue une nouvelle classe de matériaux possédant des propriétés optiques,
électroniques et chimiques distinctes, différentes du métal a I’état atomique ou a I'échelle
macroscopique. Ceci s’explique par I'augmentation du nombre d’atomes a la surface avec
la diminution de la taille des particules. Les atomes de surface ont un nombre faible de

coordinations, par rapport aux atomes de cceur; ils sont, par conséquent, plus réactifs [1].

Dans ce contexte, ce chapitre présente une synthése bibliographique sur les
nanoparticules métalliques et les nanocomposites. Des généralités sur les méthodes de
synthése des nanoparticules métalliques, leur stabilisation et leur fonctionnalisation sont
présentées. Egalement, les méthodes d’élaboration de nanocomposites et leurs

applications les plus intéressantes sont citées.
2. Les nanoparticules

Une nanoparticule est définie comme un assemblage d'atomes dont au moins une
des dimensions se situe entre 1 et 100 nm (Figure 1.1.1) [2]. Les nanoparticules sont

généralement classées en trois catégories [3]:

* Nanoparticules organiques: les nanoparticules organiques sont des particules
biodégradables et non toxiques telles que les dendrimeéres, les micelles et les
liposomes. Elles sont les plus utilisées dans le domaine biomédical, comme des
systemes d'administration de médicaments.

* Nanoparticules inorganiques: les nanoparticules inorganiques sont des particules a
base de métal ou d'oxyde métallique.

* Nanoparticules a base de carbone: ces nanoparticules sont entiérement
constituées de carbone tels que les fullerenes, le graphéne, les nanotubes de

carbone (CNT), les nanofibres de carbone et le noir de carbone.
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Figure I.1.1. Taille des nanoparticules comparée a celles des structures chimiques et biologiques.

Généralement, les suspensions des nanoparticules dans un liquide sont appelées

souvent suspensions colloidales. La stabilité d’'une telle solution dépend de I'équilibre des

interactions attractives et répulsives qui s’exercent sur les particules en solution. Les

nanoparticules d'Or sont les plus synthétisées et conservées sous la forme d'une

suspension colloidale. La suspension colloidale en Or avec des particules sphériques dans

I'eau montre une couleur rouge intense. Cependant, la couleur de la solution colloidale

change en fonction de la taille et la forme des nanoparticules [4,5]. Aujourd’hui, il existe

des nanoparticules d’Or de différentes formes synthétisées selon des méthodes de

syntheses spécifiques (Figure 1.1.2).
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Figure 1.1.2. Images TEM des différentes formes des nanoparticules d’Or
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3. Synthése des nanoparticules métalliques

Les procédés de synthese des nanoparticules métalliques sont nombreux, la
plupart sont connus depuis des décennies. Ici, seules quelques techniques de synthese
seront discutées brievement. Il existe deux méthodes de synthése pour les nanoparticules:

I’'approche ascendante «bottom-up» et I'approche descendante «top-down» (Figure 1.1.3).

Approche Ascendante

°o _J '
ons > 999 > B % —>00

®e b

Atomes Agrégat  Nanoparticules  Poudre Massif

Approche Descendante

Figure 1.1.3. Représentation schématique des deux grandes approches de synthese des
nanoparticules

Dans "approche ascendante «bottom-up», les nanoparticules sont construites a
partir d'ions métalliques; elle consiste a élaborer des nanoparticules via I'assemblage
d’atomes. La production de nanostructures pour diverses applications est habituellement
produite par cette méthode; elle permet un meilleur contréle de la surface des
nanoparticules, tel que, le revétement et la fonctionnalisation. Par contre, dans I'approche
descendante «top-down», les nanoparticules sont directement fabriquées a partir du
métal a I'état massif; il est progressivement érodé par des processus physico-chimiques

jusqu'a des dimensions nanométriques [4,6,7].

3.1. Les méthodes chimiques

Il existe plusieurs procédés chimiques de synthese de nanoparticules métalliques,
les plus utilisées sont: la méthode sol, la méthode sol-gel, la technique de microémulsion,
la synthése hydrothermale, la synthese de polyol, la synthése électrochimique et dépot

chimiqgue en phase vapeur assisté par plasma [3,8].

* La méthode sol: dans le procédé sol, la production des nanoparticules est réalisée par
réduction chimique des ions métalliques présents dans la solution. Ce procédé nécessite

I'utilisation d’agents réducteurs dissous aussi dans la solution [9,10].
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La méthode sol-gel: dans le procédé sol-gel, il existe deux types de composants, le “sol”
qui est une suspension colloidale de particules solides dans une phase liquide, le “gel”
gui est une macromolécule solide dissoute dans un solvant. Le sol-gel est la méthode
ascendante la plus préférée en raison de sa simplicité. La plupart des nanoparticules
peuvent étre synthétisées a partir de cette méthode, les oxydes et les chlorures
métalliques sont les précurseurs généralement utilisés dans le procédé sol-gel [11].
La technique de micro-émulsion: les microémulsions peuvent étre définies comme des
dispersions thermiguement stables et macroscopiguement homogeénes contenant au
minimum trois composants, la phase polaire w (généralement |'eau), la phase non
polaire O (généralement un liquide ou une huile hydrocarbonée) et un tensioactif. Les
molécules des tensioactifs créent la couche interfaciale séparant les phases aqueuses et
organiques, en réduisant la tension interfaciale entre la microémulsion et la phase
excédentaire, en agissant comme une barriere stérique empéchant la coalescence des
gouttelettes. Le systeme micellaire w/o est considéré comme un excellent procédé pour
la synthése des NPs [12].
La synthese polyol: le procédé polyol implique la réduction d'un sel métallique utilisé
comme précurseur par un polyol, habituellement de I'éthylene glycol (EG) a une
température élevée voisine de 160 °C, le polyol peut servir a la fois de solvant et d'agent
réducteur. Afin d'empécher [|'agglomération des particules I'agent stabilisant
couramment utilisé est le poly(vinylpyrrolidone) (PNVP). EG, comme les autres polyols,
s'oxyde probablement en donnant des groupes aldéhyde. Le pouvoir de réduction de
I'EG dépend fortement de la température, ce qui donne la possibilité de contréler les
processus de nucléation et de croissance en agissant sur la température de la réaction.
Ce procédé a été utilisé pour synthétiser une large gamme de NPs a base de métaux
(Ag, Pt, Pd, Pr, Cu) et d'oxydes métalliques (ZnO, Cu,0, Fe,03) [13].
La voie électrochimique: la voie de synthése électrochimique, largement utilisée,
consiste soit a la dissolution oxydative d’une anode en Or pour former des ions
métalliques qui vont ensuite étre réduits a la cathode ou la réduction directe des ions
métalliques issus d’'un sel précurseur dissous dans la solution électrolytique.
L'agglomération des atomes métalliques en présence du sel d’ammonium quaternaire

servant a la fois d’électrolyte et d’agent stabilisant permet d’obtenir des nanoparticules
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stabilisées par effet électrostatique [14].

* Dépodt chimique en phase vapeur (CVD): Le CVD est un procédé utilisé pour produire des
matériaux solides de haute performance, et de grande pureté. Ce procédé est souvent
utilisé dans l'industrie des semi-conducteurs pour produire des couches minces. Dans
un procédé CVD typique, le substrat est exposé a un ou plusieurs précurseurs en phase
gazeuse, qui réagissent et/ou se décomposent a la surface du substrat pour générer le
dépot désiré. Les films minces produits par le procédé CVD dans certaines conditions

contiennent également des particules ultrafines [15].

3.2. Les méthodes physiques

Les méthodes physiques appliquent une pression mécanique, des rayonnements a
haute énergie, de I'énergie thermique ou de I'énergie électrique pour provoquer
I'abrasion, la fusion, I'évaporation ou la condensation du matériau afin de générer des NPs.
Ces méthodes opérent principalement avec une stratégie descendante et elles sont
avantageuses car elles produisent des NPs monodispersées et uniformes [3,8]. Les
approches physiques les plus importantes incluent |I'évaporation-condensation et |'ablation
au laser. Ces techniques sont basées sur |'évaporation d’une cible métallique, soit par
chauffage a I'aide d’une résistance ou par le bombardement de la cible a I'aide d’un laser
ou d’ions d’un gaz inerte, suivie de leur condensation contrélée aux nanoparticules. Les
méthodes d'ablation au laser sont devenues des techniques couramment utilisées [16]. A
faible flux laser, le matériau est chauffé par |'énergie laser absorbée et s’évapore ou se
sublime. A flux élevé, le matériau est converti en plasma. Aprés, les vapeurs métalliques
doivent étre condensées dans un milieu dispersant (I’'hélium ou I'argon) a une pression
proche de 100 Pascals. A la suite de collisions interatomiques avec des atomes de gaz, les
atomes métalliques évaporés perdent leur énergie cinétique et se condensent sous la
forme de petites particules. Diverses nanoparticules métalliques telles que I'argent et I'Or
ont été déja synthétisées en utilisant la méthode d'évaporation-condensation. L'absence
de contamination par le solvant est I'avantage des approches physiques en comparaison

avec les procédés chimiques [17].
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4. Propriétés optiques des nanoparticules d’Or

Les propriétés les plus importantes des nanoparticules d'Or sont les propriétés
optiques. En 1857, Faraday fabriqua de I'Or colloidal pour la premiére fois en réduisant un
sel d’Or (NaAuCl,) par une solution réductrice a base de phosphore blanc dissous dans du
disulfure de carbone. Il publia un article scientifique sur la synthese de I'Or colloidal, dans
lequel il expliqua l'interaction lumiere-matiére. Selon Faraday la couleur rougeatre (rubis)
de la solution colloidale (Figure 1.1.4) était due a la taille extrémement petite des particules
d'Or en solution [18,19]. Depuis cette date-la, l'interaction entre les nanoparticules et la
lumiere a été largement étudiée. Les propriétés optiques des nanoparticules changent
lorsque leur taille approche la nanométrie et que le pourcentage d'atomes a la surface

d'un matériau devient significatif [20-22].

Figure I.1.4. Solutions colloidales de Faraday (Royal Institution of Great Britain, Londres) [19]

4.1. Bande plasmon de surface

Les nanoparticules d'Or ont été largement utilisées pour des applications trés
intéressantes comme, par exemple, des agents de contraste pour la bio-imagerie, en
raison de leurs propriétés optiques uniques. Ces propriétés sont dues a l'interaction de la
lumiére avec des électrons sur la surface des nanoparticules. A une longueur d'onde
spécifique de la lumiere, l'oscillation collective des électrons sur la surface des

nanoparticules, provoquée par l'interaction avec le champ électromagnétique, conduit a la
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délocalisation des électrons de la bande de conduction des nanoparticules et a
I'augmentation de la polarisation des charges (Figure 1.1.5). Ceci provoque un phénomeéne
de résonance plasmon de surface (SPR en anglais), entrainant une forte extinction
(absorption-diffusion) de la lumiére (bande plasmon). La fréquence du SPR dépend du type
de métal, de la taille et de la forme des nanoparticules, de la modification de la surface,
ainsi que de la constante diélectrique du milieu environnant. Cet effet est généralement

absent dans les atomes individuels et en forme massif [23,24].

Nanoparticule
metallique

Onde
electromagnetique
incidente

Figure 1.1.5. Le mouvement d’oscillation des électrons de la bande de conduction d’une
nanoparticule apres I'interaction avec le champ électromagnétique

4.2. Effet de la taille des nanoparticules d'Or

Lorsque la taille des particules augmente, la longueur d'onde de I'absorption
associée a la résonance de plasmon de surface se déplace vers des longueurs d'onde plus
grandes selon la théorie de Mie [23,25,26]. La lumiére rouge est ensuite absorbée, et la
lumiére bleue se réfléchit, obtenant des solutions de couleur bleue péle ou violette (Figure
1.1.6). La résonance de plasmon de surface peut étre observée en modifiant la taille ou la
forme des nanoparticules, ce qui conduit a des particules avec des propriétés optiques
adéquates pour différentes applications [27]. L'influence de la taille des nanoparticules
d'Or sur la résonance plasmonique de surface est illustrée a la figure 1.1.6, ci-dessous, ou le
maximum d’absorption augmente de 520 nm a 570 nm pour les nanoparticules d’Or
sphériques de 20 nm et 100 nm, respectivement. Les nanoparticules ayant des tailles
supérieures a 100 nm ont des bandes plus larges. Cependant, les nanoparticules d'Or avec

des diametres inférieurs a 2 nm ne présentent pas de résonance plasmonique de surface.
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Figure I.1.6. Résonance de plasmon de surface dépendant de la taille des nanoparticules d'Or
4.3. Effet de la forme des nanoparticules d'Or

Le déterminant majeur des propriétés optiques des nanoparticules d'Or est leur
forme. En synthétisant des nanoparticules d'Or de différentes formes, la résonance
plasmon de surface des nanoparticules sphériques donne des maximums d'absorption
compris entre 515 et 570 nm, tandis que les particules en forme irréguliere telles que les
nanobatonnets d'Or, nanocages et les nanoparticules ramifiées ont des maximums
d'absorption dans la région proche du rayon infrarouge (Figure 1.1.7). La différence dans
les propriétés d'absorption entre les nanoparticules d'Or sphériques et irréguliéres de la
méme taille moyenne est causée par une distribution anisotrope (inégale) des couches

d'électrons de surface [28].
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Figure 1.1.7. Position de la résonance plasmon de surface pour différentes formes de AuNPs
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5. Mécanismes de stabilisation des nanoparticules

Les nanoparticules métalliques ont tendance a se regrouper et méme s’agglomérer
sous l'effet des interactions dip6le-dipole du type Van Der Waals (prédominant a cette
échelle), et finissent par précipiter. Par conséquent, pour former une solution colloidale de
nanoparticules inorganiques stables et éviter I'agrégation des nanoparticules, lors de leur
préparation, il est important de créer artificiellement une répulsion entre les
nanoparticules métalliques afin de maintenir une bonne dispersion de ces dernieres. De
maniére générale, on peut avoir recours a plusieurs moyens pour créer cette répulsion.
Trois mécanismes de stabilisation sont proposés: la stabilisation électrostatique, la
stabilisation stérique et la stabilisation électrostérique (la combinaison des deux

mécanismes précédents) [5] (Figure 1.1.8).
5.1. Stabilisation électrostatique

La stabilité d'une particule dans une solution est dépendante de ['énergie
d'interaction totale (forces d'attraction du type Van der Waals et forces de répulsion) entre
les nanopaticules. En effet, la stabilisation électrostatique est le résultat essentiellement
de I'adsorption de molécules chargées a la surface des nanoparticules, ce qui entraine une
répulsion entre les particules de méme charge (Figure 1.1.8). Ces espéeces vont créer un
écran, qui va inhiber les interactions dipolaires et donc empécher I'agglomération des

particules [29,30].

(B)

Figure 1.1.8. Représentation schématique de la stabilisation électrostatique (A) et la stabilisation
stérique (B).
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5.2. Stabilisation stérique

La stabilisation stérique est un autre moyen de protéger les nanoparticules; elle
consiste a garder les particules éloignées « physiquement » les unes des autres par
répulsion stérique. On procéde soit par greffage, soit par adsorption, de molécule (ou
ligand) a la surface des nanoparticules (Figure 1.1.8). Les ligands organiques, comme les
polymeéres, les copolymeres et les dendriméres, adsorbés a la surface des NPs forment une
couche protectrice qui diminue la réactivité de surface. L’épaisseur de la couche ainsi
formée autour des particules doit étre supérieure aux interactions du type Van Der
Waals pour pouvoir stabiliser la solution colloidale. Contrairement a la stabilisation
électrostatique (en milieux aqueux), la stabilisation stérique est efficace en milieu

organique ou aqueux [9,31].
5.3. Stabilisation électrostérique

La stabilisation électrostérique est la combinaison des deux précédents
mécanismes de stabilisation. Les ligands couramment employés sont, généralement, des
composés organiques chargés qui bénéficient a la fois de I'effet de charge et de I'effet

d’encombrement stérique. Les molécules les plus utilisées sont les polymeres chargés [32].
6. Méthodes de caractérisation

Pour la caractérisation des nanoparticules métalliques, plusieurs techniques
d’analyse ont été utilisées. Parmi les méthodes physico-chimiques, on peut énumérer les

techniques ci-apreés :
6.1. Le microscope électronique

Les microscopes électroniques utilisent des électrons monocinétiques pour la
formation des images. Le premier microscope électronique fut réalisé en 1932 par E. Ruska
et M. Knoll. A la différence du microscope optique, le microscope électronique est doté de
lentilles électromagnétiques et d'un faisceau d'électrons, alors qu'un microscope optique
utilise un faisceau de lumiere et des lentilles en verre. La résolution des microscopes
électroniques est beaucoup plus grande; le grossissement atteint 2 millions de fois, contre
2.000 fois avec un microscope optique. L’avantage majeur du rayonnement électronique

est sa courte longueur d’onde, qui permet d’obtenir une excellente résolution en des
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temps raisonnables de la milliseconde a I’heure suivant le signal. Cependant, la forte
interaction des électrons avec la matiére empéche I'étude de matériaux macroscopiques,
I’épaisseur typique d’un échantillon est de I'ordre de la dizaine de nanomeétres afin d’étre
transparent aux électrons. Il existe plusieurs sortes de microscope électronique, les plus
connus sont: le microscope électronique en transmission MET (TEM en anglais) et le

microscope électronique a balayage MEB (SEM en anglais) [33].

La microscopie électronique en transmission (TEM) permet une analyse
morphologique et structurale d’échantillons solides a I’échelle atomique. Cette technique
repose sur l'interaction des électrons avec la matiére et la détection des électrons ayant
traversé |"échantillon (Figure 1.1.9,B). La microscopie électronique a balayage (SEM)
permet une analyse morphologique, structurale et chimique d’échantillons solides a
I’échelle micronique, voire nanométrique. Elle est fondée principalement sur la détection
des électrons secondaires émergents de la surface sous I'impact d’un trés fin faisceau
d’électrons primaires qui balaye la surface observée et permet d’obtenir des images avec
un pouvoir séparateur souvent inférieur a 5 nm et une grande profondeur de champ. La
SEM utilise, en complément avec les autres interactions des électrons primaires avec
I’échantillon: émergence des électrons rétrodiffusés, absorption des électrons primaires,
ainsi que I’émission de photons X et parfois celle de photons proches du visible. Chacune
de ces interactions est souvent significative de la topographie (Figure 1.1.9,A) et de la

composition de la surface [34].

500nm

Figure 1.1.9. Image de microscopie électronique a balayage (SEM) (A) et image de microscopie
électronique a transmission (TEM) (B) de nanoparticules.
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Les progres de la microscopie électronique permettent d’obtenir une imagerie a
haute résolution de nanoparticules uniques (NPs) pour des tailles bien inférieures a 10 nm.
La microscopie électronique associée a la spectroscopie a rayons X a dispersion d'énergie
(EDS) permet d'obtenir une résolution spatiale considérablement améliorée des rayons X
émis. L'imagerie spectrale EDS d'une seule NP avec une résolution spatiale inférieure a 10
nm est devenue possible. L'EDS utilise le spectre des rayons X émis par un échantillon
solide bombardé avec un faisceau focalisé d'électrons pour obtenir une analyse chimique
localisée. Tous les éléments du numéro atomique *(Be) a **(U) peuvent étre détectés par
cette technique. L'analyse qualitative, impliquant l'identification des raies dans le spectre,
est assez simple en raison de la simplicité des spectres de rayons X. L'analyse quantitative
consiste a mesurer les intensités des raies pour chaque élément de |'échantillon et pour
les mémes éléments dans les étalons de composition connue [35]. Ceci est démontré au
moyen de divers exemples de nanostructures. Le traitement de données avancé des
résultats ouvre la voie a la classification automatisée des NPs par analyse des
caractéristiques. Cette méthode combine la détection de structures morphologiques par
traitement d'images de micrographies TEM/SEM avec la classification chimique par EDS.
La figure 1.1.10 représente les images d’un exemple typique des nanoparticules d’Or
associées avec des nanoparticules d’argent et incubées avec le ligand acide 2-

mercaptobenzoimidazole-5-carboxylique (MBIA) [36].

Figure 1.1.10 .A: TEM image, B: EDS Cartographie d’une nanoparticule Au(Ag)s typique incubée par
le ligand MBIA [36].
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6.2. Le microscope a force atomique (AFM)

Le microscope a force atomique (AFM) est idéal pour la caractérisation des
nanoparticules. Il offre des informations qualitatives et quantitatives sur de nombreuses
propriétés physiques telles que la taille, la morphologie, |a texture de surface et la rugosité
(Figure 1.1.11). Cette technique permet d'obtenir des images tridimensionnelles d'une
surface avec une résolution nanométrique. Les données statistiques, y compris les
distributions de taille, de superficie et de volume, peuvent également étre déterminées.
Une large gamme de taille de particules peut étre caractérisée dans le méme balayage de
1 nanomeétre a 8 micrometres. En outre, I'AFM peut caractériser les nanoparticules dans
de multiples milieux, y compris I'air ambiant, les environnements controlés et méme les
dispersions liquides. La microscopie a force atomique (AFM) dessine la topographie des
échantillons avec une résolution extrémement élevée jusqu'a I'atomique en enregistrant
les forces d'interaction entre la surface et une extrémité pointue montée sur un porte-a-
faux. L'AFM fournit des informations spatiales paralléles et perpendiculaires a la surface.
En plus des informations topographiques a haute résolution, les propriétés locales des
matériaux telles que I'adhérence et la rigidité peuvent étre étudiées en analysant les

forces d'interaction entre les pointes et les échantillons [37].

Figure 1.1.11. A: AFM topographie des nanoparticules d’Or. B: AFM associé avec un Microscope
Fluorescent Optique Inverti des nanoparticules d’Or.
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6.3. Diffusion dynamique de la lumiere (DLS)

La diffusion dynamique de la lumiére (Dynamic Light Scattering DLS) est une
technique analytique utilisée pour mesurer la taille et la distribution de la taille des
particules de taille submicronique. Pour la mesure, une suspension de particules est
éclairée par un rayon laser, et la fluctuation de la lumiere diffusée est détectée et analysée
afin d'acquérir la vitesse du mouvement brownien des particules en déduisant ainsi leur
taille. La DLS détermine, non seulement, la taille physique du noyau des nanoparticules,
mais aussi le revétement de surface et la couche de solvant associée a la particule. Par
conséquent, la conjugaison de molécules telles que les polymeéres a la surface des
nanoparticules d'Or augmente leur taille hydrodynamique. Cette technique fournit donc
un autre outil pour évaluer les modifications de surface. L'agrégation des nanoparticules
d'Or peut également étre mesurée avec la DLS. Comme les nanoparticules d'Or
monodispersées non agrégées sont mesurées avec la DLS comme une population de taille
unique, l'agrégation des particules peut présenter un élargissement du pic, une
augmentation de la taille hydrodynamique et méme de multiples populations (Figure
[.1.12). Les mesures DLS des nanoparticules d'Or sont une technique tres sensible et
peuvent étre appliqguées pour mesurer la taille des particules, en caractérisant la
modification de surface, et en surveillant la stabilité des nanoparticules d'Or sur une

période de temps [38].
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Figure 1.1.12. Courbes de DLS des nanoparticules d’Or. A: Polydispersées, B: Monodispersées.
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6.4. Spectroscopie UV-Visible

La spectroscopie UV-Visible a toujours été utilisée pour détecter la bande de
résonance de plasmon de surface (SPR) des nanoparticules métalliques. La SPR des
nanoparticules dépend fortement de la taille des particules, de la forme des particules, du
ligand stabilisant et aussi du solvant [39-41]. Les spectres UV-Visibles peuvent également
étre utilisés pour évaluer la fonctionnalisation des nanoparticules d'Or. Lors de la liaison
des ligands a la surface des nanoparticules d'Or, la bande d’absorption se déplace vers le
rouge de quelques nanometres. Ce décalage est le résultat d'une augmentation de
I'indice de réfraction local a la surface des nanoparticules d'Or. De méme, les états
d'agrégation des nanoparticules d'Or, c'est-a-dire le couplage inter-particules irréversible,
s'accompagnent également d'un décalage vers le rouge dans le spectre UV-Visible, ainsi
gue de |'élargissement des pics d'adsorption et d'une diminution des intensités des pics
[42]. Les états d'agrégation sont également visiblement détectés par un changement de
couleur de la solution du rouge au bleu-violet [43]. Les mesures par spectroscopie UV-Vis
fournissent donc une méthode simple pour évaluer a la fois la stabilité des nanoparticules

d'Or (Figure 1.1.13), et I'évaluation de I'efficacité de modification de surface.
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Figure 1.1.13. Spectres UV-Visible et la couleur de la solution de: (A) nanoparticules d’Or
monodispersées, (B) nanoparticules d'Or fortement agglomérées apres I'ajout du
chlorure de sodium (NaCl).

7. Synthese des nanoparticules d’Or par réduction chimique

Depuis les travaux de Michael Faraday, de nombreuses méthodes de synthése des
nanoparticules d’Or ont été décrites en utilisant différents types de réducteurs et
conduisant a des tailles et a des morphologies différentes. En général, la synthése par voie

chimigue des nanoparticules la plus utilisée est basée sur la réduction des sels de
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précurseur métallique (HAuCls, NaAuCls, AuCIPPhs....), en présence d'agent réducteur et
d’agent stabilisant, dans des milieux agueux ou organiques. En modifiant certains
parameétres tels que la température, la nature et la concentration des réactifs et des
agents stabilisants, la vitesse d’agitation ou le pH de la réaction, il est possible
d'obtenir des nanoparticules controlées avec les propriétés souhaitées (taille et forme)
[44,45]. Cette réduction aisée d’Au (lll) ou Au (I) sous forme de Au (0) est due au fait que
I’Or est I’élément le plus électronégatif des métaux de transition, la source d’électrons est
généralement I'agent réducteur. Le mécanisme de cette réaction passe par des étapes
successives de nucléation, d’agrégation et de croissance pour obtenir des nanoparticules

(Figure 1.1.14).

Nucléation Aggrégation Croissance

Au(lll i ?.‘: . °%e e,
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Nanoparticules

Figure I.1.14. Mécanisme de formation des nanoparticules d'Or

La réduction chimique est la méthode la plus utilisée pour la synthése de
nanoparticules. Elle permet un meilleur contréle de la taille et de la morphologie des
nanoparticules. En général, tous les produits chimiques ayant un caractére réducteur sont
appropriés pour produire des nanoparticules tels que les borohydrures, I'hydrazine, I'acide
ascorbique, les amines aromatiques et les alcools (hydroquinone, éthanol, poly(alcool
vinylique)...). Egalement, I’'emploi de la «chimie verte» a progressé ces derniéres années, et
les nanoparticules peuvent étre formées par des produits organiques naturels par une
réduction chimigue, comme le chitosane [46], les polysaccharides [47], le thé [48] et les

extraits de plantes [49].
7.1. Synthese in-situ des nanoparticules d’Or (systeme monophasé)

En solution aqueuse, la méthode de synthese proposée par Turkevich (1951)
permet de produire des solutions colloidales d’Or stables. Cette méthode est couramment

utilisée et le plus souvent citée dans la littérature pour préparer une solution colloidale de
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nanoparticules d’Or en milieu aqueux. Ce procédé, permet I'obtention de nanoparticules
d’Or monodispersée de forme sphérique et de taille variant entre 15 a 20 nm [50]. En
raison du faible pouvoir réducteur du citrate de sodium, la préparation des nanoparticules
d’Or est effectuée en chauffant jusqu’a I"ébullition une solution aqueuse d'acide chloro-
aurique (HAuCl), puis a ajouter une solution de citrate de sodium. L'ion citrate se
comporte a la fois comme agent réducteur et stabilisant; il s’adsorbe a la surface des
particules pour créer une couche protectrice chargée négativement (Figure 1.1.15), qui
engendre une répulsion électrostatique entre ces particules empéchant leur agrégation et

permettant ainsi leur stabilisation.

OH

HAuCl — + . ,OJK oo 0 Ky
4 a ] Na > X “ 3

Na' (0} 0

Acide Chloro-aurique Tri-citrate de sodium e { o7

Nanoparticules d’Or stabilisées
par le citrate de sodium

Figure 1.1.15. Méthode de Turkevich pour synthétiser des solutions colloidales d’Or.

La taille des nanosphéres est contrélée par un changement du rapport Or/citrate
de sodium. En adoptant ce procédé, Frens obtenait des nanoparticules dont la taille varie
entre 15 et 150 nm. Une grande concentration de citrate permet de stabiliser plus
rapidement des nanoparticules d’Or de faible taille, tandis qu’une faible concentration
de citrate favorise la formation de grosses particules et conduit a I'agrégation de

celles-ci [51].

7.2. Synthése des nanoparticules d’Or en deux phases liquide-liquide “Brust
method”

En 1994, Brust et Schiffrin ont proposé une méthode de synthese de
nanoparticules d’Or en milieu organique en présence d’alcanethiols: leur méthode
révolutionna le monde des nanotechnologies. Cette synthese fait intervenir un systeme bi-
phasique. Une phase aqueuse contenant I'acide chloro-aurique et un agent de transfert de

phase le bromure de tétra alkylammonium (TOBA), est mis en contact avec du toluéne
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contenant un alcanethiol (dodécanethiol DDT). L’agent de transfert TOBA assure le
passage des ions d’Or vers la phase organique. Les ions d’Or sont ensuite réduits par du
borohydrure de sodium (NaBH4), conduisant a des nanoparticules d'Or avec une taille
contrélée comprise entre 1.5 et 5 nm et recouvertes d’une mono-couche de thiol a chaine
longue [52] (Figure 1.1.16). Les équations chimiques ci-dessous résument la réaction
globale de formation des nanoparticules d’Or. Les nanoparticules d’Or ainsi obtenues sont
solubles dans la plupart des solvants apolaires et peuvent étre précipitées puis re-
dispersées dans des solvants appropriés sans agrégation irréversible. Cette stabilité offrait
donc une grande facilité de manipulation et une grande variété d’applications avec une
grande flexibilité de caractérisation ainsi que la possibilité de procéder a des échanges de
ligands. Les thiols restent les stabilisants les plus employés pour les nanoparticules d’Or

avec différentes tailles a cause de la forte liaison Au-S [53-55].
AuCl; (aq) + TOAB + toluéne - TOAB-AuCl,; (toluéne)
m TOAB-AuCl; (toluéne) +nDDT(toluéne) + 3me - 4Cl (aq) + (Au),(DDT),(toluéne)

Dans ce cas, la liaison des molécules de thiol a la surface des nanoparticules d'Or,
et la croissance des nanoparticules d'Or se produisent simultanément. Ces nanoparticules
d'Or fonctionnalisées par le thiol peuvent étre facilement caractérisées et modifiées, en
raison de la forte stabilité de la liaison Au-S. Il existe une hypothése acceptée que
['utilisation de thiols conduit a la formation de thiolates (RS™) [56,57], qui permet de
contréler la taille des nanoparticules en modifiant certains parametres de la réaction

comme |'agent réducteur et le stabilisant.

TOAB
—

Toluéne

AuNPs dans

\l g Toluéne

Au-TOAB Au-Thiol
dans Toluéne dans Toluéne

-

! —
HAUCI] (aq) ;‘

Figue 1.1.16. Principales étapes de synthése des AuNPs stabilisées par les thiols par la méthode de
Brust-Schiffrin [58]
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La méthode de synthese des nanoparticules d’Or de Brust-Schiffrin a été utilisée
pour générer de nouvelles nanoparticules d'Or structurées en introduisant une grande
variété de groupements chimiques sur les nanoparticules. De nombreux travaux ont été
réalisés en utilisant d’autres agents de fonctionnalisation tels que les alcanethiols de
différentes longueurs de chaine, les disulfures, les thioéthers et les thioacetates [52,55,59-
61]. Ces méthodes permettent d'accéder facilement a des nanomatériaux fonctionnalisés
avec de nouvelles propriétés. Cependant, les nanoparticules résultantes contiennent des
impuretés azotées sur la surface des nanoparticules en raison de I'agent de transfert de
phase [62]. En plus du probléme de contamination, la méthode de Brust-Schiffrin est
limitée a la formation de petites nanoparticules (<10 nm de diameétre) en raison de la
forte affinité des ligands thiol a la surface des particules en Or, empéchant la croissance
des NPs [63]. Plusieurs ligands autres que les composés du soufre ont été utilisés pour
synthétiser des nanoparticules d’Or, particulierement, les ligands oxygénés ou azotés tels
gue les amines [64], les acides carboxyliques [65,66], et les phénols [67,68]. Les amines ont
été les ligands les plus utilisés pour préparer des nanoparticules d’Or en raison de leur
présence dans les systemes biologiques et environnementaux tel que I'oleylamine

(OA)[69].

7.3. Synthese des nanoparticules anisotropiques a partir de noyaux “Seeding
growth”

La méthode de synthese a partir des germes dite «Seeding-growth» a été
démontrée comme une voie de synthése puissante pour générer une gamme de différents
types de nanoparticules métalliques comme les nanobatonnets, les nanofils, les
nanoprismes, les nanoétoiles, etc. L'influence de la morphologie nanocristalline sur
certaines propriétés physiques et chimiques, y compris |‘optique et la réponse
électronique ou l'activité catalytique, est trés importante. L'anisotropie offre non
seulement un outil polyvalent pour régler la réponse optique des nanoparticules, grace a
des variations dans leur résonance plasmon de surface localisé (LSPR), mais aussi des
changements importants dans la conductivité électrique et a I'activité catalytique grace a
la disponibilité d’un Indice élevé de facettes qui peuvent faciliter I'adsorption et les
réactions de surface. Cette méthode sépare I'étape de nucléation et de croissance, lors de

la synthése des nanoparticules, en introduisant des petites particules de germes pré-
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synthétisées dans la solution de croissance contenant un précurseur de métal, un agent de
réduction, des tensioactifs et certains additifs. Des nanoparticules d'Or avec diverses
formes peuvent étre synthétisées selon le type d'agents tensioactifs, d'additifs ioniques
(lons d'argent) dans la solution de croissance et de la vitesse de la réaction. Egalement, la
nature de I'halogénure utilisé dans la synthése des AuNPs a une forte influence sur la
morphologie des AuNPs; certaines formes anisotropes ne peuvent étre produites que
lorsque les conditions de synthése comprennent des concentrations élevées d'un

halogénure spécifique [70] (Figure 1.1.17).

IAgNO3
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Figure 1.1.17. Influence de la nature de I’'halogénure sur les différentes formes des AuNPs.[70]

Les nanoparticules d’Or, de forme batonnets (nanorods), ont des applications tres
impressionnantes dans le domaine médical [71-73]. Des recherches intenses ont été
réalisées pour mieux contréler la forme de ces nanoparticules. Le protocole de synthese
consiste a préparer, en premier lieu, des particules d’Or de faibles tailles, qui sont utilisées
comme des noyaux de croissance. Ces noyaux sont ensuite ajoutés a une solution
contenant un sel d’Or (HAuCly), un réducteur faible (acide ascorbique AA) et un tensioactif
(CTAB). Ici, I'utilisation d’un agent réducteur faible, incapable de réduire les ions d’Or, fait
gue la réduction ne se fait qu'en présence des "noyaux" ajoutés qui agissent comme
catalyseurs. Ceci a pour avantage d’éviter de nouvelles nucléations indésirables lors de
I’étape de croissance. En plus, I'addition de nitrate d'argent (AgNOs) dans la solution de

croissance en tant qu'agent de mise en forme améliore le rapport d’aspect des batonnets
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(longueur/diametre) et favorise la croissance des noyaux en 1D en formant des

nanobatonnets d'Or [70] (Figure 1.1.18).

M [ M e Il [
AR i) i) Yo AR —\ &5
Geérmes Solution de A Solution de B Solution de Nano-batonnet d'Or
stabilisés croissance croissance croissance
par citrate HAuCl4, HAuCl4, HAuCl4,
CTAB CTAB CTAB

Figure 1.1.18. Synthése en trois étapes, a partir de noyaux, de longs nanobatonnets d'Or [74]

Les nanosphéres symétriques représentent une seule bande de résonance autour
de 520 nm tandis que les nanobatonnets donnent deux bandes de résonance
correspondant a l'oscillation des électrons dans les directions transversales (520 nm) et
longitudinales (750-800 nm), qui peuvent étre clairement observées dans les spectres UV-

Visible (Figure 1.1.19)[75].
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Figure 1.1.19. lllustration schématique des électrons de surface des nanosphéres d'Or (A), et des
nanobatonnets (B) en contact avec un rayonnement électromagnétique et leurs
spectres UV-Visible correspondants.
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8. Méthodes d’élaboration des nanocomposites “polymére/nanoparticules
métalliques”

Les nanocomposites a base de nanoparticules métalliques sont des matériaux dont
les nanoparticules sont stabilisées par des polyméres. Les méthodes de préparation des
nanocomposites sont souvent concentrées sur |'amélioration de la dispersion des
nanoparticules, car une distribution cohérente dans toute la matrice polymeére s'est
révélée étre un facteur essentiel pour I'optimisation des performances des composites. La
dispersion de nanoparticules non-modifiées est particulierement difficile, en raison de leur
tendance thermodynamique intrinséque a se regrouper ou a s'agglomérer. Néanmoins, les
méthodes de mélange a I'état fondu, de mélange en solution, de polymérisation in situ et
de greffage, ont toutes montré des résultats prometteurs pour une dispersion adéquate
des NPs dans la matrice polymere. Aussi, 'utilisation des nanoparticules enrobées de

polymére augmente la compatibilité entre la matrice polymére et les nanoparticules [76].

Par définition, un polymeére est une macromolécule formée de I'enchainement
covalent d’un grand nombre d’unités de répétition qui dérivent d’un ou de plusieurs-
monomeres. Généralement, la polymérisation se fait en trois étapes amorcage,

propagation et terminaison (Schéma 1.1.1).
* Etape d’amorgage (initiation) | = 2R*
R¥*+M = M*
= Etape de propagation Mp*+ M e Mt *

* Etape de terminaison Mp*+ Mn* e M

My*+ M e M +Mpy,

Schéma I.1.1. Les étapes de la polymérisation

La combinaison de plusieurs monomeres améne a une grande variété de
macromolécules (homopolymeéres et copolymeéres). Selon le type d’amorcage, Il existe
plusieurs types de polymérisation comme la polymérisation en chaine (radicalaire,
cationique et anionique) et la polymérisation par étapes. Les propriétés physiques et
chimiques des polymeres finaux sont influencées par le degré de polymérisation et la

distribution des masses moléculaires et par la structure des unités répétitives. La
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polymérisation radicalaire controlée donne des polymeéres avec des propriétés plus

intéressantes.

L'avantage des polymeéres par rapport aux autres matériaux comme les métaux ou
les céramiques, est de pouvoir modifier leur composition pour obtenir une plus grande
variété de structures et de propriétés. S'il existe des polymeres d’origine naturelle telle
gue la soie ou la cellulose, les polymeres d’origine synthétique sont, d’'une maniere
générale, plus intéressants par la malléabilité de leur composition. En médecine,
I'inconvénient reste le manque de biocompatibilité de la majorité de ces matériaux
polyméres qui sont a I'origine des réactions inflammatoires lors de la mise en contact avec
un milieu vivant. Malgré cela, certains de ces matériaux sont déja tres utilisés dans le

milieu médical.
8.1. Mélange a I'état fondu

Le mélange a I'état fondu est une méthode couramment employée pour disperser
les nanoparticules facilement et uniformément dans toute la matrice polymere. Il utilise
des températures élevées et des forces de cisaillement élevées produites par des rotors
contrarotatifs pour faciliter la dispersion des particules. Cette méthode est idéale pour
produire des composites qui sont compatibles avec les procédés industriels modernes et
tres efficaces pour disperser les nanoparticules. Cependant, le mélange a I'état fondu est
un processus violent et la structure du polymere peut subir des dommages a cause des

forces intenses générées lors du mélange a I'état fondu [77-79].
8.2. Mélange en solution

Le mélange en solution implique la dispersion de nanoparticules en utilisant un
bain ultrason a haute puissance dans un mélange a faible viscosité. Le mélange a faible
viscosité est constitué de polymere et de nanoparticules dissoutes dans un solvant
approprié. Une fois les nanoparticules suffisamment dispersées dans le mélange, le
solvant est éliminé par évaporation ou coagulation. Plusieurs études ont été réalisées pour
déterminer le solvant approprié pour diverses combinaisons polymeéres/nanoparticules.
Cependant, la capacité du solvant a dissoudre le polymére est également un facteur
important a considérer. Comme certains polymeres sont insolubles dans les solvants

courants, cette méthode n'est efficace qu'avec certains systémes polymeéres/NPs. D’autre
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part, les échantillons finaux peuvent retenir le solvant résiduel qui abaisse la Tv qui
constitue un inconvénient du mélange en solution, aussi la sonification a haute puissance
endommage les chaines de polymere. Cependant, la principale raison de cette méthode

est I'excellente dispersion obtenue [77,80].
8.3. Techniques in situ

La polymérisation in situ commence en dispersant les nanoparticules dans le
monomere ou un mélange de monomeres, puis en polymérisant la dispersion [81]. Cette
méthode fournit de nombreux avantages du mélange en solution comme la bonne
dispersion des NPs, due a la faible viscosité du mélange, qui ne nécessite pas I'utilisation
de solvants pour dissoudre le polymere [76]. Cependant, dans certains cas, la viscosité du
polymeére résultant peut étre trop élevée et il est nécessaire d'utiliser un solvant afin
d’éviter le phénomeéne d’autoaccélération. Malheureusement, |'addition de solvant peut
interférer avec la polymérisation et réduire la longueur des chaines polymeres due aux

réactions de terminaison par transfert de chaines.

Cette méthode convient aussi a la préparation de nanocomposite polymére/métal.
En d'autres termes, les précurseurs métalliques dispersés dans la solution de monomere
peuvent étre réduits pendant la polymérisation in situ en formant des nanoparticules
métalliques a l'intérieur du polymere. Cette méthode permet de contréler la distribution
de taille et la morphologie des NPs, et elle évite I'agglomération des nanoparticules en
maintenant une bonne distribution dans le polymére [76]. D’autre part, le procédé sol-gel
est l'une des méthodes les plus intéressantes pour la préparation in-situ des
nanocomposites polymere/métal. Ce processus comprend deux réactions importantes, a
savoir I'hydrolyse et la condensation, qui sont des processus en plusieurs étapes et se
produisent successivement. La méthode sol-gel est compatible avec les polymeres et les
procédés de polymérisation et permet la formation de nanoparticules métalliques

simultanément en cours de la réaction de polymérisation [77].

8.4. Immobilisation du polymere sur les nanoparticules métalliques

8.4.1. Greffage de polymere

Différentes techniques de greffage des chaines de polymeéres sur la surface des

nanoparticules sont utilisées pour permettre la déposition d’une couche de polymere a la
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surface des nanoparticules. Trois stratégies de synthése sont possibles: la méthode de
synthése directe, ol la nanoparticule est synthétisée directement en présence du
polymeére, la méthode "Graft-to" ol le polymére portant des groupements fonctionnels est
greffé a la surface des nanoparticules, et la méthode "Graft-from" dans laquelle les
nanoparticules sont fonctionnalisées avec des initiateurs de polymérisation ou de
molécules de monomeéres qui permettent la croissance de la chaine du polymere a partir
de la surface des nanoparticules [82] (Figure 1.1.20). Beaucoup de travaux sur la synthése
des nanoparticules d'Or fonctionnalisées par des polymeres ont été rapportés au cours de
la derniére décennie en utilisant des polyméres contenants des groupes fonctionnels tels

gue thiol, thioacétate et thioether [82,83].

SYNTHESE DIRECTE
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Figure 1.1.20. Schéma des méthodes de synthése des nanocomposites polymére/Nanoparticules
par greffage.

8.4.1.1. Méthode de synthese directe (in-situ)

Dans cette méthode, comme le montre la figure 1.1.21, I'acide tétrachloroaurique
peut étre réduit directement par des agents réducteurs en présence de polymeéres a
terminaison soufrée, la nucléation des nanoparticules et le greffage des chaines polyméres

a la surface des nanoparticules se font simultanément, dans laquelle les chaines
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polymeéres agissent comme un stabilisant des nanoparticules. A titre d’exemple, Xin Huang
et al, ont développé une nouvelle approche pour produire des nanoparticules d’Or assez
uniformes avec des diametres d'environ 2 a 6 nm en utilisant des ligands polymeéres
thioéther fonctionnalisés (DDT-PVAc: Dodecanethiol-poly(acétate de vinyle)) [84]. La figure
[.1.21 montre la structure des nanoparticules d'Or fonctionnalisées, leurs couleurs en
solution, la morphologie et les spectres UV-Visible des nanoparticules d'Or stabilisées par

le DDT-PVAc, dans le toluéne, a différents poids moléculaires.
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Figure 1.1.21: (a) Structure et image TEM des nanoparticules stabilisées par le polymére thioéther
DDT-PVAc (b) Spectres d'absorption UV-Visible de nanoparticules d'Or stabilisées avec
le DDT-PVAC, dans le toluéne, a différents poids moléculaires [84]

8.4.1.2. Stratégie de synthese covalente « Graft-to »

Dans cette stratégie, les polymeéres a terminaison soufrée peuvent étre liés
directement a la surface des nanoparticules d'Or pré-synthétisées. L'avantage de la
technique covalente "greffage a" est la possibilité de caractériser le polymére avant qu'il
soit greffé sur la surface des nanoparticules d'Or. Dans ce qui suit, nous présentons
guelques exemples de synthése des nanoparticules d'Or enrobées par des chaines de
polyméres. La synthése des nanoparticules d’Or fonctionnalisées par le polystyréene thiol
(PS-SH) et le poly(oxyde d'éthylene)thiol (PEO-SH) avec différentes masses molaires en
utilisant le tétrahydrofurane (THF) comme solvant et le triéthylborohydrure de lithium
(Superhydride) comme agent réducteur, a été rapportée par K. Muriel et al [85]. Dans leur
travail, ils ont constaté que les densités de greffage avec les petits ligands étaient plus

élevées que celles des ligands polymeéres. L'augmentation de la longueur de la chaine
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conduit a une augmentation de I'encombrement stérique des ligands ce qui entraine une
difficulté d’atteindre la surface de la nanoparticules, par conséquent, une diminution de la
densité de greffage. Chi Thanh Nguyen et al [86], ont synthétisé des nanoparticules d'Or
fonctionnalisées par un thioester polymeéere (copolyméres a brosse brush-chol-BCP-
thioester) contenant un copolymere a bloc (PMMA-g-PEQO) formés de copolymeres greffés
et des séquences de polyméthacrylates portant un mésogene de cholestérol (Figure
1.1.22). Ce copolymere contient une extrémité contenant du soufre issu de l'initiateur de
polymérisation radicalaire controlée par I'agent RAFT, cette extrémité assure le greffage
du copolymere sur les nanoparticules d’Or. La réaction de fonctionnalisation s'est produite
dans le THF en tant que solvant et en présence de LiBH; comme agent réducteur. Les
fonctions thioester situées a l'extrémité de chaine du polymeére sont préalablement
réduites par le n-butylamine en thiols avant le processus de greffage sur les nanoparticules

d’Or. Le produit ainsi élaboré est utilisé dans le domaine médical.
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Figure 1.1.22. Structure du copolymere-thioester synthétisé par la polymérisation radicalaire
contrblée RAFT et utilisé pour la fonctionnalisation des nanoparticules d'Or [86]

8.4.1.3. Stratégie de synthese covalente « Graft from »

La stratégie de «Graft-from» a été largement utilisée pour modifier et
fonctionnaliser les nanoparticules d'Or par des chaines de polymeére. Dans ce procédé, un
initiateur est préalablement immobilisé sur la surface des nanoparticules d'Or. En général,

I'initiateur utilisé est un dérivé thiol qui peut étre facilement fixé a la surface d'Or par la
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liaison Au-S. Cette étape est réalisée par réaction directe entre les nanoparticules d'Or et
I'initiateur ou par échange de ligands. Ensuite, les nanoparticules d'or modifiées par
I'initiateur peuvent amorcer la polymérisation de divers monomeéres par polymérisation
radicalaire contr6lée telle que la polymérisation radicalaire contr6lée par transfert
d'atome (ATRP) et la polymérisation radicalaire controlée par le procédé RAFT[87]
(Schéma 1.1.2). Dans ce cas, les chaines polyméres se développent a partir d'une
monocouche de l'initiateur immobilisé a haute densité sur la surface des nanoparticules,
cette derniere ne géne pas la diffusion du monomere vers les sites de la réaction. Par
conséquent, une couche uniforme de polymeére peut étre obtenue avec une densité de
greffage relativement élevée. L'avantage de la polymérisation contrélée est de fournir des
chaines de polymere de méme longueur, ce qui conduit a la formation d'une couche

d’épaisseur uniforme de polymeére [88,89].
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B- Polymérisation par RAFT amorcée en surface
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Schéma 1.1.2. Mécanismes généraux de la polymérisation ATRP amorcée en surface (A), la
polymérisation RAFT amorcée en surface (B)

Selon I'approche «Graft-from», Dong xiang Li et al. ont synthétisé des
nanoparticules d'Or en utilisant des citrates comme réducteur et des ligands protecteurs
dans des milieux aqueux et immédiatement remplacés par un initiateur disulfure [S-
(CH,)11- OCOC(CH3),Br], par la méthode d'échange de ligand dans le DMF. Comme il est
illustré schématiqguement sur la figure 1.1.23, la polymérisation radicalaire contrdlée par
transfert d'atome (ATRP) de la 4-vinylpyridine (4VP) a été réalisée sur des nanoparticules
d'Or modifiées par des molécules d’amorceur contenant une extrémité de brome, en

utilisant le bromure de cuivre (1) dans un mélange de solvant (propanol/DMF) [90].
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Figure 1.1.23. Greffage du P4VP sur la surface des nanoparticules d’Or par ATRP. Image TEM des

nanoparticules fonctionnalisées par le P4VP a pH=5. [90]

Dongxiang Li et al, ont également greffé des copolyméres séquencés le poly (N-
isopropylacrylamide) et le poly (méthoxy-oligo(éthyléneglycol)méthacrylate) sur des
nanoparticules d'Or par polymérisation radicalaire contrélée par transfert d'atome
(ATRP)[91]. La figue 1.1.24 montre la préparation et les images typiques TEM et AFM des
nanocomposites AuNPs-copolymere, dans lesquelles la couche de polymeére externe
autour des noyaux d'Or est visible, cette structure est appelée nanostructure

noyau/coquille.
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Figure 1.1.24. A et B: Synthése de nanostructures Au-copolymére et leur image TEM
correspondante. C: Images AFM en 3D d'un nanocomposite Au-copolymere (Echelle
1,5 um x 1,5 um)[91]

35



Chapitre 1.1

8.4.2. Méthodes d’encapsulation et d’adsorption physique

Les nanoparticules inorganiques conventionnelles ont une polarité de surface
élevée présentant une stabilité de dispersion extrémement faible dans les milieux
organiques. Cette faible dispersion a été surmontée en traitant la surface des
nanoparticules inorganiques avec des composés organiques. Récemment, I'encapsulation
de nanoparticules inorganiques dans une matrice polymére sous l'aspect colloidal est
d'une grande importance dans diverses applications telles que les cosmétiques, les
peintures, etc. Au cours des dernieres années |'encapsulation des nanoparticules d'Or a
recu une grande attention en tant que méthode de production de matériaux
multifonctionnels. A cet égard, diverses techniques d'encapsulation 3 base de polymeére
ont été largement rapportées. Les différentes approches incluent les polymérisations en
émulsion, miniémulsion et microémulsion, I'adsorption physique, I'assemblage couche par
couche et le procédé double émulsion qui ont été utilisés pour I'encapsulation de
nanoparticules. L’encapsulation par adsorption physique ou par la méthode couche-par-
couche consiste en une seule adsorption ou l'adsorption séquentielle sur des
nanoparticules chargées par des polyélectrolytes de charges opposées, cette adsorption
est principalement contr6lée par une interaction électrostatique attractive, ou par des
interactions spécifigues comme par exemple, la complexation, I'interaction dip6le-dipdle,

etc [92].

Les polymeres adsorbés a la surface des AuNPs sont susceptibles d'étre détachés
en raison d'un manque de liaisons chimiques entre les chaines de polymeres et la surface
des AuNPs, ce qui entraine |'assemblage des AuNPs. La réticulation entre les chaines de
polymeéres dans la couche de polymere située a la surface des AuNPs est un moyen
efficace pour augmenter la stabilité des nanocomposites d'Or résultants. La figure 1.1.25
montre des micelles a base de copolymere polystyrene-b-poly acide acrylique (PS-b-PAA)
et des nanoparticules d’Or. L'enveloppe de copolymeére contenant le bloc PAA hydrophile
a été réticulée en utilisant un agent de réticulation, ce qui augmente efficacement la

stabilité de la couche de polymeére dans les solvants organiques [93].
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Figure 1.1.25. Schéma des nanoparticules d’Or encapsulées par un copolymere a bloc PS-b-PAA
réticulé. A et B: Images TEM de nanoparticules d’Or préparées avec différentes
épaisseurs de polymeéres.[93]

9. Modification chimique de surface de nanoparticules d’Or fonctionnalisées

9.1. Par échange de ligands

Afin d'améliorer la stabilité et obtenir de nouvelles propriétés ou fonctionnalités
des nanoparticules, les molécules de ligands, immobilisées a la surface des nanoparticules
d’Or peuvent étre échangées par d'autres molécules. Dans la stratégie d'échange de
ligands, les molécules qui stabilisent les nanoparticules dans la premiére phase de
synthése peuvent étre remplacées par d'autres ligands, par exemple en échangeant des
ligands hydrophiles par des ligands hydrophobes permettent le transfert de
nanoparticules d’une phase a une autre [63]. En général, les molécules de ligand
couramment utilisées comprennent les groupes thiol qui se lient fortement a la surface
des nanoparticules métalliques. Ces molécules remplacent les ligands faiblement liés a la

surface de nanoparticules, qui sont issus, habituellement, de la phase de synthése [94,95].

Il est bien connu que les nanoparticules d'Or uniformes peuvent étre préparées par
un procédé classique de réduction par les citrates (méthode de Turkevich). Les
nanoparticules résultantes sont chargées négativement par des ions citrates adsorbés sur
leurs surfaces entrainant ainsi la stabilisation par des répulsions électrostatiques. La
couche de citrate peut étre remplacée par d’autres ligands plus forts. Les chaines de
polymeére, avec des extrémités soufrées, peuvent étre greffées a la surface des
nanoparticules d'Or par réaction d'échange de ligands. Dans un exemple typique, des
nanoparticules d'Or stabilisés par les citrates, ont été greffées de maniere covalente avec

de la doxorubicine. La doxorubicine a été attachée a la surface des nanoparticules d'Or a
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travers un groupe disulfure (Figure 1.1.26). Ce dernier assure la réaction d’échange de
ligands avec les molécules de citrates adsorbées a la surface des nanoparticules. Ces
nanoparticules fonctionnalisées ont été utilisées pour traiter le cancer résistant aux

médicaments [96].

- = = = e e e e e

B
=
1
1
1
1
..——-—--Eo———-
1
w
=
@)
o)
b

Figure 1.1.26. Doxorubicine greffée a la surface des nanoparticules d’Or [96]

9.2. Par modification chimique de ligands

Les nanoparticules d'Or fonctionnalisées ont des propriétés fondamentalement
différentes par rapport aux nanoparticules d'Or non fonctionnalisées; les alcanethiols
fonctionnels, liés a la surface des nanoparticules d'Or, possédant des groupes réactifs tels
gue des groupes amine, halogéne, hydroxyle et carboxylique pourraient étre utilisés pour
I'immobilisation covalente de nouvelles molécules avec de nouvelles fonctionnalités. La
modification chimique de ligand est basée généralement sur des réactions de substitution
nucléophile; La réactivité de ces systemes dépend des groupes existant sur la surface des

nanoparticules d'Or et de I'encombrement stérique des groupes entrants [53].

Les nanoparticules d'Or fonctionnalisées, avec un médicament anticancéreux le
doxorubicine (DOX) et l'acide folique (FA), ont été préparées par des réactions de
substitution nucleophile et de polycondensation dans un milieu organique (DMF, THF); le
médicament anticancéreux, DOX, a été conjugué au polymeére hydrophobe, le poly(L-
aspartate-DOX) via une liaison hydrazone tandis que l'acide folique a été conjugué au
polymére hydrophile, le poly(éthylene glycol-FA) (Figure 1.1.27). La taille des
nanoparticules Au-P(LA-DOX)- b-PEG-OH/FA a été estimée a 10-25 et 24-52 nm selon la
microscopie électronique a transmission (TEM) et la diffusion dynamique de la lumiére
(DLS), respectivement. La liaison hydrazone est sensible au pH, ce qui conduit a un

meilleur contrdle de la libération de médicaments anticancéreux [97].
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25

Figure 1.1.27. Schéma représentant la conjugaison covalente de la doxorubicine et de I'acide folique
aux nanoparticules d'Or et leurs images TEM. (A) Nanoparticules d'Or
fonctionnalisées par le 2-aminoéthanethiol, (B) Structure de Au-P(LA-DOX)-b-PEG-
OH/FA [97]

10. Applications des nanoparticules d’Or

Les nanoparticules d'Or colloidales ont été utilisées pendant des siécles par les
artistes en raison des couleurs produites lors de leur interaction avec la lumiére visible
[98]. Plus récemment, ces propriétés uniques d'optique-électronique ont été utilisées dans
des applications de haute technologie telles que le photovoltaique organique, les capteurs
chimiques et biochimiques, les agents thérapeutiques, la délivrance de médicaments dans
des applications biologiques et médicales et en catalyse [99-101]. Leurs possibilités
d’application sont non seulement liées aux propriétés intrinséques des nanoparticules
d’Or mais aussi et surtout a leurs énormes capacités de fonctionnalisation (multi-
fonctionnalisation) en surface par greffage de molécules soufrées (Figure 1.1.28). Les
propriétés optiques et électroniques des nanoparticules d'Or sont réglables en modifiant
la taille, la forme ou les ligands a la surface des nanoparticules. Dans le domaine médical
et biologique, les nanoparticules d’Or représentent en effet des objets parfaitement
adaptés non seulement par leur non-toxicité mais aussi par leur gamme de taille qui leur

confere une bonne biocompatibilité.
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Figure 1.1.28. Schéma d’une nanoparticule d’or aux fonctionnalités multiples pour diverses
applications.

10.1. Diagnostic et imagerie

Les particules d’Or sont considérées comme de bons agents de contraste,
puisqu’elles absorbent et diffusent la lumiéere, leur absorption dans la région infrarouge
proche les rend appropriées pour les applications d'imagerie in vivo. L'interaction de la
lumiére avec des particules d'Or a I'échelle nanométrique est forte en raison de la
résonance du plasmon de surface, ce qui conduit a des pics intenses d'absorption ou de
diffusion dans les spectres optiques. Les nanobatonnets sont idéaux pour les applications
dans les tissus, car la pénétration de la lumiére est profonde dans la gamme de 700-1100
nm, et les photons subissent moins d'absorption et de diffusion par les composants
tissulaires. Les qualités de contraste optique et électronique de I'Or colloidal ont montré
d'excellente qualité de détection pour les technologies d'imagerie en microscopie

électronique [21].

Un exemple des nanoparticules d'Or synthétisées et modifiées par le COOH-PEG-SH
et le PEG-SH, sur lesquelles un peptide le EGF avec les 12 séquences d'acides aminés
(YHWYGYTPQNVI-amide), a été immobilisé via la liaison amide en réagissant avec le
groupe carboxyle du PEG bifonctionnel. Les nanoparticules d'Or obtenues montrent une
bonne stabilité en solution agueuse avant et aprés la modification avec le EGF. Ensuite, la

phtalocyanine (Pc-4) a été adsorbée a la surface des nanoparticules d'Or par la liaison
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N-Au, le nanoproduit résultant possede une émission a 685 nm en raison des propriétés de
fluorescence intrinseques de Pc-4, ce qui permet la détection de l'accumulation de
médicament via l'imagerie de fluorescence in vitro et in vivo [102]. La figure 1.1.29
représente l'imagerie par fluorescence des cerveaux de souris ayant des tumeurs, aprés un

traitement par des nanoparticules d’Or fonctionnalisés par EGF et Pc-4.
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Figure 1.1.29. Représentation schématique de I'imagerie par fluorescence des cerveaux de souris
avec des tumeurs traités par des nanoparticules d’Or fonctionnalisés avec EGF et
Pc-4[102]

Des nanoparticules d’Or ont été synthétisées par la méthode de Turkevich et
fonctionnalisées par le Coumarin-PEG-thiol en utilisant le procédé d’échange de ligands.
L'immobilisation de I'agent de fluorescence (coumarine) a la surface des particules d'Or a
travers la fonction thiol a été réalisée a température ambiante et en dispersion aqueuse,
le produit formé a un effet fluorescent. Les mesures de la cytotoxicité du produit ont
révélé que ces nanoparticules étaient non toxiques pour les cellules du cancer du sein
(MDA-MB-231) et pouvaient pénétrer efficacement dans les cellules apres 1 heure
d’incubation. La figure 1.1.30 montre la synthese de nanoparticules d'Or fonctionnalisées
par le coumarine-PEG-Thiol et leur utilisation en imagerie médicale, I'image (1.1.30,B)
montre clairement I'accumulation des nanoparticules fluorescentes synthétisées dans les

cellules cancéreuses [103].
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Figure 1.1.30. Schéma de la réaction de fonctionnalisation des nanoparticules d'Or, A: Distribution
cellulaire de nanoparticules d'Or fonctionnalisées avec coumarin-PEG- Thiol dans des
cellules de cancer du sein MDA-MB-231. B: Epifluorescence image [103]

10.2. Les applications thérapeutiques des nanoparticules d’Or

10.2.1. Thérapie photothermique (PTT)

L'Hyperthermie est devenue |'une des principales méthodes de thérapie
anticancéreuse. Des sources de chauffage, comme le laser, ont été introduites pour
produire un chauffage modéré dans une région spécifique. L'hyperthermie est
généralement définie comme le chauffage d’un tissu a une température comprise entre 41
et 45°C [104-107]. Les tumeurs sont sélectivement détruites dans cette gamme de
température en raison de leur support thermique réduit par rapport au tissu normal.
Cependant, les applications des sources de chauffage conventionnellement utilisées pour
I'hyperthermie sont limitées en raison de leur non sélectivité, et leurs dommages aux
tissus sains environnants [104], par exemple les traitements a I'aide de laser entrainent
des lésions irréversibles dans les tissus sains traversés par le laser. Cependant, |'utilisation
des nanoparticules d’Or diminue la puissance du laser appliqué, et la lumiere absorbée est

rapidement convertie en chaleur, ce qui augmente l'effet hyperthermique généré
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localement par le laser ; cette technique est appelée photothermie [108]. L'utilisation des
nanoparticules plasmoniques peuvent, non seulement diminuer I'énergie du laser mais
aussi améliorer la sélectivité par le ciblage moléculaire sur la surface des nanoparticules.
Lorsque la lumiere est appliquée a une tumeur contenant des nanoparticules d’Or, les
particules se réchauffent rapidement, en tuant les cellules tumorales [109]. Les
nanoparticules d’Or plasmoniques, ont le potentiel de produire une hyperthermie
lorsqu'elles sont exposées au rayonnement laser ou infrarouge proche [106,110].
Cependant, les nanobatonnets d’Or, ou nanocages, sont les plus utilisés dans la thérapie
photothermique [111,112] et présentent une forte absorption dans la région infrarouge
proche (NIR) dans le domaine de 780-840 nm [106]. L’avantage de l'infrarouge proche est
gu’elle n’a pas un effet détériorant des cellules de la peau ni sur les autres parties de
I'organisme. Par contre les rayons X peuvent provoquer des mutations génétiques, quant

aux rayons ultraviolets ils provoquent des br(ilures de la peau [105].

Atsushi Shiotani et al, ont synthétisé des nanobatonnets en Or revétus de polymére
thermorésistant en utilisant I'acrylamide (AAm) et le N,N-diméthylacrylamide (DMAAm)
dans la copolymérisation avec le N-isopropylacrylamide (NIPAAm). Les copolymeres
produits Poly(NIPAAmM-AAmM) et poly(NIPAAM-DMAAmM) ont été utilisés pour recouvrir les
nanobatonnets d'Or. Ces nanoparticules ont montré une accumulation spécifique chez les
souris portant une tumeur et une réponse a l'irradiation lumineuse proche du rayon
infrarouge [113]. Hussaina Banu et ses collegues ont développé des nanoparticules Or-
polymére (Figure 1.1.31), modifiées avec du poly(éthyleéneglycol) et du poly(sodium-4-
styrenesulfonate) et fonctionnalisés avec du folate (acide Folique FA) et un médicament le
doxorubicine. Ces matériaux ont été utilisés comme systéme de transport de médicaments
biocompatibles pour cibler sélectivement et délivrer efficacement la doxorubicine aux

cellules cancéreuses et faciliter la thérapie photothermique par laser [114].
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Figure 1.1.31. Structure de nanoparticules d'Or conjuguées avec des polyméres biocompatibles
(PSS) et fonctionnalisées avec de I'acide folique (FA) et le Doxorubicine (DOX) [114]

10.2.2. Thérapie photodynamique (PDT)

Une autre méthode de thérapie tumorale employée est la thérapie
photodynamique (PDT), qui implique une destruction cellulaire causée par |'oxygéne
singulet toxique et/ou par d'autres radicaux libres produits a partir d'une séquence de
processus photochimiques et photobiologiques [111]. La PDT repose sur l'activation d'un
photosensibilisateur par une longueur d'onde spécifique, dans la région de la lumiére
visible ou proche de l'infrarouge (NIR), induisant la formation d'espéces réactives
d'oxygéne qui peuvent tuer directement les cellules tumorales, ainsi que leur
vascularisation associée, entrainant une destruction de la tumeur [115]. Le ciblage est
essentiel dans la PDT parce que l'oxygene singulet est hautement réactif, les
nanoparticules d'Or modifiées par un polymére permettent la délivrance d'une grande
guantité de photosensibilisateur au niveau des cellules tumorales par des ligands
spécifiques [116,117]. Les avantages supplémentaires de la PDT sont basées sur
I'utilisation multiple de la PDT sans produire d'effets immunosuppresseurs et peut étre
appliquée méme aprés une chirurgie, une chimiothérapie ou une radiothérapie. Bien que
de nombreux produits chimiques ont été utilisés plus tard pour la thérapie
photochimique dans les applications cliniques en raison de leur rétention préférentielle

dans les tissus du cancer et en raison des rendements quantiques élevés de production de
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I'oxygene singulet. Par exemple, les nanobatonnets d'Or revétus de poly (vinylpyrrolidone)

(PNVP) ont été utilisés comme générateurs efficace de I'oxygene singulet [117].

Dans les travaux de Yu Cheng et al, des nanoparticules d'Or modifiées avec du
polymére (HO-PEG-SH, Mw = 5000 g/mol) par une stratégie d'échange de ligands ont été
préparées. Dans la premiére étape, les nanoparticules d'Or ont été synthétisées selon la
méthode de synthése originale décrite par Brust [52] ; la synthése est produite en
présence du bromure de tétra-n-octylammonium (TOAB) comme agent de transfert de
phase et la dodécylamine (DDA) en tant qu'agent stabilisant, la réduction de HAuCl; a été
effectuée avec NaBH; en solution aqueuse. Dans la deuxieme étape, la DDA fixée a la
surface des nanoparticules d'Or a été échangée par un polymere (HO-PEG-SH) dans le
chloroforme. Les nanoparticules d'Or PEGlylées résultantes ont été fonctionnalisées avec
un agent photodynamique, la phthalocyanine (Pc-4) par liaison N-Au et utilisées comme
vecteur médicamenteux hautement efficace pour une thérapie photodynamique in vivo,
chez des souris cancéreuses. Dans le méme travail, le DPBF (1,3-diphénylisobenzofurane) a
été utilisé pour la détermination du rendement quantique ®A de I'oxygéne singulet dans
I'éthanol a 410 nm. Le rendement quantique de *02 des nanoparticules d'Or Pc4-PEGylées
a été mesuré et comparé au rendement quantique de ‘02 formé en présence du Pc 4 et

du bleu de méthyléne (Figure 1.1.32) [116].
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Figure 1.1.32. A: Nanoparticules d'Or modifiées par fixation de chaine de polymére en tant
gu'agent de délivrance de médicament PDT, B: Photodécomposition de DPBF
par 10, aprés irradiation a 410 nm, de nanoparticules d'Or Pc-4-PEGlylées, de
méthylene bleu et Pc-4 dans I'éthanol [116].
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10.2.3. Vectorisation de médicaments

La vectorisation des médicaments concerne pratiguement toutes les maladies et
plus particulierement le cancer. Elle fait I'objet de nombreuses recherches, impliquant
différentes approches. Les nanoparticules sont des vecteurs efficaces car leur capacité a
traiter une maladie est élevée par rapport aux techniques conventionnelles. La
vectorisation a l'aide des nanoparticules est un processus qui consiste a administrer des
médicaments directement a la cellule malade afin d’éviter aux cellules saines d'étre
affectées par le médicament, ce qui implique une baisse des risques liés a la toxicité.
L'avantage est donc que l'on peut cibler chaque cellule et, surtout, doser la quantité de
médicaments a administrer. La petite taille et la biocompatibilité de ces dispositifs
thérapeutiques les font aisément pénétrer dans I'organisme sans altérer les organes sains
ou I'équilibre physiologique du patient [103,116,118,119]. Il existe plusieurs types de
vecteurs, de différentes générations, agissant tous de la méme facon. En effet, il s'agit
d'abord de fonctionnaliser le vecteur, c'est-a-dire lui intégrer un agent qui va lui permettre
de reconnaitre la cellule cible. Chaque organe est constitué de cellules qui présentent a
leur surface des récepteurs spécifigues comme les cellules cancéreuses ; ces cellules
possedent de nombreux marqueurs biologiques qui nous permettent de les repérer ; par

exemple les récepteurs de |'acide folique (ou vitamine B9) [108,118,120,121].

Les nanoparticules d'Or présentent d'excellentes propriétés physico-chimiques
pour l'application dans la délivrance du médicament, leurs petites tailles les rendant
capables d'interagir avec les biomolécules et le rapport surface-volume élevé permettant
la fonctionnalisation de la surface avec plusieurs molécules pour un médicament
spécifique. Par exemple, les nanoparticules d'Or attachées par liaison covalente au
polymére ont été utilisées pour élaborer des vecteurs a haute efficacité pour
I'administration de l'insuline. R. Bhumkar et al, ont utilisé “le chitosane”, un polymeére
naturel, biocompatible et biodégradable, pour la synthése et la stabilisation des
nanoparticules d'Or en milieu aqueux (Figure 1.1.33). Ici, le chitosane se comporte comme
un agent réducteur dans la synthése des nanoparticules d'Or et facilite la pénétration de

I'insuline a travers des cellules de la muqueuse [122].
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Figure 1.1.33. Schéma des nanoparticules d'Or recouvertes de chitosane avec l'adsorption de

I'insuline sur leur surface [122].

Le travail de Chi Thanh Nguyen et ses collegues est trés intéressant puisqu’il est
utilisé pour la synthese des nanoparticules d'Or fonctionnalisées par un polymere thiol
(copolymeres a brosse brush-chol-BCP-thiol) contenant du poly(oxyde d’éthylene) dans un
bloc et des polyméthacrylates portant du cholestérol dans |'autre Bloc. Ce copolymere est
ensuite facilement auto-assemblé en solution aqueuse pour former des nanoparticules par
I'interaction hydrophobe entre les fragments de cholestérol. Les nanoparticules auto-
assemblées ainsi produites ont probablement une structure noyau/enveloppe avec une
coquille hydrophile PEO et un noyau de cholestérol hydrophobe a terminaison thiol (Figure
1.1.34) qui pourrait servir de récipient pour les médicaments anticancéreux hydrophobes
(DOX) et de nanoparticules d’Or. Le potentiel des nanoparticules encapsulées pour
I'administration de DOX a été évalué in vitro en mesurant la capacité de chargement du
médicament, la libération du médicament, le comportement d'absorption cellulaire et la
cytotoxicité. Cette plate-forme de nanoparticules peut également étre adaptée pour
encapsuler et délivrer d'autres combinaisons de médicaments et de nanoparticules
métalliques, offrant une approche prometteuse et polyvalente pour modéliser plusieurs

nanoparticules [86].
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Figure 1.1.34. A: Copolymeres a brosse brush-chol-BCP-thiol, B: Auto-assemblage des
nanoparticules d’Or fonctionnalisées par brush-chol-BCP-thiol en présence du DOX,
C: TEM image des AuNPs double encapsulées [86].

10.3. Capteurs chimiques et biochimiques

Les nanoparticules métalliques sont des matériaux tres intéressants pour des
applications de détection grace a leurs propriétés optiques importantes. La grande
sensibilité de I'absorption plasmonique face a des changements de I'environnement local
des nanoparticules permet de les utiliser comme capteurs colorimétriques. Un
changement de couleur ou du signal UV-Visible peut s’observer en modifiant la distance
inter-particules qui affecte directement la position spectrale de la résonance plasmonique
[123]. La détection sélective utilisant des nanoparticules d'Or fonctionnalisées est devenue
un axe majeur de recherche au cours de ces dernieres années. En raison de la sensibilité et
de la sélectivité de réponse a l'environnement biologique, les propriétés optiques des
nanoparticules d'Or ont été utilisées pour détecter des biomolécules spécifiques et

significatives dans certaines maladies [101,124,125].

Les capteurs a base de nanocomposite Or/polymére ont été largement étudiés.
Certains polymeres synthétiques comme par exemple le poly(éthyléneglycol) est I'un des

polymeéres le plus utilisé avec les nanoparticules d’Or pour le développement des capteurs
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biochimiques en raison de sa haute biocompatibilité [125,126]. Dans un exemple typique,
des AuNPs liées au lactose a travers le poly(éthyleneglycol) ont été examinés en tant que
capteur colorimétrique de la lectine [127]. Aussi, les polymeres conducteurs tels que le
polypyrrole, le polythiophéne, le polycarbazole, la polyaniline, le polyphénol, le
polyacétyléne et leurs dérivés sont utilisés intensivement dans les domaines de la science
bio-analytique dans le développement de biocapteurs; ils présentent de nombreux
avantages en raison de leurs propriétés inhérentes de transport de charge et de leur
biocompatibilité, ainsi que leur stabilisation des biomolécules [128]. Les polymeéres
conducteurs sont aussi utilisés en tant que capteurs de gaz hautement sensitifs et sélectifs
[129,130]. Le polymere représente soit le systeme de transduction de signal, soit comme
composant reconnaissant de l'analyte (la couche sensible). Ainsi, différents types de
capteurs électrochimiques a base de polyméres conducteurs ont été développés, vy
compris des capteurs ampérométriques et potentiométriques. Ici, I'étape limitante dans la
fabrication de capteurs possédant une couche sensible basée sur des polymeéres est le
dépot méme de ce polymere et surtout dans certains cas, le mode d’insertion de

I’élément détecteur a I'intérieur de la macromolécule [131].

Les polymeéres fluorescents conjugués ont une grande importance dans
I’élaboration des capteurs, car leurs propriétés optiques et électriques peuvent étre
modifiées par des perturbations minimes du milieu environnant impliquant des actions
d'amplification par une réponse collective dans le polymére [132]. Li Shang et ses
collégues ont développé une stratégie de fabrication d’un capteur fluorescent en utilisant
un polymeére conjugué fluorescent soluble dans I'eau (sel de sodium de poly(9,9-bis(4'-
sulfnoatobutyl) fluoréne-co-alt-1,4-phényléne): PFS). Le polymere conjugué est utilisé pour
la synthése et la stabilisation des nanoparticules d'Or. Ainsi, le capteur synthétisé a été
utilisé comme détecteur sensible et sélectif de la cystéine ; la fluorescence de la solution
colloidale augmente considérablement en présence de la cystéine (Figure 1.1.35). Ce
phénoméne permet une détection sensible et sélective de la cysteine, avec une limite de

détection (LOD) égale a 25 nM [133].
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Figure 1.1.35. Schéma représente : (A) un capteur fluorescent pour la detection de la cysteine, (B)
I'intensité de fluorescence de PFS-AuNPs a 420 nm aprés addition de cysteine en
comparaison avec les autres acides aminés [133].

Marcos Eguilaz et al, ont rapporté la méthode de synthése d'un nanomatériau
hybride contenant des nanoparticules d'Or fonctionnalisées avec de I'acide
mercaptopropionique (MPA) et de |'acide 3-mercaptophénylboronique (MPhBA) (Figure
1.1.36). Les nanoparticules d'Or fonctionnalisées résultantes ont été conjuguées avec le
glucose oxydase (GOx) et avec des nanotubes de carbone (MWCNTs) en utilisant un
polymeére le poly(éthyléneimine) hyperbranché (PEIl). Le nouveau nanomatériau hybride a
été immobilisé sur une électrode de carbone vitreux (GCE), ce dispositif a été utilisé

comme biocapteur sensible et sélectif du glucose [134].
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Figure 1.1.36. (A) Réaction de fonctionnalisation in-situ de nanoparticules d'Or dans le DMSO, (B)
Image TEM de nanoparticules d'Or fonctionnalisées associées a des nanotubes de
carbone, et (C) structure du biocapteur de glucose [134].
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10.4. La catalyse

Un catalyseur est un composé chimique qui permet d’accélérer et d’orienter une
réaction chimique vers la formation des produits désirés dans des conditions plus douces
de température et de pression. Pour la plupart de ces réactions, les catalyseurs sont des
produits solides et la réaction s’effectue a la surface du catalyseur. Afin d’augmenter le
rapport surface/volume, donc limiter la quantité de catalyseur utilisée, il est souvent
nécessaire de préparer des catalyseurs sous forme de particules de petite taille, ces
particules possedent une surface spécifique plus importante qui, par conséquent, fournit
une activité plus élevée. L'Or est considéré comme un matériau inerte chimiquement et
aussi comme un catalyseur peu actif dans de nombreuses réactions. Cependant, les
nanoparticules d’Or de moins de 10 nm présentent des propriétés catalytiques
exceptionnelles pour de nombreuses réactions. Aprés la découverte, de Masatake Haruta
(Japon) en 1987, de la capacité des petites NPs d’Or (environ 5 nm) a catalyser la réaction
d’oxydation du monoxyde de carbone en dioxyde de carbone, méme a température
inférieure a 0°C, les AuNPs sont devenues le centre d’une grande activité scientifique
[135]. Les nanoparticules d’Or ont montré des propriétés catalytiques a I'égard de
nombreuses réactions chimiques telles que |'oxydation des alcools en acides ou en
aldéhydes, I’hydrogénation sélective des liaisons, |'oxydation des amines en amides [136],

la réduction du nitrophenol [137,138] et de la nitroaniline [139].

Les catalyseurs d’Or a base de polymere, présentent une activité catalytique
remarquable, plusieurs types de structure de polymeére ont été utilisés pour |'élaboration
de catalyseurs tels que les polymeéres brosses et étoiles, les micelles, les capsules creuses
et les particules poreuses [140,141]. Kobayashi et ses collegues ont démontré le grand
potentiel de I'Or supporté par les polyméres comme catalyseur pour des processus
d’oxydations sélectives en phase liquide. lls ont obtenu des performances catalytiques plus
élevées pour I'Or déposé sur les polymeres en comparaison avec de I'Or déposé sur les

oxydes métalliques en optimisant simultanément le support et taille des AuNPs [140,142].
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Chapitre 1.2

1. Introduction

La modification de surface des nanoparticules d'Or (AuNPs) a suscité un intérét
accru dans de nombreux domaines tels que I'administration de médicaments, le
diagnostic, l'imagerie biomédicale, les capteurs et les biocapteurs [1,2]. Elle a été
principalement utilisée dans le but de stabiliser les AuNPs et d'empécher leur agrégation,
de créer des nanomatériaux multifonctionnels et de contrdler l'interaction entre les
AuNPs et leur environnement [3,4]. Néanmoins, la modification de la surface des AuNPs
par les polymeéres attire de plus en plus I'attention. La combinaison des propriétés des
nanoparticules (par exemple optiques) et des macromolécules offre la possibilité de
préparer des matériaux nanocomposites aux propriétés fortement améliorées par
rapport aux nanoparticules et aux polymeres individuels [5]. De plus, le double role du
polymére (agent de fonctionnalisation et de stabilisation) dans la méthode de synthése
élimine le besoin d'un stabilisant supplémentaire [3]. Généralement, il existe plusieurs
facons de réaliser la modification de surface des nanoparticules avec des polyméres; la
physisorption, la chimisorption et par fixation covalente [3,6,7]. Les polymeéres
contenants des groupes fonctionnels a forte affinité pour les surfaces des métaux nobles,
et plus particulierement les thiols, réagissent avec les surfaces des AuNPs pour former

des chalnes chimiquement attachées [8].

Dans cette partie nous allons présenter la synthése des nanoparticules d'Or
fonctionnalisées par réduction chimique en milieu agueux et en milieu organique. Des
agents de stabilisation du type polymeére comme lI'alcool polyvinylique (PVA), le
polycaprolactone (PCL) et les oligoméres thioéther (DDT-PNVP et DDT-P4VP) ont été
utilisés pour stabiliser et fonctionnaliser les nanoparticules d’Or. Les nanoparticules
préparées ont été caractérisées en utilisant la spectroscopie UV-Visible, la microscopie

électronique a transmission (TEM) et la microscopie électronique a balayage (SEM).

2. Matériels et méthodes

2.1. Méthodes de synthese

Les différentes méthodes de synthese employées lors de la préparation de
nanoparticules d’Or, ainsi que la méthode d’encapsulation de ces particules avec le

polycaprolactone sont présentées ci-apres:
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2.1.1. Synthese des nanoparticules d’Or en milieu aqueux

La réduction chimique est la méthode choisie pour la préparation des

nanoparticules d’Or. Trois systémes réducteurs sont utilisés:

¢ Borohydrure de sodium (NaBHj).
* NaBH4 en présence du PVA.
* PVA en présence de NaOH.

2.1.1.1. Réduction de I'acide chloraurique par le borohydrure de sodium

Les nanoparticules d'Or ont été préparées selon les méthodes présentées dans la
littérature [9]. Le nettoyage approprié de la verrerie utilisée est tres important. Pour
cette raison, le détergent et I'eau régale (3HCI/1HNO3, v/v) ont été utilisés pour nettoyer
toute la verrerie, suivie par un ringage plusieurs fois avec de I'eau ultra pure. Ensuite,
10 mg de HAuCIl; sont ajoutés a 100 ml d'eau Milli-Q dans un erlenmeyer. La solution
aqueuse est agitée jusqu’a la dissolution compléte du sel d’Or. Aprés, au moyen d’une
micropipette, 1 mL d’une solution de NaBH,4 (0.1 M) est ajouté goutte a goutte a cette
solution sous agitation. Au début, I'agent réducteur est ajouté lentement pour empécher
I'agrégation, ensuite I'addition est relativement plus rapide. La couleur de la solution

passe du jaune au rubis rouge indiquant la formation des nanoparticules d'Or.

2.1.1.2. Réduction de l'acide chloraurique par le borohydrure de sodium en

présence de PVA

Les nanoparticules d'Or ont été également préparées en utilisant la méthode de
réduction par le borohydrure de sodium en présence de I'alcool polyvinylique. 100 mL
d’une solution aqueuse de HAuCl; (0.25 mM) sont mélangés avec 100 mL d’une solution
de PVA (0.01%) sous agitation magnétique continue pendant trois minutes. La réduction
des ions d’Or est réalisée par addition de 1 mL de NaBH; (0.1 M) goutte a goutte. La
couleur de la dispersion dans le flacon change du jaune au rubis rouge, ce qui indique la
formation de nanoparticules d'Or. La solution est agitée encore pendant 15 minutes pour

une homogénéisation complete.
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2.1.1.3. Réduction de I'acide chloraurique par du PVA en présence de NaOH

Dans cette méthode les nanoparticules d’Or ont été obtenues en chauffant a 50°C
une solution aqueuse de sel d'Or (100 mL, 0.25 mM) en présence d'un mélange de NaOH
(0.1 M) et de PVA (0.01%, My = 31000 g/mol) sous agitation magnétique. La formation
de nanoparticules est indiquée, également, par le changement de couleur de la solution
(du jaune clair au rubis rouge) apres 30 min de chauffage. L'agitation est maintenue

apres le changement de couleur pendant 15 min.

2.1.2. Encapsulation des nanoparticules d'Or par le processus double

émulsion (w/o/w)

Les nanoparticules d'Or (AuNPs) ont été encapsulées par la technique de double
émulsion a évaporation du solvant. Cette technique est un procédé d'émulsification a
deux étapes en utilisant une homogénéisation par ultrason. En bref, la phase aqueuse
interne (w;) est constituée de 1.5 mL d’une solution de nanoparticules d’Or (produites
par réduction par NaBH;), tandis que la phase huileuse (o) a été préparé en dissolvant
3 g de polycaprolactone (PCL) dans 12 mL de dichlorométhane pour former une solution
limpide. De la méme facon, la phase aqueuse externe (w;) est constituée d'une solution
de PVA a 0.5%. Dans la premiere étape d'émulsification, la phase aqueuse interne (ws)
est homogénéisée avec la phase huileuse pour former une émulsion primaire (w1/0) en
utilisant l'ultrason pendant 5 minutes. Dans la deuxiéme étape, la premiére émulsion
est dispersée dans 150 mL de la phase aqueuse externe (w;) en utilisant une
homogénéisation ultrasonique pendant 8 min, ce qui entraine une double émulsion
(wi/o/ws>). Par la suite, les particules solides sont obtenues par évaporation du solvant
organique a l'aide d'un évaporateur rotatif. Enfin, les nanoparticules d‘Or revétues de
polymére sont ensuite récupérées par centrifugation a 10000 tr/min pendant 10 minutes

puis lavées trois fois avec de I'eau distillée.
2.1.3. Synthese des polymeres par voie radicalaire
2.1.3.1. Synthése de I'oligomeére thioéther DDT-poly(4-vinylpyridine)

La réaction de synthese des oligomeéres est effectuée comme suit: 2 mL de
monomere (4VP), du dodecanethiol (DDT) et 10 mg du peroxyde de benzoyle (POB), sont

introduits dans un tube a essai. Le mélange est dégazé pendant 30 minutes sous ultrason

66



Chapitre 1.2

pour chasser I'oxygene dissous dans la solution, ensuite placé dans un bain d'huile
préchauffé. La température du mélange réactionnel est maintenue entre 100-110°C
pendant 48h. Le produit obtenu a un aspect visqueux et de couleur allant vers le rouge.
La purification du produit obtenu est faite par dissolution du produit résultant dans le
THF puis par précipitation dans I'éther diéthylique froid. Cette étape a été répétée
plusieurs fois pour éliminer la fraction de I'oligomere a faible masse molaire et du
monomere n'ayant pas réagi. L'oligomeére ainsi obtenu est séché a température ambiante
puis a 50°C jusqu'a un poids constant. Le tableau 1.2.1 représente les quantités du

dodécanethiol (DDT) utilisés pour chaque fraction.

Tableau 1.2.1. Quantités de DDT utilisées avec le 4VP

Echantillons (IanDoTI;i\i)IT)
DDT-P4VP(1) 50%
DDT-P4VP(2) 25%
DDT-P4VP(3) 20%
DDT-P4VP(4) 10%

2.1.3.2. Synthése de I'oligomére thioéther DDT-poly(N-vinylpyrrolidone)

La synthese de |'oligomeére thioéther (DDT-PNVP) est réalisée par polymérisation
radicalaire en masse de la méme facon que le DDT-P4VP. Dans un tube a essai on
introduit 2 mL de N-vinylpyrrolidone (NVP), 10 mg du peroxyde de benzoyle (POB) et le
dodécanethiol (DDT). Le mélange est dégazé pendant 30 minutes en utilisant un ultrason
et chauffé dans un bain d'huile a une température comprise entre 100-110°C pendant
48h. Le produit ainsi obtenu est de couleur jaune. Aprés |'étape de synthese, la
purification du produit final est nécessaire afin d’éliminer les fractions ayant un poids
faible et le monomeére qui n'a pas réagi, le produit final est dissous dans le chloroforme et
re-précipité plusieurs fois dans I'éther diéthylique froid. L'oligomere ainsi obtenu est
séché a température ambiante puis a 50°C jusqu'a un poids constant. Le tableau 1.2.2
présente les quantités de monomere et de I'agent de transfert utilisés lors de la synthése

de I'oligomere thioether DDT-PNVP.
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Tableau 1.2.2. Quantités de DDT utilisées avec le NVP

Echantillons (IanDoTI;i\QT)
DDT-PNVP(1) 50%
DDT-PNVP(2) 25%
DDT-PNVP(3) 20%
DDT-PNVP(4) 10%

2.1.3.3. Synthése de poly(DMAEMA-co-Styrene)

Des particules de poly(DMAEMA-co-Styrene) sont préparées en utilisant la
polymérisation radicalaire en émulsion. Pour la préparation des particules réticulées, le
HDDA est utilisé comme agent de réticulation. Dans une expérience typique, 0.6 mL de
DMAEMA [2-(diméthylamino) éthyle méthacrylate de méthyle] sont dispersés dans
30 mL d’une solution aqueuse de I'’émulsifiant SDS (0.1 M). A cette solution, on ajoute
33.2 pl de HDDA et 0.42 mL de styrene. Le mélange réactionnel est agité jusqu'a
I'obtention d'une solution limpide. La réaction de polymérisation et de réticulation
simultanée a commencé par l'addition de 1 mL de solution aqueuse a 1% d'APS. La
réaction s’ déroule sous agitation constante (750 tr/min) a 70°C pendant 5 h. Les
particules sont ensuite lavées et précipitées en utilisant une quantité double
de méthanol, puis un précipité blanc est obtenu et récupéré par centrifugation

(4000 tr/min) [10].

2.1.4. Synthese des nanoparticules d’Or stabilisées par les oligomeres
Thioéther

Les nanoparticules d'Or, stabilisées par des ligands oligomeéres thioéther, ont été
synthétisées selon la méthode suivante: toute la verrerie utilisée pour la synthése a été
lavée avec I'eau régale (3HCI/HNOs: V/V) ensuite rincée plusieurs fois avec de I'eau ultra
pure (MilliQ). Dans une synthése typique, 10 mL d’une solution de HAuCl; (1 mM) a été
préparée par dissolution du sel d’Or (HAuCls, 3H,0) dans le DMF. La couleur de la
solution résultante est jaune pale. Ensuite, 45.2 mg d'oligomére (DDT-P4VP ou DDT-
PNVP) sont ajoutés a la solution et agitée pendant 24h dans I'obscurité. La réduction des

ions Au™ est réalisée par addition goutte a goutte de 1 mL d'une solution aqueuse
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fraichement préparée de NaBH; (0.1 M), sous agitation vigoureuse en utilisant un
homogénéisateur, puis une agitation magnétique continue (600 tr/min). A la fin Ia
solution est purifiée par centrifugation (15000 tr/min) puis redispersée dans le DMF. Les
AuNPs obtenues ont une couleur rose-violet. Le tableau ci-dessous regroupe les

guantités de HAuCl,, d’oligomere et de NaBHj, utilisés lors de la synthése des AuNPs.

Tableau 1.2.3. Quantités des réactifs NaBH4, HAuCl; et oligomeéres utilisés lors de
la synthése des AuNPs

NaBHs/HAuCl, Oligomere/HAuCL,

Echantillons
(mol/mol) (mg/mg)
P1 DDT-P4VP(1)-AuNPs 10 11.5
P2 DDT-P4VP(1)-AuNPs 2.9 11.5
P3 DDT-P4VP(3)-AuNPs 10 11.5
P4 DDT-P4VP(3)-AuNPs 2.9 11.5
P4-1  DDT-P4VP(3)-AuNPs 2.9 3.81
P4-2  DDT-P4VP(3)-AuNPs 2.9 19
N1 DDT-PNVP(1)-AuNPs 2.9 11.5
N2 DDT-PNVP(2)-AuNPs 2.9 11.5
N3 DDT-PNVP(3)-AuNPs 2.9 11.5
N4 DDT-PNVP(4)-AuNPs 2.9 11.5

2.2. Méthodes de caractérisation

2.2.1. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

Les spectres infrarouges des monomeres et des oligomeéres synthétisés ont été
enregistrés sur un spectrophotomeétre du type Nexus 470 (Thermoscientific France)
(Figure 1.2.1) par la technigque ATR (Réflexion totale atténuée) sur un Crystal de Diamond
en monoreflexion (Smart-orbit, Thermo Scientific). La gamme spectrale varie de 4000 a
400 cm™, avec 256 scans et 4 cm™ de résolution. Le détecteur est un DTGS (Sulfate Tri-
glycine Deuteré). Les spectres infrarouges ont été réalisés a l'institut des sciences

analytiques ISA (Université Claude Bernard, Lyon1 France).
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Figure I.2.1. Appareil de spectrophotomeétre infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

2.2.2. Spectroscopie UV-Visible

La caractérisation par spectroscopie UV-visible des solutions de nanoparticules
d’Or (AuNPs) a été réalisée a l'aide d'un spectrophotométre UV-Visible (UV-1700,
Shimadzu-Japan). Les mesures d'absorbance ont été effectuées sur la gamme de

longueur d'onde 400 a 700 nm en utilisant des cuvettes en quartz d’épaisseur de 1 cm.

2.2.3. Chromatographie a exclusion stérique

Les masses moyennes et la polydispersité des oligomeéres synthétisés ont été
déterminées en utilisant la Chromatographie d'exclusion stérique (CES). Les analyses sont
effectuées a I'aide d’'une pompe isocratique AGILENT 1200 Series équipée d’un passeur
automatique AGILENT 1200 Series et d’un jeu de colonnes énuméré dans le tableau 1.2.4.
La détection est effectuée par un réfractometre AGILENT 1260 Infinity Series.
L’acquisition et le traitement des données se fait au moyen de deux logiciels: Agilent
Chemstation (pour le pilotage de la pompe) et Astra V version 5.3.4.14 (pour la partie

acquisition et interprétation des données).
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Tableau I.2.4. Conditions “Chromatographiques”

Temps d’analyse 30 min

Volume d’injection 20 ul

Jeu de colonne précolonne PL Gel 3 um 2 colonnes PLGel 3um
MIXED-E (300 * 7.5 mm)
Et/ou

1 précolonne Oligopore 2 colonnes Oligopore
(250 * 4.6 mm)

Phase mobile Dichlorométhane (série PNVP) /
Tétrahydrofurane (Série P4VP + PMPS)

Débit 1.0 mL.min™

Température(s) 30°C (colonnes)

Détecteur Réfractomeétre

2.2.4. Microscopie électronique

La microscopie électronique a transmission (TEM) et la microscopie électronique a
balayage (SEM) ont été utilisées pour la détermination de la taille et la morphologie des
nanoparticules préparées. Le TEM a été réalisé avec un microscope Philips CM120 au
Centre Technologique des Microstructures (CTu) a I'Université de Lyon (Villeurbanne,
France). Une petite goutte de suspension est déposée sur une grille de microscope
(support de cuivre recouvert de carbone). Les échantillons sont séchés et observés par
TEM sous des tensions d'accélération de 100 kV. La microscopie électronique a balayage
(SEM) a également été réalisée au Centre Technologique des microstructures "a
['Université de Lyon (Villeurbanne, France)’. Une goutte de suspension aqueuse diluée de
particules est déposée sur un support en acier plat et séchée a température ambiante.

L'échantillon a finalement été revétu sous vide par pulvérisation cathodique avec du

platine. Les échantillons sont observés par SEM sous une tension d'accélération de 15 kV.

3. Résultats et discussions

3.1. Synthese et caractérisation des nanoparticules d’Or en milieu aqueux

Des nanoparticules d’Or ont été préparées par réduction chimique a partir d'une
solution aqueuse de I'acide chloraurique (HAuCl,). Trois méthodes de synthése ont été
utilisées. La premiére méthode consiste a utiliser le borohydrure de sodium (NaBHj4)
comme agent réducteur; le NaBH,4 est un réducteur fort et la réaction de réduction des

ions d’Or est instantanée a température ambiante [11]; un changement de couleur de la
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solution, du jaune vers le rouge, se produit rapidement aprés I'ajout de I'agent réducteur
indiquant la formation des nanoparticules d’Or. Dansla deuxieme méthode, les
nanoparticules d'Or ont été préparées en utilisant la méthode de réduction par NaBH4en
présence de PVA, ici le PVA est utilisé pour empécher I'agrégation des particules et de
contribuer a la stabilisation des dispersions colloidales. Initialement, la solution de
HAuCl, est ajoutée a une solution aqueuse de PVA (0.01%), ce dernier peut complexer les
ions Au™ par des interactions électrostatiques entre les ions et les groupements
hydroxyles qui se trouvent le long de la chaine de polymeére. La formation des AuNPs se
fait par addition de NaBH;. L’équation chimique de la réaction de réduction est la

suivante:
4 HAuCl, + 3 NaBH; ———» 4 Au°+6 H, + 3 NaCl + 3 BCl; + 4 HCI

Dans la troisieme méthode, des nanoparticules d’Or sont obtenues par chauffage
d’une solution aqueuse de sel d’Or (HAuCls) en présence d’un mélange constitué de PVA
et NaOH sous agitation magnétique continue a T = 50-60°C. La formation de
nanoparticules se traduit par le changement progressif de la couleur de la solution virant
du jaune clair au rouge. La formation des nanoparticules est compléte au bout de 15 min.
Apres ce temps, aucun autre changement n’est observé au niveau de la coloration de la
solution. La réaction de réduction des ions Au*® s’effectue par le PVA [12], qui joue le réle
d’un réducteur et d’un stabilisant en méme temps, la réaction de réduction se fait
selon I'équation chimique proposée (Schéma 1.2.1). Le tableau |.2.5 présente les trois

méthodes de synthése des AuNPs réalisées en milieu agueux avec les résultats obtenus.

(0]
+ 2Au ——> /N/ + 2Au’ + ¢ H*
n n

Schéma 1.2.1. Réduction chimique des ions d’Or par du PVA

OH

Tableau 1.2.5. Synthése des AuNPs par différentes méthodes

TEM Mie Théorie
Formulation lAgent A Max Taille (nm) IPD Taille (nm)
Réducteur (nm)
Aul NaBH, 513.22 3.59 0.28 3.63
Au2 NaBH, 500.00 1.54 0.55 1.59
Au3 PVA 551.43 4.31 0.98 4.13
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L'interaction des nanoparticules d’Or avec la lumiére conduit a un phénoméne
appelé résonance plasmon de surface (SPR), qui entraine une forte absorption dans la
région du visible entre 500 nm et 800 nm selon la taille des nanoparticules, qui peut étre
mesurée par la spectroscopie UV-Visible. Les spectres UV-visible de nanoparticules issues
des trois méthodes de synthése présentent des pics de résonance de plasmon distincts
(Figure 1.2.2). Chaque formulation a montré une longueur d'onde maximale spécifique,
qui refleéte leurs caractéristiques optiques. La longueur d’onde maximale (Amax) des
différentes formulations a été trouvée entre 513 nm et 550 nm (tableau 1.2.5). Ces
longueurs d’onde se situent bien dans lintervalle généralement observé pour des
nanoparticules d’Or de formes sphériques dans les dispersions aqueuses [13,14]. Les
nanoparticules d’Or synthétisées en utilisant le NaBH; (Aul) présentent un pic de
résonance de plasmon intense situé & Amax = 513.22 nm. Cependant, le spectre UV-
Visible des nanoparticules d’Or, obtenu par réduction chimique par le NaBH,4 en présence
du PVA, présente un pic caractéristigue des nanoparticules d’Or situé a 500 nm,
I'intensité du pic est faible a cause de la faible taille des nanoparticules. Selon la
littérature, la résonance plasmon de surface est plus significative pour les grosses
particules [15], le spectre UV-Vis des nanoparticules d’Or, obtenu par cette méthode, est
présenté sur la figure 1.2.2 (Au2). Le spectre UV-Visible montre aussi la présence d’un pic
de résonance de plasmon a 551.43 nm qui correspond a I’échantillon Au3. Logiquement,
un déplacement du pic d’absorption vers les grandes longueurs d’onde indique une
augmentation de la taille des nanoparticules, ce qui n’est pas le cas puisque la taille des
particules de I’échantillon Au3 est égale a 4.31 nm (calculée a partir de I'image TEM). En
comparaison, avec les nanoparticules de petite taille qui résonnent a une faible longueur
d’onde [15], le déplacement vers le rouge avec élargissement du pic d’absorption est
expliqué par I'agrégation des petites particules en formant de grosses particules de taille

comprise entre 50 a 100 nm (Figure 1.2.4, Au3).
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Figure 1.2.2. Spectres UV-Visible des nanoparticules d’Or préparées par réduction chimique

L'estimation de la taille moyenne des nanoparticules d'Or synthétisées basée sur
I'ajustement de leurs spectres UV-visible par le modéle de Mie pour les NPs sphériques
[16,17] a été utilisée et explorée dans cette étude. En fait, le diametre moyen « d » de
divers métaux nobles (Ag, Au, Pt) peut étre estimé a partir de la théorie
électromagnétique de Mie [17-19] en utilisant la largeur a demi hauteur du pic
d'absorption (AA) et la longueur d'onde caractéristique de la résonance plasmon « Ap »

(Equation 1.2.1).

2
_ Vs

= TcAN Equation (1.2.1)

Ou, " ve" est la vitesse des électrons correspondant a I'énergie Fermi du métal
(vp=139 10°m/s), "c" est la vitesse de la lumiere (3 108 m/s). Afin d’obtenir tous ces
parameétres (la largeur a demi hauteur du pic d'absorption, position SPR) le modele de
Lorentz est appligué a nos résultats (Nous avons utilisé le logiciel «ORIGIN 8.0%»).
L'utilisation du modele de Mie consiste a estimer le rayon moyen en ajustant les régions

spectrales de 450 a 700 nm (Figure 1.2.3). La taille des particules calculée était dans la

plage de 1.5 nm a 4.30 nm (tableau .2.5).
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Figure 1.2.3. Spectre UV-visible des nanoparticules d’Or (Au2) avec la simulation de Lorentz

La morphologie des AuNPs préparées a été observée en utilisant un microscope
électronique a transmission (TEM). Une petite goutte de suspension a été déposée sur
une grille de microscope (support de cuivre recouvert de carbone) et séchée lentement a
I'air libre. Comme on peut le voir sur les images TEM (Figure 1.2.4), les nanoparticules ont
une morphologie sphérique avec une distribution de taille étroite. Le diamétre moyen
des AuNPs et I'indice de polydispersité (IPD) ont été calculés pour chaque échantillon a
partir de I'image TEM a l'aide du logiciel « Image J » [20]. Les tailles des nanoparticules
estimées par les images TEM sont tres proches des tailles mesurées par la spectroscopie
UV-visible (tableau I.2.1). L'image TEM de I’échantillon Au3 révele la présence de grandes
nanoparticules sphériques de taille plus de 50 nm, formées d’'un nombre important de
petites particules associées (Figure 1.2.4, Au3). Aussi, I'image TEM de I’échantillon Au2
révele la présence d’un trés grand nombre de nanoparticules d’Or trés fines qui forment
des cercles, probablement elles entourent des particules de PVA non dissoutes dans la

solution aqueuse.
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Figure 1.2.4. TEM images des AuNPs préparées par réduction chimique (échantillons Aul, Au2
et Au3)

3.2. Encapsulation des nanoparticules d’Or par le polycaprolactone

La combinaison de nanoparticules et de polyméres dans une phase colloidale
fournit des outils chimiques uniques pour le développement de matériaux
multifonctionnels avec des propriétés caractéristiques des deux composants par exemple
les noyaux inorganiques fournissent des propriétés physiques spécifiques (absorption de
lumiere, réponse magnétique, etc.), et les chaines polymériques présentent des
caractéristiques chimiques intéressantes. L'une des stratégies la plus polyvalente pour la
synthése de nanoparticules revétues de polymere repose sur la technique

d'encapsulation. Dans notre travail, les AuNPs préparées par réduction chimique par
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NaBH;4 (Echantillon Aul) ont été encapsulées par un polymere biodégradable « le PCL »
par la méthode double émulsion (eau dans I’huile dans I’eau wi/o/w;) (Figure 1.2.5). Dans
cette méthode, l'ultrason est utilisé pour créer des émulsions homogenes, la premiere
étape consiste a former une émulsion eau dans I'huile (w1/0); la phase aqueuse contient
les AuNPs et la phase organique contient le PCL dissous dans le dichlorométhane. Dans la
deuxieme étape, la double émulsion (wi/o/w,) a été formée par dispersion de la
premiere émulsion (w1/0) dans une solution aqueuse contenant du PVA, qui est employé
comme agent stabilisant. Les nanoparticules d’Or revétues de PCL sont obtenues apres
évaporation du solvant. Cette méthode permet de créer une couche de polymere
autour des nanoparticules, ce qui conduit a la modification des caractéristiques des
nanoparticules comme par exemple I’"hydrophilicité. La couche de polymeére développée
autour des AuNPs joue le role d’un agent de modification de surface et d’un stabilisant
empéchant par la suite l'agrégation de ces derniéres et apporter une nouvelle

fonctionnalité.

/‘J_\ /"_\\
L\_‘_,_/ \E’/

wi wi/o

AuNps - L— wroa:

’ L e | \v/
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\——/
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Figure 1.2.5. Schéma du processus d'encapsulation des AuNPs par le PCL en utilisant la technique
d'émulsion w/o/w
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La morphologie des particules de PCL incorporées avec des AuNPs a été observée
en utilisant le TEM. Les résultats ont montré que les particules obtenues sont de forme
sphérique (Figure 1.2.6). Marek Grzelczak et al, ont montré que l'encapsulation de
nanoparticules plasmoniques dans des micelles polymériques conduit toujours a la
formation de systéemes sphériques, quelle que soit la forme initiale des nanoparticules
[21]. Certaines AuNPs de petite taille peuvent également étre observées dans
I'environnement des particules polymeres, qui représentent la nanoparticule d'Or
encapsulée dans le milieu (Figure 1.2.6,B). Sur la figure 1.2.6,C on observe la forme
noyau/coquille des nanoparticules encapsulées, la couche de polymére PCL est
relativement épaisse et de couleur un peu plus claire par rapport au noyau qui

représente la nanoparticule d’Or.

Polymere PCL "coquille”

Nanoparticules d’Or “coeur”

Figure I.2.6. Images TEM des nanoparticules d’Or encapsulées avec du PCL
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La microscopie électronique a balayage (SEM) des nanoparticules d'Or
encapsulées a également été réalisée afin d'étudier la morphologie des nanoparticules
préparées (Figure [.2.7). Les images SEM montrent que les particules polymeres
contenant des nanoparticules d’Or, ont des surfaces lisses avec des formes sphériques.
En outre, certaines particules réunies ont été observées dans les images SEM, qui
peuvent se produire en raison de la présence du PVA comme stabilisant pendant le

processus d'encapsulation, qui est de nature collant.

Figure 1.2.7. Images SEM de particules de PCL contenant des nanoparticules d’Or préparées par la
technique double émulsion a évaporation du solvant (w/o/w)
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3.3. Synthese des nanoparticules d’Or en milieu organique

La synthése des AuNPs en milieu organique est réalisée en présence d’un
polymeére qui peut agir comme un agent de fonctionnalisation et de stabilisation en
méme temps. Des polymeéres de courtes chaines (oligomeres et téloméres) ont été
synthétisés par voie radicalaire et utilisés en tant qu’agents de fonctionnalisation tels que

le Poly(N-vinylpyrrolidone) et le poly(4-vinylpyridine).

3.3.1. Synthese de polymeres par voie radicalaire et leur caractérisation
3.3.1.1. Synthese et caractérisation de l'oligomére thioéther DDT-Poly(N-

vinylpyrrolidone

L'oligomére thioéther DDT-PNVP a été synthétisé par le procédé de
polymérisation radicalaire en masse, de la N-vinylpyrrolidone (NVP) en présence du
dodécanethiol (DDT) comme agent de transfert de chaine. La réaction de polymérisation
est initiée par un amorceur thermique le POB a une température comprise entre 100-
110°C pendent 48h, en réalité le DDT contribue aussi a 'amorcage de la polymérisation;
le soufre a une grande affinité avec les radicaux et peut facilement perdre I’hydrogéne du
thiol par réaction de transfert et donner lieu a la formation du radical sulfure. Les
fragments réactifs résultants de la décomposition du DDT peuvent également initier des
chaines de polymeres. Comme la quantité du DDT est beaucoup plus élevée par rapport a
I'amorceur, I'amorgage vient principalement des fragments du thiol (schéma 1.2.2). La
polymérisation radicalaire en masse est employée pour éviter les réactions de transfert
de chaine supplémentaires éventuellement produites en présence du solvant. Une série
d’oligomeéres avec divers poids moléculaires ont été synthétisés en ajustant la quantité
d'agent de transfert de chaine DDT (tableau 1.2.6). Selon les résultats obtenus, le
rendement de chaque formulation n’a aucune concordance avec la quantité de I'agent de

transfert DDT utilisée.
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Tableau 1.2.6. Masses moléculaires, indices de polydispersité et rendements des
oligoméres DDT-PNVP obtenus

Masse Moléculaire moyenne

(g/mol)
DD
Echantillons T/NVP Mn My Ip Rendement %
(mol/mol)
280 285 1.02 57.05
DDT-PNVP(1) 50%
175 175 1.01
295 315 1.06 62.68
DDT-PNVP(2) 25%
175 175 1.01
1310 1790 1.37 62.72
395 395 1.01
DDT-PNVP(3) 20%
280 280 1,01
175 180 1.01
DDT-PNVP(4) 10% 1570 2170 1.38 11.10
470 490 1.04
270 275 1.01
180 180 1.01

La polymérisation radicalaire se produit en trois étapes amorgage (a), propagation
(b) et terminaison (c) (Schéma 1.2.2). Compte tenu de la composition du mélange, la
réaction de terminaison s’effectue principalement par transfert de chaine a I'agent de
transfert (DDT), ces réactions de transfert sont prépondérantes a c6té des réactions de

transfert au monomere (réamorcage).

Schéma 1.2.2. Schéma réactionnel de la polymérisation radicalaire du NVP en présence de DDT
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La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (ATR-FTIR) a été choisie
pour confirmer la structure des oligomeres DDT-PNVP. Le spectre du DDT-PNVP(2) est
présenté sur la figure 1.2.8, les pics d'absorption a 2925 et 2852 cm™ sont attribués aux
élongations asymétriques et symétriques du méthyléne aliphatique (-CH,-) et du méthyle
(-CH3) provenant de I'oligomére et du groupement DDT lié a son extrémité. La bande a
1662 cm™ provient de la vibration de la liaison carbonyle de lactame (C=0). La bande
large autour de 3440 cm™ est attribuée a la vibration du groupement hydroxyle -O-H,
probablement provenant des molécules d’eau liées par des liaisons hydrogene avec les
groupes carbonyle [22]. La bande forte & 1288 cm™ et la bande a 1018 cm™
correspondent a la vibration de la liaison C-N. Dans le spectre du monomére (NVP)
(Figure 1.2.8), les bandes fortes a 1629 cm™ et 1705 cm™ correspondent aux absorptions
de la double liaison (C=C) et du carbonyle lactame, respectivement. Par contre, le pic
d’absorption du groupement carbonyle dans I'oligomeére est déplacé a 1662 cm™. Les pics
d'absorption a 3109, 981 et 930 cm™ sont attribués a la liaison (=C-H) de la double
liaison. Cependant, la bande d’absorption de la liaison C-N du monomeére est apparue a
1285 cm™. Sur le spectre du polymere, les bandes caractéristiques du groupement vinyle
ont disparues, ce qui confirme la disparition totale du monomere apres la réaction de

polymérisation et I’étape de purification.
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Figure 1.2.8. Spectres FTIR du monomeére NVP et de 'oligomere thioéther DDT-PNVP(2)
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Les poids moléculaires des oligomeres DDT-PNVP ont été déterminés en utilisant
la chromatographie d'exclusion stérique (SEC) avec différentes colonnes. Dans les mémes
conditions de réaction, les poids moléculaires des échantillons DDT-PNVP(1), DDT-
PNVP(2), DDT-PNVP(3) et DDT-PNVP(4) étaient respectivement 285, 315, 1790 et
2170 g/mol, les colonnes utilisées sont remplies de polystyréne standard avec
des masses croissantes (3600, 7200, 10050, 12900 et 21720 g/mol). Ces valeurs
correspondent parfaitement a la quantité d'agent de transfert de chaine DDT utilisée
50%, 25%, 20% et 10% respectivement. L'indice de polydispersité est de I'ordre de 1.02,
1.06, 1.37 et 1.38 qui correspondent aux oligoméres DDT-PNVP(1), DDT-PNVP(2), DDT-
PNVP(3) et DDT-PNVP(4) respectivement. Les fractions qui possedent un, deux ou trois

unités répétitives sont appelées des télomeres au lieu d’oligomére.

Evidemment, I'augmentation réguliere des poids moléculaires des chaines
oligoméres est conforme aux propriétés de la polymérisation radicalaire, |'utilisation
d'une quantité plus grande de I'agent de transfert (DDT) produit un oligomére de courte
chaine, ce qui est confirmé par le FTIR. Dans la figure 1.2.9, les bandes a 2925 et 2852cm™
correspondent aux bandes d'absorption du C-H aliphatique provenant du DDT lié a la
chaine poly(N-vinylpyrrolidone), 'intensité des deux bandes augmente avec la diminution
de la longueur de chaine d'oligomeére; une chaine d'oligomére plus longue couvre les
absorptions des liaisons C-H provenant du DDT, qui conduit a une intensité plus faible de
ces deux bandes. La superposition des spectres FTIR des quatre oligomeres (avec
normalisation a un pic standard inchangeable) révele une différence d'intensité des deux
bandes a 2925 et 2852 cm™, la différence étant proportionnelle a la longueur des

chaines; les pics plus intenses correspondent aux oligomeres de chaine plus courte.
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Figure 1.2.9. Spectres FTIR montrant I'effet de la longueur de chaine de I'oligomere sur l'intensité
des bandes 4 2925 et 2852cm™ dans les spectres des DDT-PNVP

Le spectre de résonance magnétique nucléaire du proton (RMN *H) du DDT-

PNVP(2) synthétisé est présenté a la figure 1.2.10. Pour les protons du groupe pyrrolidone

de la NVP, les protons méthine (Hg) et méthylene (Hs) de la chaine principale se situent

autour de 3.6 — 4.01 ppm et de 1.5 — 1.88 ppm, respectivement. Les protons méthylene

de la chaine latérale sont attribués dans la plage de fréquences allant de 3.0 a 3.42 ppm

pour Hy, de 2.13 a 2.5 ppm pour Hg et de 1.8 a 2.11 ppm pour Hg[23,24]. Les sighaux

situés a 0.88, 1.25, 1.43 et 2.37 ppm sont attribués aux protons aliphatiques du fragment

de DDT, liés a l'extrémité de la chaine de |'oligomeére, respectivement Hy, H,, Hs et Hy

[25].
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Figure 1.2.10. Spectre RMN "H de I'oligomére thioéther synthétisé DDT-PNVP(2)
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3.3.1.2. Synthése et caractérisation de I'oligomére thioéther DDT-poly(4-
vinylpyridine)

Des oligomeéres thioéther DDT-P4VP, ont été également, synthétisés par le
procédé de polymérisation radicalaire en masse du 4-vinylpyridine (4VP) en présence de
I’agent de transfert de chaine (DDT) (Schéma 1.2.3). La réaction de polymérisation est
amorcée par le POB a température comprise entre 100-110°C pendent 48h. Une série de
ligands oligomére avec divers poids moléculaires ont été synthétisés en ajustant la
guantité d'agent de transfert de chaine DDT (Tableau 1.2.7). Selon les résultats obtenus,
le rendement de chaque formulation n’a aucune concordance avec la quantité de I'agent
de transfert DDT utilisée, mais I'utilisation d’une grande quantité du DDT conduit a un

rendement trées faible.

Tableau 1.2.7. Masses moléculaires, indices de polydispersité et rendements des
oligoméres DDT-P4VP obtenus.

Masse Moléculaire

(g/mol)
_ DDT/4VP Rendement
Echantillons (mol/mol) Mn Mw Ip %
DDT-P4VP(1) 50% 635 685 1.07 25.02
870 880 1.01

DDT-P4VP(2) 25% 55.62
530 560 1.06

DDT-P4VP(3) 20% 850 900 1.01 60.28

’ 520 555 1.06 '

880 890 1.01

DDT-P4VP(4) 10% 58.70
485 525 1.08

Le mécanisme de la polymérisation se fait selon les trois étapes classiques de la

polymérisation radicalaires, déja énumérées précédemment (Schéma 1.2.3).
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Schéma 1.2.3. Mécanisme de polymérisation radicalaire du 4VP en présence de DDT

Egalement, la méthode ATR-FTIR a été utilisée pour caractériser les groupes
fonctionnels présents dans le squelette de I'oligomeére thioéther DDT-P4VP. Le spectre du
DDT-P4VP(2) est présenté sur la figure 1.2.11. Les pics d'absorption a 1598, 1557 et 1415
cm™ peuvent étre attribués a la vibration du noyau pyridine de 4VP, les bandes a 1557 et
1415 cm™ ont été attribués 2 la vibration d'élongation des liaisons C-C aromatiques et la
bande & 1598 cm™ a été attribuée a I'absorption des doubles liaisons C=C du cycle
pyridinique. La bande d’absorption, dans le spectre de DDT-P4VP, autour de 1220,11 cm™
est attribué a la vibration d'allongement de la liaison C-N. Les unités répétitives du P4VP
correspondant a la déformation du cycle apparaissent autour de 993 a 994 cm™. En

outre, la présence de pic a environ 2800-3100 cm™ correspond a I'élongation de la liaison

C-H aromatique et aliphatique dans I'oligomere DDT-P4VP(2).
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Figure 1.2.11. Spectres FTIR de 4VP et de DDT-P4VP(2)

Le poids moléculaire des oligomeéres DDT-P4VP a été déterminé en utilisant la
chromatographie d'exclusion stérique (SEC). Le masse moléculaire moyenne en poids
(Mw) des échantillons DDT-P4VP(1), DDT-P4VP(2), DDT-P4VP(3) et DDT-P4VP(4) était de
685, 880, 900 et 890 g/mol par rapport au polystyréene standard, avec un indice de
polydispersité de 1.07, 1.01, 1.01 et 1.01, respectivement. L'étalonnage est effectué avec
guatre polystyrenes standards de masses croissantes (380, 1020, 1860, 2698).
Cependant, le faible poids moléculaire du polymeére (<1000) et les distributions de poids
moléculaire légérement étroites (PDI: 1.01-1.07), sont dues a la technique de
polymérisation radicalaire utilisé qui ressemble grandement a la polymérisation
radicalaire controlée. Le faible rendement du produit est principalement d{ aux réactions
de terminaison et de transfert de chaine induites par le DDT, et des opérations répétées

de purification.

En général, l'utilisation d'une quantité plus grande de I'agent de transfert (DDT)
produit un oligomeére a chaine plus courte, ce qui est confirmé par le FTIR. Dans la figure
.2.12, les bandes a 2853 et 2926 cm™ correspondent aux bandes d'absorption du C-H
aliphatique provenant de l'oligomere et du DDT lié a I'extrémité. L'intensité des deux
bandes a 2853 et 2926 cm™ augmente avec la diminution de la longueur de la chaine
d'oligomeére; une chaine plus longue conduit a une intensité plus faible de ces deux

bandes. La superposition des spectres FTIR des quatre oligomeres révele une différence
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d'intensité des deux bandes 3 2853 et 2926 cm™. Ainsi, la différence est proportionnelle a

la quantité de DDT utilisée lors de I'étape de polymérisation mais pas avec les longueurs

des chaines obtenues.
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Figure 1.2.12. Intensité des bandes FTIR & 2853 et a 2926 cm™ dans les spectres des oligomeéres

thioéther DDT-P4VP.

Le spectre RMN 'H de DDT-P4VP(2) est présenté a la figure 1.2.13. Les signaux des

protons présentés a 6 = 8.27 et 6.59 ppm correspondent aux protons H; et Hg du groupe

pyridinium dans 4VP, respectivement, les signaux apparaissant dans la plage de 1.32 a

1.77 ppm sont attribués aux protons méthine de la chaine (Hs) et méthyléne (Hj4) [26].

Les signaux situés a 0.84, 1.22 et 2.52 ppm correspondent aux protons aliphatiques, du

fragment de DDT lié a I'extrémité de la chaine de |'oligomere, H,, H; et Hs respectivement

[30]. Les spectres FTIR et RMN *H ont indiqué que la synthése de I'oligomére DDT-P4VP a

été réalisée avec succes.
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Figure 1.2.13. Spectre RMN *H de I'oligomére thioéther synthétisé DDT-P4VP(2)
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3.3.1.3. Synthése et caractérisation de poly(DMAEMA-co-Styréne)

Des particules réticulées de poly[(2-diméthylamino)éthylméthacrylate-co-styréne]
ont été synthétisées en utilisant la polymérisation en émulsion. Dans ce travail, le 2-
(diméthylamino)éthylméthacrylate (DMAEMA) et le styréne sont utilisés comme co-
monomeres, tandis que le 1,6-hexaméthylene diacrylate (HDDA) a été utilisé comme
agent de réticulation. La stabilité des micelles dans I'eau est assurée par I'addition de
tensioactif SDS (dodécyl sulfate de sodium). La réaction est initiée a I'aide d'un initiateur
hydrophile APS (le persulfate d'ammonium), la polymérisation se déroule en trois étapes
comme il est démontré dans le schéma 1.2.4. La solution finale obtenue apres réaction
est transparente, de couleur légérement jaune. Les monomeres n'ayant pas réagis et les
réactifs restants ont été éliminés par précipitations multiples du copolymére dans le

méthanol, le rendement obtenu est de 78.46%.
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Schéma 1.2.4. Schéma réactionnel de la copolymérisation radicalaire en émulsion de styréne et de
DMAEMA en présence de HDDA
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Le spectre FTIR (Figure 1.2.14) montre les bandes caractéristiques pour le poly
(DMAEMA-co-styréne). Les bandes d’absorption situées a 3070 et 3026 cm™ sont
attribuées aux vibrations d'élongation des liaisons C-H aromatiques. Les trois bandes
d’absorption 3 1600, 1450 et 1500 cm™ sont dus aux vibrations des doubles liaisons C=C
des noyaux benzéniques. Les bandes a 765 et 698 cm™ correspondent a la vibration des
C-H hors du plan. Les absorptions au nombre d'ondes de 2850, 2920 et 1459 cm™
correspondent a l'existence de méthyles et méthylenes. La bande d’absorption a
3450 cm™ est attribuée aux vibrations d’allongement des liaisons O-H (traces de H,0). Les
bandes caractéristiques situées a 2770 cn™ et 3 2822 cm™" correspondent aux vibrations
d'étirement (6) des liaisons (C-H) dans (N-CHs). Tandis que les bandes apparaissant a
1730.9 cm™ et 4 1100 cm™ sont attribuées aux vibrations d'étirement des liaisons (C=0)
et 0-C=0 du groupe acrylate et la bande d'absorption a 1220 cm™ correspond a

I’absorption de la liaison C-N du groupe amino tertiaire [27,28].
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Figure 1.2.14. Spectre FTIR du poly (DMAEMA-co-styréne)

Les microscopies électroniques (SEM) et (TEM) ont été également utilisées pour
étudier la morphologie des particules de polymere obtenues (Figure 1.2.15). L'image TEM
(B) montre que le copolymere synthétisé est sous forme de grosses particules
sphériques, ces particules ont une surface lisse et de différentes tailles. L'image SEM (A)

montre aussi des particules de polymeres de forme sphériques, mais chaque particule est
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constituée d‘un grand nombre de petites particules de polymeére de taille nanométrique.

Les petites particules se sont associées pour former de particules de tailles plus grandes.
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Figure 1.2.15. Images de particules de poly(DMAEMA-co-styrene) : (A) SEM, (B) TEM

3.3.2. Synthese et caractérisation des nanoparticules d’Or fonctionnalisées

par les oligomeres Thioéther DDT-P4VP

Des oligomeéres thioéther ont été synthétisés, avec différentes masses
moléculaires (Tableau 1.2.7), par le procédé de polymérisation radicalaire en masse en
présence d’'un agent de transfert DDT. L'utilisation de I'agent de transfert est dans le but
d’incorporer I'atome de soufre dans la chaine de |'oligomére. Le soufre connu par son
affinité avec les métaux nobles, peut produire des interactions avec la surface des
particules d’Or. Dans cette partie, nous rapportons la préparation et la fonctionnalisation
des nanoparticules d'Or en milieu organique. Le choix de solvant est un facteur tres
important. Le solvant sélectionné doit étre un bon solvant pour le sel d'Or, I'agent
réducteur et le ligand oligomére. Dans un mauvais solvant, les chaines d'oligomeres se
présentent sous forme de spheres et les chaines oligomeéres seront faiblement attachées
a la surface des nanoparticules d'Or et facilement éliminées lors de I'étape de
purification. Ici, le solvant DMF est miscible avec |'eau, donc les deux solutions de I'agent
réducteur et les ions d'Or forment une seule phase. La fonctionnalisation des AuNPs a été
réalisée lors de la synthése des nanoparticules en introduisant I'oligomére souhaité dans

le mélange réactionnel. L'oligomére peut jouer un double role a la fois comme une
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molécule stabilisante et un agent de fonctionnalisation de surface pendant la synthese et
probablement comme molécule régulatrice d'assemblage qui se lie a la surface des

nanoparticules et guide I'organisation des nanoparticules en solution.

Les AuNPs fonctionnalisées ont été préparées en utilisant des concentrations
différentes de ligands DDT-P4VP avec divers poids moléculaires pour observer son effet
sur la taille moyenne et la répartition des AuNPs. En plus, pour étudier I'effet de la
concentration de I'agent réducteur, deux concentrations ont été utilisées, la premiere
étant 10 fois la concentration de HAuCl, et la seconde 2.9 fois la concentration de HAuCl,
(Tableau 1.2.8). Les hétéroatomes (S et N) présents dans la chaine de I'oligomeére, ont une
affinité différente vis-a-vis de I'Or; le soufre présente une affinité plus élevée que I'atome
d’azote, qui conduit probablement a plusieurs structures des AuNPs. La premiere
structure est la fixation des chaines de DDT-P4VP sur la surface des AuNPs a travers
I’'atome du soufre présent dans la chaine oligomeére (Schéma 1.2.5,A). Dans la deuxiéme
structure, la présence de plusieurs atomes d'azote le long de la chaine oligomere, dans
les cycles pyridiniques, peut conduire a plusieurs points de contact entre les atomes
d'azote et les nanoparticules facilitant la fixation de |'oligomeére a la surface des AuNPs
apres la réaction de réduction (Schéma 1.2.5,B). Ces fragments pyridines sont capables de
créer de multiples interactions avec la surface du métal et de conduire a une stabilisation
stérique des nanoparticules [29]. Dans la troisieme structure, les deux hétéroatomes

peuvent intervenir pour stabiliser les AUNPs (Schéma 1.2.4,C).

Tableau 1.2.8. Nanoparticules d’Or fonctionnalisées par DDT-P4VP

NaBH,/ Oligomere/ UV-Vis TEM
Echantillon  Oligomeére HAUCl, HAuCl, Amax b Taille PD
(mol/mol)  (mg/mg) (nm) > (nm)

P1 10 11.5 581.5 0.637 66.4 0.93

P2 DDT-P4VP(1) 2.9 11.5 562 0.224 3.6 0.39

P3 10 11.5 535.5 0.648 36.8 0.58

P4 DDT-P4VP(3) 2.9 11.5 522 0.883 3.4 0.11
P4-1 2.9 3.81 523 0.709 7.2 0.27

DDT-P4VP(3
P4-2 (3) 2.9 19 517 0.779 3.5 0.11
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Schéma 1.2.5. Schéma réactionnel de la réaction de réduction des ions d’Or en présence de
DDT-P4VP. (A), (B) et (C) structures probables des AuNPs.

L'effet de la concentration en agent réducteur (NaBH4) sur la taille et la
distribution de taille des AuNPs peut étre évalué en faisant varier la concentration de
I'agent réducteur. Nous avons utilisé deux concentrations de NaBH4. Pour les deux
concentrations, on utilise une seule masse moléculaire de I'oligomére DDT-P4VP. Les
images TEM sur la figure 1.2.16 sont les résultats de la réaction de préparation de
AuNPs en présence de DDT-P4VP(1) de masse moléculaire 685 g/mol et avec deux
concentrations de NaBH4 (P1 et P2, Tableau 1.2.8). Les images TEM montrent que les
nanoparticules d'Or obtenues sont de formes sphériques avec différentes tailles. Le
diametre moyen des nanoparticules d'Or et l'indice de polydispersité (IPD) ont été
évalués pour chaque échantillon a partir de I'image TEM en utilisant le logiciel Imagel.
Les diametres moyens des AuNPs sont 66.4 nm pour P1 et 3.6 nm pour P2, qui
correspondent a la concentration décroissante de NaBH, de 10 a 2.9 fois la concentration
de HAuCl,;, respectivement. Les distributions de tailles des deux échantillons obtenues
sont présentées sur la figure 1.2.16, une distribution de taille étroite a été observée avec

la plus faible concentration en NaBH,, les échantillons P1 et P2 ont une distribution de
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taille de 0.93 et 0.39, respectivement. En conséquent, la faible concentration de |'agent
réducteur donne naissance a des AuNPs plus petits et assez uniformes. Cependant, a une
concentration élevée de I'agent réducteur, les particules ont augmenté d’un facteur 18
fois. Cela peut étre di a la réduction excessive du sel d'Or en présence d'un fort exces

de I'agent réducteur.

Sur la figure 1.2.16 les NPs de I’échantillon (P1) possedent une taille plus grande.
En agrandissant I’échelle on remarque que, les grosses particules d’Or sont formées par
I'agrégation d’'un grand nombre de petites particules de taille qui ne dépasse pas 5 nm.
Les petites particules d'Or ont tendance a s'associer dans des milieux dispersés pour
former de grandes AuNPs de taille supérieure a 50 nm. Le comportement observé est
cohérent avec les résultats des UV-visible. Selon I'image TEM les petites particules sont
entourées d’'une couche blanche protectrice, ce qui correspond a la structure (A) ou (B)

proposée sur le schéma 1.2.5.

La spectroscopie UV-Visible constitue une méthode simple pour évaluer |'état
d’agrégation, la stabilité des nanoparticules d'Or et l'efficacité de modification de
surface. Les états d'agrégation des nanoparticules d'Or sont le résultat d'un couplage
interparticules irréversible qui s'accompagnent d'un décalage vers le rouge du spectre
UV-visible, ainsi que d'un élargissement des pics d'absorption avec une diminution de
leurs intensités [30]. Les spectres d'absorption UV-visible représentés sur la figure 1.2.16,
montrent des maximums d’absorption a 581.5 et 562 nm, qui correspondent aux AuNPs
P1 et P2 préparés a deux concentrations différentes de NaBH,, respectivement. Les deux
longueurs d’onde indiquent la présence en solution de grosses NPs, ce qui est en
cohérence avec les mesures TEM pour I'échantillon P1. Cependant, I'échantillon P2
présente également un pic d‘absorption large avec faible intensité et Amax élevée, ceci
est probablement di a I'accumulation des petites NPs en solution colloidale. La couche
protectrice de polymére sur la surface des AuNPs est aussi observée dans I'image de

I’échantillon P2.
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Figure 1.2.16. AuNPs synthétisées en présence de DDT-P4VP(1) de masse 685 g/mol avec deux
concentrations de NaBH,: (P1) [NaBH,] élevée, (P2) [NaBH,] faible. Spectres UV-Vis
de P1 et P2

Pour étudier I'effet de la masse de I'oligomere sur la taille, la morphologie et la
distribution de taille des AuNPs, une deuxiéme synthése a été réalisée en utilisant une
masse relativement plus élevée 900 g/mol (DDT-P4VP(3)) (Tableau 1.2.7) avec deux
concentrations différentes de NaBH,4 (P3 et P4, Tableau 1.2.8). Les résultats obtenus sont
présentés sur la figure 1.2.17. On observe une amélioration au niveau de la distribution
de taille des AuNPs; 0.58 et 0.11 correspondent a P3 et P4 respectivement. On observe
aussi sur I'image TEM, pour I’échantillon P3, les nanoparticules de grande taille (36.8 nm)
s’associent entre elles pour former une structure ramifiée ou branchée. Par contre,

I’échantillon P4 présente des AuNPs parfaitement uniformes de faible taille 3.4 nm et
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avec une distribution de taille étroite (0.11). Ainsi, la quantité de I'agent réducteur a un

effet important sur la taille des particules.

Les résultats du TEM sont en accord avec les résultats de la spectroscopie UV-

visible (Figure 1.2.17); des maximums d’absorption situés a 535.5 nm et 522 nm avec des

absorbances de 0.648 et 0.883 sont observés pour les deux échantillons P3 et P4

respectivement. Les AuNPs de taille élevée (P3) possedent un pic d’absorption décalé

vers les grandes longueurs d’onde (535.5 nm) avec une intensité faible.
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Figure 1.2.17. TEM images des AuNPs synthétisées en présence de DDT-P4VP(3) de masse
900 g/mol avec deux concentrations de NaBH,: (P3) [NaBH,] élevée, (P4) [NaBH,]

faible. Spectres UV-visible de P3 et P4.
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Dans le but de déterminer I'effet de la quantité d’oligomere sur la taille moyenne
et la distribution de taille des AuNPs, trois concentrations de ligand oligomere DDT-
P4VP(3) ont été utilisées (Tableau 1.2.8). Les études par microscopie (TEM) indiquent que
les tailles des particules moyennes des AuNPs entourées par le ligand oligomére DDT-
P4VP(3) sont 7.2 nm, 3.4 nm et 3.5 nm pour une quantité croissante d’oligomere. La
figure 1.2.18 montre que la faible concentration en DDT-P4VP(3) produit des AuNPs de
taille non-uniforme et de distribution de taille relativement large, (Echantillon P4-1), par
rapport au deux autres échantillons (P4 et P4-2). Lorsque la concentration en DDT-P4VP
augmente, on obtient des AuNPs de taille plus faible et une distribution de taille étroite.
Mais, au-dela d’'une certaine concentration I'effet de la quantité de I'oligomére n’a pas
un effet significatif, les deux échantillons (P4 et P4-2) ont presque la méme taille et la
méme distribution de taille. Par conséquent, une quantité élevée de DDT-P4VP est

capable de produire des AuNPs de taille controlée et de distribution de taille étroite.

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Dia es(nm)

A

Figure 1.2.18. TEM images des AuNPs synthétisées en présence de DDT-P4VP(3) de masse
900g/mol avec une concentration croissante .

Les spectres d'absorption UV-visible de la figure 1.2.19, montrent des maximums
d’absorption a 523 nm, 522 nm et 517 nm, qui correspondent aux AuNPs P4-1, P4 et P4-2
respectivement, préparées en utilisant différentes concentrations de I'oligomere DDT-
P4VP(3). En fait, des maximums d'absorptions presque identiques sont observés pour les

trois échantillons a cause des tailles trés proches des NPs.
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Figure 1.2.19. Spectres UV-Vis des AuNPs synthétisées avec différentes concentrations de DDT-
P4VP(3) de masse 900 g/mol

Les AuNPs ont été synthétisées en présence de |'oligomére thioéther DDT-PNVP
avec divers poids moléculaires 285, 315, 1790 et 2170 g/mol (Tableau 1.2.6), pour étudier
I'effet de la longueur de chaine sur la taille moyenne et la distribution de taille des
AuNPs. Pour cela, une concentration de 4.52 mg/mL d’oligomére avec une concentration
faible et constante de I’agent réducteur a été utilisée (Tableau 1.2.9). D'autre part, les
hétéroatomes présents dans la chaine de I'oligomeére (S et N), ont une affinité envers les
AuNPs; et peuvent créer des interactions avec le métal conduisant a la stabilisation des

AuNPs comme il a été déja mentionné précédemment.

Tableau 1.2.9. Résultats obtenus des échantillons de AuNPs fonctionnalisées par

du DDT-PNVP.
NaBH,/ Oligomere/ UV-Vis TEM
Echantillon  Oligomere HAuCl, HAuCl, Amax Taille
Abs
(mol/mol) (mg/mg) (nm) (nm)
N1 DDT-PNVP(1) 2.9 11.5 526  0.537 32 038
N2 DDT-PNVP(2) 2.9 11.5 524 0.784 31 0.0
N3 DDT-PNVP(3) 2.9 11.5 517 1.323 3.8 0.32
N4 DDT-PNVP(4) 2.9 11.5 523 1.145 5.5 0.40
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La figure 1.2.20 montre les images TEM des AuNPs formées avec |'oligomere DDT-
PNVP. Les nanoparticules ont une forme sphérique avec des tailles aussi faibles que
celles obtenues avec I'oligomére DDT-P4VP dans les mémes conditions; le diameétre
moyen calculé des AuNPs est 3.2 nm, 3.1 nm, 3.8 nm et 5.5 nm correspondant
aux différents poids moléculaires d’oligomére utilisés. Malgré la différence des
poids moléculaires des oligomeéres, la taille des AuNPs est presque identique et comprise
entre 3 et 5.5 nm avec une distribution de taille relativement étroite (de 0.32 a 0.40).
Selon la littérature, les polymeres thioéther conduisent toujours a la formation des NPs

de faible taille [31].

1 2 3 a 5 6 7 8 )

Diameétres (nm)

N2
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1 E 4 3 4 = 6 7
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Figure 1.2.20. Images TEM des AuNPs synthétisées en présence de DDT-PNVP de différentes
masses: 285 g/mol (N1), 315 g/mol (N2), 1790 g/mol (N3) et 2170 g/mol (N4)

Les spectres d'absorption UV-visible, présentés sur la figure 1.2.21, montrent des
maximums d’absorption a 526 nm, 524 nm, 517 nm et 523 nm, qui correspondent aux
AuNPs préparées avec une concentration fixe de NaBH; (2.9 fois la concentration de
HAuCl,), et avec des masses moléculaires d’oligomeére croissantes. En fait, les maximums

d'absorption sont presque identiques, ceci révele que les tailles des nanoparticules sont
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trés proches.
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Figure 1.2.21. Spectres d’absorption UV-Visible des AuNPs préparées avec des ligands oligomére
DDT-PNVP a différents poids moléculaires: (N1) 285 g/mol, (N2) 315 g/mol, (N3)
1790 g/mol et (N4) 2170 g/mol

4. Conclusion

Les nanocomposites a base de nanoparticules d’Or ont une importance
grandissante pour la nanotechnologie. Le grand impact des nanoparticules d’Or repose
sur leurs applications en raison de leur réactivité et de leur biocompatibilité. Cependant,
il est important de se focaliser sur la synthése des particules de taille contrélée par des
voies synthétiques faciles. Dans le présent travail, nous avons étudié les procédés de
synthése des nanomatériaux a base de nanoparticules d'Or. Deux procédés ont été suivis,
le premier consiste a la synthése des AuNPs puis leur fonctionnalisation par un polymere.
Le deuxieme procédé repose sur la synthése et la fonctionnalisation in situ des AuNPs en
milieu organique. Dans la premiére méthode, des nanoparticules d’Or ont été préparées
par réduction chimique en utilisant le NaBH4 et le PVA comme des agents réducteurs.
L’encapsulation des nanoparticules d’Or avec un polymére biodégradable (le
polycaprolactone) a été réalisée par la méthode double émulsion a évaporation de

solvant (w/o/w). Les différents produits synthétisés ont été caractérisés par différentes
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techniques d’analyse telles que: la spectroscopie UV-vis, FTIR, RMN*H, TEM et SEM. Les
nanoparticules d'Or synthétisées ont une morphologie sphérique avec une distribution
de taille étroite. Les images TEM et SEM des particules de PCL incorporées avec des
AuNPs ont également révélé une morphologie sphérique avec une structure de type
noyau-coquille avec des surfaces lisses. Les AuNPs encapsulées par un polymere
biodégradable peuvent étre utilisées comme agents de contraste dans diverses
applications biomédicales a la fois in vitro et in vivo. Dans le deuxiéme procédé, la
synthése des nanoparticules d’Or et leur fonctionnalisation, par des oligomeres
thioéther, sont réalisées simultanément dans un milieu organique. Les oligomeres
thioéther ont été synthétisés et utilisés comme stabilisants pour les AuNPs. A partir des
résultats obtenus, des AuNPs uniformes avec une taille faible et une distribution de taille
étroite ont été préparées. L'effet de la concentration de I’agent réducteur, qui affecte la
taille et la distribution de taille des particules résultantes, a été étudiée. Les résultats
obtenus ont montré qu'une petite quantité d'agent réducteur conduit a des AuNPs avec
une taille uniforme et une distribution de taille étroite, par contre, une concentration
d'agent réducteur plus élevé produit des AuNPs de taille relativement importantes. En
effet, les résultats indiquent que les ligands thioéther DDT-P4VP et DDT-PNVP ont la
capacité de contréler la taille et la distribution de taille des AuNPs. Cependant, une
augmentation de la taille des nanoparticules est observée avec les oligomeres de faibles

poids moléculaires.
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1. Introduction

Au cours de ces derniéres années, le controle de la qualité de notre
environnement (surveillance des rejets industriels ou domestiques) nécessite la mise
au point de méthodes analytiques de plus en plus précises et sélectives [1,2].
Actuellement, les capteurs chimiques et électrochimiques constituent des systemes
simples, fiables, rapides et sélectifs de détection [3,4]. La nanotechnologie peut étre
utilisée pour fabriquer des capteurs qui détectent de tres petites quantités de produits
chimiques (jusqu’a femto-molaire) [5,6]. Divers types de nanoparticules, tels que les
nanotubes de carbone [7,8], les nanoparticules d'oxyde de zinc [9,10], le
graphene [11] et les nanoparticules d’Or [12,13], ont été déja utilisés dans

I’élaboration des capteurs.

Dans ce chapitre, nous essayerons de donner un apergu général sur les
polluants organiques échappés de plastiques, sur les capteurs, les techniques
électrochimiques d’analyse ainsi que sur les méthodes d’élaboration des électrodes

modifiées par des polymeres.
2. Les matériaux plastiques

Aujourd’hui les matériaux plastiques sont utilisés dans tous les domaines de notre
vie quotidienne. La matiére plastique remplace les autres matériaux traditionnels comme
le métal, le carton, le bois, les verres et les céramiques. L'utilisation des matériaux
plastiques apporte des solutions de fabrication simples, de réalisations fiables et
esthétiques avec un prix de revient compétitif, qui concurrencent les autres matériaux
[14]. La matiére plastique est constituée principalement d’'un polymere, un adjuvant et
un additif. Ces différents composés sont introduits dans le polymére de base pour
apporter certaines caractéristiques au matériau final: couleur ou transparence, souplesse

ou rigidité, résistance au vieillissement naturel, etc [15]
2.1. Les additifs

Les additifs sont introduits avec un pourcentage qui dépasse 10 % de la
composition du produit final tels que : les plastifiants, les charges et les renforts. Les
plastifiants sont incorporés au polymére de base pour donner un matériau souple et

flexible, par exemple, le PVC souple peut contenir plus de 40% en poids de plastifiants,
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principalement des phtalates. Par contre les renforts sont utilisés pour augmenter la
résistance mécanique du produit final comme: les fibres de verre, les fibres de carbone et

les polyacrylamides (kevlar et Nomex) [15].
2.2. Les adjuvants

Les adjuvants sont utilisés avec un pourcentage inférieur a 10 % de la
composition du produit final, parfois moins de 1 % tels que les colorants, les lubrifiants et
les stabilisants. Les colorants sont utilisés pour donner une couleur au polymere, les
lubrifiants sont destinés a faciliter la mise en ceuvre de la matiére en particulier au cours
de l'injection, ils réduisent le frottement entre la matiere et I'acier de I'outillage, quant
aux stabilisants, ils sont utilisés dans le but de ralentir ou retarder la dégradation de la

matiere en plastique lors du processus de transformation [15].
2.3. Toxicité des matériaux plastiques

Les polyméres sont généralement considérés comme étant inertes chimiquement
et ne constituant pas une menace pour la santé des étres humains ou pour
I'environnement. Cependant, les monomeres résiduels n'ayant pas réagi, les catalyseurs
ou les amorceurs peuvent étre trouvés dans le matériau plastique car les réactions de
polymérisation sont rarement complétes. En outre, des substances dangereuses, telles
gue certains additifs et adjuvants, ou leurs produits de dégradation qui restent dans la
masse du polymere ne sont pas liés chimiquement (de maniere covalente) a la structure
du plastique, ils sont capables de s’échapper de la matrice polymére par lixiviation. Donc,
ils contaminent facilement et durablement I’environnement, c’est-a-dire I'air, I'eau et les
aliments, par conséquent ils peuvent également contaminer les individus [16-18]. Les

guantités de ces produits chimiques lessivés dépendent de divers facteurs :

* Le contenu, la polarité, la forme et la taille (comparée aux interstices du
polymere) de ces produits chimiques dans le plastique.

* Les propriétés du polymere, telles que la perméabilité de la structure du
polymere.

* La taille des espaces dans le polymere dépend en grande partie de ['état

physique, qui peut étre vitreux, caoutchouteux ou cristallin. Par exemple, les
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polymeres caoutchouteux ont des espaces plus larges et donc des vitesses de

diffusion plus élevées par rapport aux autres types de polymeéres.

* Lorsqu'on envisage la lixiviation d'additifs dans des liquides, il faut tenir compte

de la taille moléculaire du liquide d'extraction. S'il est assez petit pour pénétrer

dans la matrice du polymeére, il peut dissoudre les additifs présents dans la

matrice polymeére et ceci est en relation étroite avec sa polarité, son acidité ou

basicité.

* Qutre les facteurs décrits ci-dessus, les facteurs environnementaux, tels que la

température et les micro-organismes, peuvent également influer sur le

comportement de lessivage.

Le tableau ci-dessous regroupe les effets néfastes de quelgues monomeres, initiateurs,

catalyseurs, additifs et adjuvants :

Tableau.ll.1.1. Toxicité, utilisation et structure de quelques monomeres, additifs et

adjuvants.
Produits lessivés o . i
. Structure Utilisation Toxicité Réf
du plastique
- Toxique, Perturbateur
endocrinien, mutagene et
. cancérigéne
cH, - Monomere .
. - Peut augmenter le risque
BPA HO O OH - Antioxydant (pour e o [19-21]
CH, . o d'obésité, de diabete et de
certains plastifiants) ] ]
maladies cardiaques
- Trouble de comportement
chez les enfants
o
“ Maladies cardiovasculaires,
R . o .
Phtalates R1 Plastifiants hépatiques, urologiques, [22,23]
v 2
endocriniennes et génitales
o
R Antioxydant et
Alkylphénols /©/ plastifiant dans certains  Perturbateurs endocriniens [24,25]
HO plastiques
NH, - Toxique
L )\ . - Insuffisance rénale
Mélamine NN Monomeére R [26,27]
J\ )\ - Conduit a la mort chez les

enfants
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3. Les électrodes modifiées chimiquement

Les électrodes modifiées chimiquement (CME) résultent de I'immobilisation d’un
agent modificateur sur la surface de [’électrode par réactions chimiques, ou par
formation de composites ou de revétement de polyméres. La couche du modificateur
confere des propriétés intéressantes a la surface d'électrode. Les matériaux polymeéres
naturels ou synthétiques, homopolymeéres ou copolymeéres, ont été utilisés comme
couches sensibles en utilisant directement certaines de leurs propriétés chimiques ou
indirectement comme supports pour des agents actifs. Les électrodes modifiées
chimiguement ont trouvé des applications dans différents domaines tels que la

détection, la conversion d'énergie, I'optique et I'électronique [28-30].

Les films de polymeéres sont trés intéressants parce qu’ils ont une faible
constante diélectrique, une bonne stabilité thermique, une bonne adhérence sur divers
substrats, une bonne polarisabilité et faciles a mettre en ceuvre. Les propriétés d’une
couche mince de polymére sont fortement perturbées par son environnement gazeux
ou liquide. Les molécules peuvent diffuser dans le film de polymere et conduire a
un changement de la densité, de la polarisabilité, de l'indice de réfraction et de la
conductivité (dans le cas de polymeéres conducteurs). |l existe de nombreuses
techniques qui permettent d’élaborer des couches minces sur une grande variété de

substrats.
3.1. Evaporation de solvants

Cette méthode consiste a déposer manuellement une microgoutte de polymeére,
dissous dans un solvant, a I'aide d’une micropipette directement sur la partie active du
capteur suivi d’une évaporation du solvant [31]. Cette technique est la plus utilisée au
laboratoire car elle est simple, ne nécessite pas de matériel spécifique, ni de

compétence particuliere. De plus, il n’y a aucune perte du produit déposé.
3.2. Dépot a la tournette (spin-coating)

Cette méthode consiste a déposer par centrifugation une solution de polymére sur
un substrat suivi d’'une étape d’évaporation. Cette technique a I'avantage d’étre facilement
mise en ceuvre, pour des investissements relativement modérés. De plus, elle est

considérée comme une technique de base de la micro-électronique classique. Dans
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cette méthode la rotation a vitesse constante permet I’éjection de I'excés de liquide et
la diminution de I'épaisseur du film de polymére de fagon uniforme. Par conséquent, en
controlant les parametres de rotation, il est possible de calculer I'épaisseur du film

déposé [32].
3.3. Adsorption couche par couche (layer by layer)

Le dépot couche par couche (LbL) est une technique de fabrication de couches
minces. Les films sont formés en déposant des couches alternées de matériaux chargés de
maniere opposée avec des étapes de lavage intermédiaires. Cela peut étre accompli en
utilisant diverses techniques telles que l'immersion, le spin, la pulvérisation ou

I'électromagnétisme [33].
3..4. Greffage des chaines de polymeres

Cette partie décrit les différentes techniques qui permettent d’obtenir une
couche de polymere a la surface de substrats. Deux stratégies de synthése sont possibles:

la méthode "graft-to", et la méthode "graft-from" présentés sur la figure 11.1.1.

3—1\%\/ % ég %

® o }. =
w Polymérisation Substrat

Substrat

Fonction Chimique

“Graft-From” “Graft-To”

Figure I.1.1. Greffage des chaines de polyméres sur un substrat

3..4.1. Greffage par la méthode « Grafting-from »

Cette technique consiste a immobiliser, sur un substrat, un monomeére ou un
initiateur capable d'initier une réaction de polymérisation de maniere a générer des
sites de radicaux réactifs a la surface du substrat (Figure 11.1.1). Une polymérisation a
partir de la surface du substrat peut étre déclenchée en contact d’'une solution de

monomere. Ainsi, un greffage des molécules de monomere se produit a la surface
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du substrat par formation de liaisons covalentes entre les molécules monomeres et
les sites de radicaux réactifs. Grace a cette technique, on peut obtenir de nouveaux

substrats a revétement stables [34,35].
3..4.2. Greffage par la méthode « Grafting-to »

Dans cette méthode, les polymeres a terminaison active (fonctionnel)
peuvent étre liés directement a la surface des substrats préalablement préparés par
l'interaction des groupements fonctionnels avec la surface des substrats (Figure
11.L1.1). L'avantage de cette technique covalente est la possibilité de caractériser le
polymeére avant qu'il soit greffé sur la surface des substrats. En général, cette méthode
de greffage conduit a des densités de greffage faible, par rapport a la technique « Graft-
from», car les premieres chaines greffées s’étalent sur la surface et masquent les sites

réactifs du substrat [36]

4. Les Capteures électrochimiques

4.1. Définition et qualité d’un capteur électrochimique

Un capteur électrochimique peut étre défini comme un dispositif fournissant des
informations continues sur son environnement. Idéalement, un capteur chimique
fournit un certain type de réponse directement liée a la quantité d'une espeéce
chimique spécifique, il peut transformer l'information physico-chimique (composition,
concentration, activité chimique, résistance...) en un signal analytiguement mesurable.
Tous les capteurs électrochimiques contiennent, généralement, deux composants de
base un transducteur, qui transforme la réponse en un signal détectable, et une couche
chimiguement sélective (la couche sensible) [37]. Les caractéristiques recherchées dans

un capteur chimique sont décrites ci-dessous:
* Lasensibilité

La sensibilité se traduit par la capacité de la couche sensible a modifier une de ses
propriétés en présence de |'analyte. Par définition, il s’agit du rapport entre la
variation de la grandeur de sortie fournie par le capteur et la variation de la grandeur a

mesurer. Si la réponse du capteur est linéaire, la sensibilité sera alors constante.

__ AR

S=ar

Equation (11.1.1)
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Avec, S, la sensibilité de détection
AR, la réponse du capteur (résistance, conductivité, ....)

AT, la grandeur a mesurer
* Lasélectivité

C'est I'une des caractéristiques la plus importante des capteurs. Par définition,
la sélectivité est I'aptitude d’un dispositif a détecter quantitativement la présence d’'un
analyte indépendamment des variations de concentrations des autres produits
capables d’interférer. On parle d’une sélectivité absolue lorsqu’un capteur ne
répond qu’a une seule espece, et que sa réponse n’est pas affectée par la présence
d’une autre espece. La sélectivité est dite relative si on dispose d’un capteur qui répond

a différentes espéces susceptibles d’étre présentes dans son environnement.
* Lastabilité

Ce parametre est utilisé pour caractériser la dérivée du signal du capteur dans le temps,
c’est-a-dire la constante de réponse (sensibilité) au cours du temps. L'utilisation a long

terme d’un capteur peut donc étre limitée par son vieillissement.
* La réversibilité

La réversibilité exprime la capacité de la couche sensible, aprés exposition a I'espéece
chimique a détecter, a se régénérer, c’est-a-dire a revenir a son état initial. Le temps
nécessaire pour parvenir a cette réversibilité est un parametre important pour une

nouvelle application du capteur.
4.2. Principe de fonctionnement d’un capteur chimique

Le principe de fonctionnement de la plupart des capteurs chimiques repose sur
une interaction physique et/ou chimique entre un matériau sensible (couche sensible)
et 'espece chimique a détecter. La couche sensible, partie essentielle du capteur, est un
matériau qui peut étre de nature organique, inorganique ou hybride organique-
inorganique. Elle présente intrinsequement des propriétés physico-chimiques
particulieres (conductivité, absorbance, fluorescence...) qui sont modifiées lorsqu’elle
est en présence de I'espece a détecter. Ce systeme de reconnaissance moléculaire est,

en général, basé sur une interaction ou une réaction spécifique entre I'analyte a détecter
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et le matériau sensible. Cette interaction est ensuite traduite par I'intermédiaire d’un
transducteur en un signal physique mesurable (optique, électrique, piézoélectrique...)

proportionnel a la concentration de I'espéce a détecter (Figure 11.1.2) [37].

Les capteurs peuvent étre classés en fonction de la propriété a déterminer en tant
gue: capteurs électriques, optiques ou thermiques. Les capteurs électrochimiques sont
les plus importants en raison de leur détectabilité remarquable, de leur simplicité
expérimentale et de leur faible colt. Ils ont trouvé une vaste gamme d'applications
intéressantes dans les domaines des analyses cliniques, industrielles, environnementales

et agro-alimentaires.

Couche sensible Transducteur
|
> .} [ .P
> @ Signal
= P > S
m [ ) S Physico-Chimique
> o >
m O .P
Analyte

Figure 11.1.2. Principe de fonctionnement d'un capteur électrochimique

4.3. Les couches sensibles

Les couches sensibles sont des matériaux utilisés pour créer une interaction
spécifique avec I'analyte, pour assurer ainsi une bonne sélectivité. Cette couche est
souvent construite par déposition d’'un matériau tels que les oxydes métalliques et les
polymeéres, ou par immobilisation d’'un matériau biologique (enzymes, anticorps ou
antigenes, ADN..) sur la surface de I’électrode. L'adsorption de l'analyte sur la
surface du capteur conduit a la modification d'une grandeur physique, le plus souvent

cette grandeur est la résistivité du matériau [38].
4.4. Types de capteurs électrochimiques

Il existe trois principaux types de capteurs électrochimiques: potentiométrique
(variation de tension), ampérométrique (variation de courant), et conductimétrique

(variation de conductivité) [39]. Les capteurs électrochimiques opérent dans les milieux
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liquides et gazeux. Dans tous les processus électrochimiques, on mesure un signal
électrique généré entre deux électrodes, par une réaction d’oxydo-réduction de I'espece

a détecter.
4.4.1. Capteurs ampérométriques

Les capteurs ampérométriques exploitent I'utilisation d’un potentiel appliqué
entre une électrode de référence et une électrode de travail pour amorcer I’oxydation
ou la réduction d’une espece électroactive; apres le courant résultant est mesuré. Le
courant mesuré dépend de la couche sensible, de la composition et de la géométrie des
électrodes, des concentrations des especes électroactives et des mécanismes de
transport des espéces en phase liquide (migration, convection et diffusion). De plus, la
mesure voltampérométrique est effectuée lorsque la différence de potentiel a travers la
cellule électrochimique est balayée d'une valeur prédéfinie a une autre et que le

courant de la cellule est enregistré en fonction du potentiel appliqué.
4.4.2. Capteurs potentiométriques

Les capteurs potentiométriques sont basés sur la mesure de la différence de
potentiel entre I'électrode de travail et |'électrode de référence. Les informations sur la
composition d'un échantillon sont obtenues a partir de la différence de potentiel entre
les deux électrodes. Grace a la loi de Nernst, il est alors possible de connaitre la
concentration de l'espéce a doser, le signal étant directement proportionnel au

logarithme de la concentration (Equation 11.1.2).

[ox]¢

_ g0 4 KT
E=E0 + 2 l[Red]b

Equation (11.1.2)

Avec:
E : le potentiel en Volt

E°: le potentiel standard en Volt

R : Constante des gaz parfaits, R = 8,3145 J-mol -k
T : Température en Kelvin (K)

F : Constante de Faraday (96 485 C.mol™)

n : Nombre d'électrons échangés

L'électrode sélective d'ions est une électrode indicatrice capable de mesurer

sélectivement l'activité d'une espece ionique particuliere. Les types d'électrodes sont
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principalement des dispositifs a membrane, constituées de matériaux conducteurs d'ions
perméables, qui séparent |'échantillon a l'intérieur de I'électrode. Différentes méthodes
d’élaboration d'une électrode, sélective pour une espeéce, sont basées principalement sur
la nature et la composition du matériau de la membrane. La recherche dans ce domaine
a ouvert une variété d'applications a un nombre presque illimité d'analytes, ou la seule

limitation est la sélection de la matrice dopante et I'ionophore de la membrane.
4.4.3. Capteurs conductimétriques

Les méthodes de transduction par conductimétrie sont intéressantes grace a
leur simplicité de fabrication, leur facilité d’utilisation et leur faible co(t car aucune
électrode de référence n'est nécessaire. Les capteurs chimiques de cette classe
reposaient sur des changements de conductivité électrique d'un film ou d'un matériau,
dont la conductivité est influencée par la présence de l'analyte. Cependant, les
capteurs conductimétriques sont fondamentalement non sélectifs; ils détectent toutes
les especes ioniques présentées dans la solution, des optimisations sont nécessaires
afin d’améliorer la sélectivité de la détection. Cependant, ce n'est qu'avec 'apparition
des surfaces modifiées pour la sélectivité et avec une instrumentation bien améliorée

gue ces méthodes sont devenues plus réalisables pour concevoir des capteurs.
5. Méthodes électrochimiques d’Analyse

Les instruments classiques d’analyse pour la détection d’une espéce
chimique sont généralement complexes, colteux, volumineux et souvent difficiles a
mettre en ceuvre. De plus, les phases de préparation des échantillons, d’incubation, et
d’exploitation des résultats augmentent souvent trés fortement la durée totale
d’analyse. Actuellement, de nombreuses méthodes analytiques ont été utilisées pour la
détermination des polluants organiques, telles que la chromatographie en phase liquide
a haute performance (HPLC) [40,41], la chromatographie en phase liquide-spectrométrie
de masse [42,43], la chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC—
MS) [44,45], I'analyse par fluorescence [46,47], les méthodes colorimétriques [48] et
les méthodes électrochimiques [49,53]. Cependant, les techniques électrochimiques
sont les plus importantes en raison de leur sensibilité élevée, leur simplicité, leur faible

colt, leur miniaturisation, leur réponse rapide et en temps réel par rapport aux autres
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méthodes. Le développement de capteurs électrochimiques par la modification des
électrodes est une méthode courante pour la détection des especes chimiques. Par
conséquent, divers types d'électrodes ont été modifiées a cette fin avec |'utilisation
d'enzymes [54], d'anticorps [55], de chitosane [56], de graphéne [57,58], de nanotubes
de carbone [50], de nanoparticules d'Or [46], points quantiques [59] et polymeéres

[60,61].

En général, en électrochimie, un électrolyte support est habituellement ajouté a
la solution afin d'assurer une conductivité suffisante. La combinaison du solvant, de
I'électrolyte et du matériel d'électrode spécifique utilisé détermine le domaine
d'électroactivité (domaine de potentiel a l'intérieur duquel le solvant - ou |'électrolyte
support - ne subissent pas de réactions d'oxydoréduction; soit le domaine de potentiel
a l'intérieur duquel I'analyse peut étre réalisée). Les méthodes électrochimiques utilisent
une électrode de référence, une électrode de travail, et une contre-électrode (aussi

appelée électrode secondaire ou électrode auxiliaire).

* Une électrode de travail sur laquelle on examine les différents processus
électrochimiques a explorer.
* Une électrode de référence dont le potentiel est constant et connu, ce qui permet
. n . . ) 2 .
ainsi de controler le potentiel au niveau de I'électrode de travail.
* Une électrode auxiliaire qui permet de mesurer le courant circulant dans la cellule

électrochimique.

Dans cette étude, les techniques d’analyse électrochimiques utilisées sont:
la voltamétrie cyclique (CV), la voltampérométrie a pulsations différentielles (DPV), la

chronoampérométrie (CA) et la spectroscopie d’'impédance électrochimique (EIS).
5.1. Voltampéromeétrie cyclique

La voltampérométrie cyclique (ou voltamétrie cyclique) est une technique
couramment utilisée, en raison de sa simplicité et de sa rapidité, pour la caractérisation
initiale d'un systeme redox actif; elle est souvent la premiere expérience réalisée dans
une étude électrochimique. Dans une expérience de voltamétrie, comme dans d'autres
expériences a potentiels contrélés, un potentiel est appliqué au systeme et on mesure le

courant faradique de réponse, c'est-a-dire le courant dii a la réaction d'oxydo-réduction.
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Pour obtenir un diagramme voltampérométrie cyclique, le potentiel appliqué doit varier
suivant un cycle fermé. Le potentiel est mesuré entre |'électrode de référence et
I'électrode de travail et le courant est mesuré entre |'électrode de travail et la contre-
électrode. Ces données sont ensuite tracées comme l'intensité (I) en fonction du
potentiel (E). Le potentiel controlé appliqué est un balayage de potentiel linéaire, en
fonction du temps, avec une forme d'onde triangulaire, comme illustré a la figure 11.1.3.
En plus, les voltamétries a balayage linéaire du potentiel présentent essentiellement un
interét pour I'étude de processus électrochimiques couplés avec des réactions chimiques,
en effet, selon le mécanisme réactionnel, I'aspect des voltammogrammes se modifie de

facon caractéristique [62].

Forme du potentiel en voltampérométrie cyclique Epc
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Figure 11.1.3. Exemple de diagramme voltampérométrie cyclique avec la forme du potentiel
associé.

La voltampérométrie cyclique (CV) est devenue une technique électroanalytique
importante et largement utilisée dans de nombreux domaines de la chimie. Elle est
rarement utilisée pour les déterminations quantitatives, mais elle est largement
employée pour |'étude des processus redox, pour comprendre les intermédiaires de

réaction et pour obtenir la stabilité des produits de réaction.
5.2. Techniques voltampérométriques d'impulsion

La base de toutes les techniques d'impulsion est la différence entre le taux de
décroissance de la charge et les courants faradiques suivant une étape potentielle (ou
"impulsion"). Le courant de charge décroit de fagon exponentielle, tandis que le courant
faradique (pour un courant a diffusion controlée) décroit en fonction de 1/t”*; c'est-a-dire
gue le taux de décroissance du courant de charge est considérablement plus rapide que

la décroissance du courant faradique. Les trois techniques d'impulsion largement
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utilisées sont: la voltampérométrie a impulsion normale (NPV), la voltampérométrie

différentielle a impulsion (DPV) et la voltampérométrie a onde carrée (SWV) [39].
5.2.1. Voltampéromeétrie a impulsion normale (NPV)

Cette technique consiste en une série d'impulsions potentielles d'amplitude
croissante. La mesure du pic de courant produit s'effectue généralement vers la fin de
chaque impulsion. Il est, généralement, effectué dans une solution non agitée. En NPV et
a une certaine période, le courant résultant est égal a zéro. Cela peut s'expliquer par le
fait qu'entre les impulsions, I'électrode est maintenue a un potentiel constant ou aucune
réaction chimique ne se produit dans la cellule [63]. Le voltammogramme résultant
affiche le courant échantillonné sur |'axe vertical et le potentiel oU I'impulsion est

échelonnée sur I'axe horizontal (Figure 11.1.4 ).

(A) (B)

Potentiel
Courant

+—T—

AT

temps Potentiel

Figure I1.1.4. Forme d'onde potentielle pour une voltampérométrie a impulsion normale (A). Un
voltammogramme a impulsion normal typique (B).

5.2.2. Voltampérométrie différentielle a impulsions (DPV)

Cette technique est comparable a la voltampérométrie a impulsion normale ou le
potentiel est également analysé avec une série d'impulsions. Cependant, il differe de la
NPV car chaque impulsion potentielle est fixe, de faible amplitude (10 a 100 mV), et se
superpose au potentiel de base changeant lentement. Le courant est mesuré en deux
points pour chaque impulsion, le premier point (1) juste avant I'application de I'impulsion
et le second (2) a la fin de l'impulsion. Ces points d'échantillonnage sont sélectionnés
pour permettre la décroissance du courant non faradique (charge) [63]. La différence
entre les mesures de courant a ces points pour chaque impulsion est déterminée et

représentée en fonction du potentiel de base (Figure 11.1.5).
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La comparaison entre NPV et DPV indique que pour la DPV, l'impulsion de
potentiel est fixe et se superpose au potentiel de base qui change lentement. Le courant
est mesuré avant l'application de l'impulsion, et a la fin de l'impulsion. Le premier
courant est soustrait du second, et la différence de courant Ai =i (tp) - i (t1) est tracé en
fonction du potentiel appliqué (Figure 11.1.5). Le plus élevé du pic de courant produit est

proportionnel a la concentration de I'analyte [63].
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Figure 1.1.5. Forme d'onde potentielle pour la voltampérométrie différentielle a impulsions (A).
Un voltammogramme a impulsions différentielles typique (B).

5.2.3. Voltampérométrie a onde carrée (SWV)

En SWV, la forme d'onde consiste en une onde carrée réguliére, superposée a la
base du potentiel de I'escalier, elle est appliquée a I'électrode de travail. Le courant est
doublé au cours de chaque cycle d'onde carrée, une fois a la fin de I'impulsion avant et
I'autre a la fin de I'impulsion inverse. La différence entre les deux mesures est tracée en
fonction du potentiel de base (Figure 11.1.6). Le principal avantage du SWV est sa vitesse.
La comparaison de la voltampérométrie a onde carrée et a impulsion différentielle pour
les cas réversibles et irréversibles indique que les courants a onde carrée sont
respectivement 4 et 3,3 fois plus élevés que la réponse d'impulsion différentielle

analogue .

(8)

Aip

Potentiel

Changement du courant

temps Potentiel

Figure 11.1.6. Forme d'onde potentielle pour la voltampérométrie a onde carrée (A). Un
voltammogramme a onde carrée typique (B).
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5.3. Chronoampérométrie

La chronoampérométrie est une méthode électrochimique tres peu utilisée en
analyse électrochimique. Cette technique consiste a imposer a I'électrode de travail un
saut brutal de potentiel (valeur de potentiel fixe) et a étudier I’évolution du courant en
fonction du temps. Bien entendu, il faut qu’il y ait une réponse électrochimique, les
conditions de potentiel doivent étre telles que le systéme étudié soit électroactif dans la
plage de valeurs impliquées par le saut. D’autre part, la diffusion est le seul phénomene
de transport d'especes électroactives vers la surface de I'électrode. Une telle transition
est toujours suivie par la variation de courant jusqu'a ce que I'état stable soit accompli,
comme décrit par I'équation de Cottrell (Equation 11.1.3) [64]. La forme d'une courbe

courant-temps est présentée sur la figure 11.1.7,B.

. _ nFDY?c

l = —/——7 Equation (I1.1.3

OuU: i: La densité de courant (A.cm™).
n: Nombre d'électrons échangés.
F: Constante de Faraday 96500 (C/molL ).
D: Coefficient de diffusion (cm?.s™).

C: La concentration (mole.cm™).

t: Temps (s).
a  F ) !
+ +
t=0 t
E, | t
S

Figure 1.1.7. Le saut du potential appliqué en chronoampérométrie en fonction du temps (cas
d’une réduction) (A), et type de courbe obtenue (B).
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5.4. La spectroscopie d'impédance électrochimique

Par définition, la résistance électrique c'est la capacité d'un élément de circuit a
résister a la circulation du courant électrique. La loi d'Ohm (Equation 11.1.4) définit la

résistance en terme de rapport entre le tension, (E) et le courant, (I).

R = Equation (11.1.4)

E
I
Bien que cette relation soit bien connue, son utilisation est limitée a un seul élément de

circuit - la résistance idéale. Une résistance idéale a plusieurs propriétés simplificatrices:

® Elle suit la loi d'Ohm a tous les niveaux de courant et de tension.
® Savaleur de résistance est indépendante de la fréquence.

® Les signaux de courant alternatif et de tension a travers une résistance sont en phase

les unes avec les autres.

Cependant, le monde réel contient des éléments de circuit qui présentent un
comportement beaucoup plus complexe. L'impédance est une mesure de la capacité
d’un circuit a résister au courant électrique, mais contrairement a la résistance, elle n’est
pas limitée par les propriétés de simplification énumérées ci-dessus. L'impédance
électrochimique est généralement mesurée en appliquant un potentiel alternatif a une
cellule électrochimique, puis en mesurant le courant traversant la cellule. Supposons que
nous appliquions une excitation potentielle sinusoidale, la réponse a ce potentiel est un
signal de courant alternatif. Ce signal de courant peut étre analysé comme une somme
de fonctions sinusoidales (une série de Fourier). L'impédance électrochimique est
normalement mesurée en utilisant un petit signal d’excitation. Ceci est fait pour que la
réponse de la cellule soit pseudo-linéaire. Dans un systéme linéaire (ou pseudo-linéaire),
la réponse a un potentiel sinusoidal sera une sinusoide a la méme fréquence mais

décalée en phase [39] (Figure 11.1.8).
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Figure 11.1.8. Courant Sinusoidal dans un systeme linéaire
Le signal d’excitation, exprimé en fonction du temps, a la forme suivante:
E; = E,sin (wt) Equation (I1.1.5)
ou, E; est le potentiel a l'instant t, Ey est I'amplitude du signal et w est la fréquence

radiale. La relation entre la fréquence radiale (exprimée en radians/seconde) et la

fréquence f (exprimée en hertz) est la suivante:
w = 2mf Equation (11.1.6)
Dans un systéme linéaire, le signal de réponse, |;, est décalé en phase (D).
I, = Ipsin(wt + @) Equation (11.1.7)

Une expression analogue a la loi d'Ohm nous permet de calculer l'impédance du

systéme de la maniére suivante:

_ E¢ _ Egsin (wt) _ sin (wt) : .
z= It~ Ipsin(wt+@) Zo sin(wt+0) Equation (I1.1.8)

L'impédance est donc exprimée en termes de magnitude Zo et de déphasage (P).

Si nous tracons le signal sinusoidal appliqué E(t) sur I'axe X d'un graphique et le
signal de réponse sinusoidal | (t) sur I'axe Y, le résultat est un ovale (Figure 11.1.9). Cet
ovale est connu sous le nom de "figure de Lissajous". L'analyse des valeurs de Lissajous

sur les écrans d'oscilloscope était la méthode acceptée de mesure de I'impédance avant

la disponibilité de I'instrumentation EIS moderne [36].
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Figure 11.1.9. Origine de la figure de Lissajous
Avec la relation d’Eulers,
exp(j@) = cos@ + j.sin@ Equation (11.1.9)

il est possible d'exprimer I'impédance comme une fonction complexe. Le potentiel est

décrit comme suit:

E: = Egexp (jwt) Equation (11.1.10)
et la réponse actuelle en tant que,

I, = Ihexp(jowt — @) Equation (11.1.11)

L'impédance est alors représentée sous la forme d'un nombre complexe,
Z(w) = 7= 2o exp(jO) = Zy(cos® + jsin®)

Z(w) = Re(Z) +j.Im(Z) Equation (11.1.12)

L'expression de Z(w) est composée d'une partie réelle (Re|Z]|) et d'une partie
imaginaire (Im|Z|). Si la partie réelle est tracée sur |'axe X et la partie imaginaire sur I'axe
Y d'un graphique, nous obtenons un "tracé de Nyquist" (Figure 11.1.10, A). Notez que dans
ce graphique lI'axe des Y est négatif et que chaque point du graphique de Nyquist
correspond a I'impédance a une fréquence précise. Les données de basse fréquence se

trouvent du coté droit du graphique et les fréquences les plus hautes de la gauche.
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Figure 11.1.10. Tracé de Nyquist (A), Bode (B) et Circuit équivalent de Randles (C) comprend la
résistance de la solution (Rs), la résistance de transfert de charge (Rtc),
I’élément de la phase constant (Cdl) et I'impédance de Warburg (W).

Une autre méthode de présentation courante est la représentation graphique
de Bode. L'impédance est tracée avec le logarithme de fréquence sur |'axe des abscisses
et les valeurs absolues de l'impédance (|Z|) et du déphasage sur |'axe des ordonnées
(Figure 11.1.10. B). Contrairement au tracé de Nyquist, le tracé de Bode affiche des

informations sur la fréquence.

L'expression de I'impédance absolue en fonction de la fréquence [65] est donnée par;

. 2
Rt _ _JwRCy
2p2 P2 2p2 P2
14w Rcthl 1+w RdlCdl

Z(w) =R, + Equation (11.1.13)

ou la partie réelle (Z’) est donnée par;

Ret

7' (w) = Ry + ——L—
* 14+w?R%C,

Equation (11.1.14)

et la partie imaginaire (Z “) est donnée par;

. 2
]a)Rcthl

Z"(w) = ———=%5
1+w?R%,CY,

Equation (11.1.15)
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1. Introduction

La chimie électroanalytique peut jouer un réle trés important dans la protection
de notre environnement, en particulier, les capteurs chimiques et électrochimiques. Ils
sont tres intéressants pour la surveillance et le controle sur site des polluants. lls sont
intrinsequement sensibles et sélectifs, vis-a-vis des espéces électroactives, rapides et
précis, compacts, portables et peu colteux. Dans cette partie, nous allons présenter les
méthodes d’élaboration des électrodes modifiées (capteurs électrochimiques) en
utilisant des polymeéres (préparés dans la premiére partie de cette theése) et des
nanoparticules d’Or. La caractérisation des électrodes modifiées élaborées a été
réalisée par différentes techniques telles que la voltamétrie cyclique (CV), la
spectroscopie d'impédance électrochimique (EIS) et la microscopie a force atomique
(AFM). Ces électrodes modifiées ont été utilisées pour détecter deux composés
toxiques le BPA et la melamine (Figure 11.2.1). Plusieurs especes interférentes, telles
que le phénol, I'hydroquinone et le résorcinol, ont été utilisées et leurs

comportements sur les électrodes modifiées ont été étudiées.

(A) (B)
NH,

CH,
N)\N
HO OH J\
CH3 H2N N/

Figure 11.2.1. Structures chimique de: Bisphénol A (A), et la mélamine (B)

NH,

2. Matériels et méthodes

2.1. Dispositif électrochimique expérimental

Toutes les expériences électrochimiques, la voltamétrie cyclique (CV), la
chronoampérométrie (CA) et la spectroscopie d'impédance électrochimique (EIS),
sont basées sur l'utilisation d'un potentiostat relié¢ a un ordinateur, équipé d’un
logiciel, pour commander |'appareil et pour l'acquisition et le traitement des données,

et a une cellule électrochimique a trois électrodes (Figures 11.2.2 et 11.2.3).
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2.2. l’électrolyte support

En électrochimie, |'électrolyte support est une solution contenant des
especes chimiques qui ne sont pas électroactives (dans la gamme des potentiels
utilisés) et qui ont une force ionique et une conductivité beaucoup plus grande
que celles des espéces électroactives ajoutées a I'électrolyte. Le rble de cet
électrolyte est d’augmenter la conductivité de la solution, pour éliminer le
transport d'especes électroactives par migration ionique dans le champ électrique,
pour maintenir une force ionigue constante, un pH constant, etc. Dans ce
travail, on a utilisé le PBS; une solution tompon (pH=7.4) de phosphate
(NaH,P0O4/Na;HPO4) de concentration 0.01 M, contenant NaCl (0.1 M) et KCI (0.1
M).

2.3. Cellules électrochimiques

Les expériences électrochimiques sont réalisées dans une cellule
électrochimique constituée de trois électrodes: une électrode de travail sur laquelle
on examine les différents processus électrochimiques, une électrode de référence
dont le potentiel est constant et connu ce qui permet ainsi de contréler le potentiel a
I’électrode de travail et une électrode auxiliaire appelée aussi contre-électrode qui
permet de boucler le circuit électrique dans la cellule électrochimique. Deux cellules
électrochimiques ont été utilisées; la premiére minicellule en Teflon, de volume de
1 mL, a trois électrodes: une électrode de travail (Substrat en Or), une électrode de
référence au calomel saturé et une contre-électrode en platine (Figure 11.2.2,A). La
deuxieme cellule est en verre, de volume de 50 mL, aussi a trois électrodes: une
électrode de travail (carbone vitreux), une électrode de référence (Ag/AgCl) et une

contre-électrode en platine (Figure 11.2.2,B).

Les substrats d’Or utilisés pour les expériences électrochimiques sont des
électrodes contenant une couche d’Or de 300 nm d’épaisseur, I’'Or est déposée par
évaporation sur des substrats de Si/SiO,. Une couche de résine recouvre la surface d'Or
afin de protéger sa surface durant la découpe et le stockage. La surface de contact de
ces électrodes est de I'ordre de 0.3 cm?[1]. Elles sont fixées, grace a un joint, sur la

cellule électrochimique.
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Figure 11.2.2. Cellules électrochimiques a trois électrodes: Mini-cellule en Teflon (A), Cellule
typigue en verre (B)

2.4. Appareil de mesure électrochimique

Deux potentiostats ont été utilisés: un potentiostat multicanal VMP3 (Biologic-
EC-Lab), cet appareil sert a la fois a générer le signal sinusoidal avec I'amplitude et la
fréquence désirées. L'analyseur d’impédance est piloté par un ordinateur a I'aide du
logiciel (Ec-Lab 10.33). Pour pouvoir traiter les propriétés des différents systemes,
les diagrammes d’EIS sont normalisés par la surface analysée afin de ramener les
valeurs a l'unité de surface. Le deuxieme potentiostat est un Autolab (Potentiostat-
Galvanostat PGSTAT30) piloté par deux logiels GPES et FRA, toutes les mesures ont été
effectuées a température ambiante. La figure 11.2.3 représente un schéma du

dispositif de mesure électrochimique.
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Figure 11.2.3. Dispositif de mesure électrochimique

3. Elaboration des électrodes modifiées a base de polymére

3.1. Synthése de I'électrode modifiée GE/DDT-PNVP

Avant toute analyse, le substrat d’Or doit étre nettoyé. En effet, les
électrodes d’Or sont nettoyées en deux étapes: le premier nettoyage consiste a
enlever la couche de résine protectrice, I’électrode est alors trempée dans
I’acétone pendant 15 min sous ultrason a 50°C deux fois, ensuite lavée avec I'éthanol
absolu puis avec de I’eau ultrapure. La deuxieme étape de nettoyage consiste a
incuber le substrat, pendant 5 min, dans la solution "piranha". Cette solution est
composée d'un mélange de 3/4 d'acide sulfurique concentré (H,SO4, 98%) et de 1/4
d'eau oxygénée H,0, (30%). Apres ce traitement, I"électrode est rincée a l'eau

ultrapure et séchée sous un courant d’azote.

L’élaboration du capteur GE/DDT-PNVP a été réalisé par incubation d’une
électrode d’Or dans une solution d'oligomére DDT-PNVP (0.35 g/mL) dans du
chloroforme pendant 24 h. Apres le substrat est rincé avec de I'éthanol puis avec I'eau
distillée plusieurs fois. Ensuite, les mesures électrochimiques (CV, CA et EIS) du
substrat d'Or modifié sont effectuées; le substrat d’Or décrit ici, a été utilisé comme

électrode de travail (capteur électrochimique).
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3.2. Synthése de I'électrode modifiée GE/DDT-PNVP-AuNPs

Le capteur électrochimique GE/DDT-PNVP-AuPNs est élaboré par
immobilisation des AuNPs dans les chaines d’oligomere a la surface de |'électrode
GE/DDT-PNVP. L’électrode GE/DDT-PNVP a été incubée dans 2 mL d’une solution de
HAuCl, (0.25 mM) pendant 30 min; ou les ions Au*®se fixent a la surface de I'électrode
modifiée (GE/DDT-PNVP), aprés, le rincage de |électrode par l'eau distillée est
préalable pour éliminer les ions de Au* non adsorbés. Ensuite, I'électrode GE/DDT-
PNVP est incubée, une deuxieme fois, dans 2 mL d’une solution de NaBH; (2.5 mM),

pendant 5 min, dans le but de réduire les ions Au™.
3.3. Synthése de I'électrode modifiée GCE/PN-AuNPs/MB

L’électrode modifiée, GCE/PN-AuNPs-MB, a été préparée en trois étapes: la
premiére étape était la purification de I'électrode de carbone vitreux par polissage avec
de I'alumine Al,03 suivie par un lavage par ultrason dans I'eau pendant 10 min, ensuite
7ul de Poly(DMAEMA-co-styréne) (PN) gonflé de I'eau ont été déposés sur I'électrode de
carbone vitreux, un séchage de 48 h est nécessaire. La deuxieme étape est I'incubation
de I'électrode GCE/PN dans 5 mL d’une solution de HAuCl; (0.25 mM), pendant 10 min,
suivie par une incubation dans 5 mL d’une solution de NaBH4(0.026 M) pendant 5 min.
La troisieme étape est I'immersion de |’électrode dans 5 mL d’une solution de bleu de

méthylene (0.125 mM) pendant 5 min.

4. Résultats et discussions

4.1. Synthese et caractérisation de I'électrode modifiée GE/DDT-PNVP

L’électrode modifiée, GE/DDT-PNVP, a été préparée par une simple incubation
d’un substrat en Or propre dans une solution de DDT-PNVP dans le chloroforme, la
présence des fragments de DDT a l'extrémité des chaines d'oligomeére, qui contiennent
du soufre, aident I'oligomeére a s’attacher a la surface de I'Or. Selon la littérature, le thiol
peut former des monocouches sur des surfaces d'Or, environ 85% des atomes de soufre
forment des liaisons (Au-S) avec le substrat d'Or [2]. Contrairement a cela, le thioéther
conserve sa structure; de nombreuses études confirment que les molécules de thioéther
(sulfure de dialkyle) peuvent étre adsorbées a la surface de I'Or avec une conformation a

double chaine sans clivage de la liaison C-S et que la plupart des molécules de thioéther
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sont retenues a la surface par «physisorption» [3,4]. La figure 11.2.4 montre une
illustration schématique de la morphologie proposée de ['électrode d’Or modifiée

GE/DDT-PNVP.
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Figure 11.2.4. Morphologie proposée pour I'électrode d'Or modifiée GE/DDT-PNVP

Les propriétés électrochimiques des électrodes d'Or modifiées ont été
déterminées par la voltamétrie cyclique (CV) et par la spectroscopie d'impédance
électrochimique (EIS). La figure 11.2.5 montre I'analyse CV des substrats d'Or avant et
apres modification chimique de surface avec |'oligoméere DDT-PNVP. La CV a été
enregistrée en faisant varier le potentiel de -400 mV a +600 mV avec une vitesse de
balayage de 100 mV/s. Pour I'électrode d'Or non-modifiée, un couple de pics redox de
Fe(CN)63'/4' a été observé avec une séparation pic-a-pic (Alp) de 1.66 mA et (AEp) de
0.245 V. Lorsque le substrat est recouvert des chaines de DDT-PNVP, une diminution de

3/% 3 été obtenu

transfert de charge est observée; un couple de pics rédox de Fe(CN)s
avec une séparation pic-a-pic (Alp) de 1.09 mA et (AEp) de 0.312 V. La diminution du
courant indique que le DDT-PNVP pourrait effectivement réduire le taux de transfert

3-/4-

d'électrons entre la surface de I'électrode en Or et la solution de Fe(CN)¢™"™, qui

pourrait étre attribuée a la mauvaise conductivité du DDT-PNVP [5].
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Figure 11.2.5. Voltamogrammes cycliques de substrat d’Or avant (A) et apres modification par le
DDT-PNVP (B).

Les diagrammes de Nyquist présentés a la figure 11.2.6, montrent clairement la
différence d'impédance entre I'électrode d'Or modifiée par le DDT-PNVP et non
modifiée. Le premier demi-cercle de Nyquist correspond a I’électrode d'Or non-modifiée
avec une faible résistance de transfert de charge (Rtc) a l'interface électrode/électrolyte.
Apres la modification avec le DDT-PNVP, le diametre du demi-cercle du diagramme de
Nyquist était beaucoup plus grand avec une impédance élevée. Cette impédance accrue
(augmentation de Rtc) a été attribuée a la formation de la couche d'oligomére sur
I’électrode d'Or, en impliquant un bon comportement de blocage et un controle complet
du processus de transfert de charge. Les mesures d'impédance faradique sont en bon
accord avec les mesures CV. Le taux de recouvrement a été calculé, en utilisant
I'équation (I1.2.1) ci-dessous [5], et a été trouvé 67.66%. Le type d'interaction du
thioéther avec la surface du substrat d’Or peut expliquer la faible valeur du taux de
recouvrement; le thioéther s'adsorbe sur la surface du substrat d'Or avec une
conformation a double chaine ayant une structure plus congestionnée qui conduit a une

faible densité [4].

Rtc ,
0=1- g Equation (11.2.1)
Rtc

138



Chapitre 1.2

Ou, Rtcg est la résistance de transfert de charge du substrat d’Or non modifiée et Rtc est
la résistance de transfert de charge de |'électrode modifiée GE/DDT-PNVP dans les

mémes conditions.
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Figure 11.2.6. Illustration schématique du circuit équivalent de Randles et les courbes de
Nyquist du: substrat d’Or non-modifié (A) et I'électrode GE/DDT-PNVP (B). Les
courbes de Nyquist ont été enregistrées en présence de Fe(CN)63'/4’ dans une
gamme de fréquences comprise entre 1Hz et 200 kHz, a un potentiel de 0.2 V.

La modification chimique de surface de I'électrode d'Or a été également
confirmée par I'étude de la mouillabilité en utilisant des mesures d'angle de contact
avec l|'eau. Le dispositif d’angle de contact est équipé d’une caméra qui enregistre
I'image de la gouttelette d'eau déposée sur la surface de |'électrode d’Or. L'angle de
contact est calculé a partir de la forme de la gouttelette par un systéme d'analyse
d'image. La valeur de l'angle de contact pour |'électrode d’Or a été établie a 67.19°;
apres traitement avec la solution de piranha, une diminution de la valeur de I'angle de
contact a été observée (33.49°). Apres la modification avec le DDT-PNVP, I'angle de
contact de substrat d’Or modifié a révélé une légere augmentation de 33.49° 3 45.88°

(Figure 11.2.7), ce qui confirme que la surface a été modifiée et que le film de détection a

été déposé sur la surface de I'électrode d'Or.
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Figure 11.2.7. Angles de contact d'une gouttelette d'eau sur substrat d'Or (A) Or traité au piranha
(B) et Or apres modification par le DDT-PNVP (C).

Le microscope a force atomique (AFM) a été utilisé pour caractériser la
modification de la topographie du substrat d’Or avant (A) et aprés modification (B). La
figure 11.2.8 montre la topographie et la morphologie de la surface de I'Or, ainsi que
I'épaisseur du film de DDT-PNVP déposé. A I'échelle micrométrique, la couche
d'oligomere se présente sous forme de globules relativement denses et homogeénes. Le
parametre de rugosité a été calculé afin de permettre la comparaison de la densité de la
couche apres modification, le substrat d’Or non-modifié a un facteur de rugosité de
0.43 nm, tandis que apres modification, la couche d'oligomere a un facteur de rugosité
de 3.7 nm. Cette augmentation du facteur de rugosité confirme la modification de

surface du substrat d'Or.
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Figure I1.2.8. Images AFM de substrats d’Or: non-modifié (A) et modifié par le DDT-PNVP (B).
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La surface-active électrochimique de I'électrode modifiée GE/DDT-PNVP a été
déterminée par chronoampérométrie. Dans cette méthode, le potentiel de I'électrode
de travail est augmenté et le courant, résultant des processus faradiques produits
au niveau de ['électrode, est suivi en fonction du temps. Dans les études
chronoampérométriques, le courant de la réaction électrochimique des ions
ferrocyanure, qui diffuse a la surface de I"électrode, est décrit par I'équation de Cottrell

(Equation 11.2.2) [6], qui définit la dépendance courant-temps du contréle de diffusion

linéaire.
D i
I(t) = nFAC\/% Equation (11.2.2)
Pente = nFAC\E Equation (11.2.3)

Ou, n est le nombre d'électrons impliqués, A est la surface-active électrochimique, F est
la constante de Faraday (96500 C.mol™), D est le coefficient de diffusion (7.6 10° cm?s™)

et C est la concentration de Fe(CN)63'/4'(5 mM).
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Figure 11.2.9. Courbe (I — t) de GE/DDT-PNVP dans du PBS contenant 5 mM de Fe(CN)63’/4' avec un

1/2

potentiel de 0.2 V; et le tracé de la courbe (I — t™/7) dérivé des données de

chronoampérométrie pour le méme échantillon inséré.
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La figure 11.2.9 illustre la réponse chronoampérométrique, la courbe | = f(t) (a un

'1/2). Le chronoampérogramme

potentiel de 0.2 V) et la représentation résultante | = f(t
| = f(t '1/2) s'est révélé étre une ligne droite ( I(t) = -1,517 10™ - 1,14545 10 * t'l/z,
R? = 0.99), et a partir de la pente (Equation 11.2.3), la surface active électrochimique de

I'électrode GE/DDT-PNVP obtenue est de 0.15 cm?.

4.2. Etude électrochimique de I'électrode d'Or modifiée GE/DDT-PNVP:
application a la détection du BPA

4.2.1. BPA, source et toxicité

Le bisphénol A (BPA) est un composé organique obtenu par réaction entre deux
équivalents de phénol et un équivalent d'acétone, sa molécule comporte deux
groupements fonctionnels phénol. 1l est aussi dénommé 4,4'-(propan-2-
ylidéne)diphénol ou p, p'-isopropylidenebisphénol. La premiere synthese chimique
du bisphénol A a été effectuée en 1891 par le chimiste russe Alexandre Dianine. Le
BPA a été tres étudié pendant les années 1930, lors de la recherche d'cestrogenes
synthétiques, mais il n'a jamais été utilisé, suite a la découverte, dans la méme
époque, du diéthylstilbestrol aux propriétés jugées plus intéressantes [7], cependant,
son utilisation n’a débuté qu’a partir de 1960 dans l'industrie du plastique [8]. Le BPA
a été utilisé comme monomeére dans la fabrication des polycarbonates et les résines
époxy, ainsi gue comme un plastifiant, antioxydant, inhibiteur de polymérisation dans
le PVC ou retardateur de flamme pour les autres plastiques. Chaque année environ 3
millions de tonnes de BPA sont produites dans le monde [9,10]. Malheureusement, il a
été démontré que le BPA libre peut étre lessivé du plastique dans des conditions
normales d'utilisation et le taux de lixiviation s'accélere lorsque la température
augmente ou en contact avec des substances acides ou basiques. Aussi, la liaison
ester, reliant les molécules BPA, dans les polycarbonates et la fonction éther dans les
résines époxy peuvent subir une hydrolyse, ce qui entraine la libération de BPA dans
les aliments, les boissons et |'environnement [11]. En conséquence, il y a une
exposition humaine extensive au BPA. Les techniques analytiques actuelles ont
détecté le BPA dans plus de 95% du sang humain, du sérum, des tissus et d'urine [12].

Le bisphénol A est classé comme un composé Xenoestrogen; un type de xénohormone
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qui imite l'cestrogene, qui a des effets cestrogéniques sur I'organisme vivant. Il peut
interférer avec les substances ocestrogéniques naturelles, produites par le systeme
endocrinien, et perturber les niveaux hormonaux [13,14]. Les aliments et les boissons
ont été identifiés comme la principale source d'exposition au BPA, en raison
de sa migration des contenants en plastique vers les produits alimentaires.
Malheureusement, la force du BPA est aussi élevée que l'estradiol, qui peut agir a de
tres faibles doses et entraine des modifications de certaines fonctions cellulaires a des
concentrations allant de 1 uM a 1 nM [12,15]. Selon I'Autorité européenne de sécurité
des aliments (EFSA), la dose journaliere tolérable (DJA) pour le BPA est de 4 ug/kg de
poids corporel par jour [16] et le nouveau reglement introduit la limite de migration
spécifique (LMS) a 0.05 mg de BPA par kg d'aliments. Mais, pour les matériaux en
contact avec les aliments pour les nourrissons et les jeunes enfants, le nouveau

reglement interdit I'utilisation du BPA par précaution [17].

Des études récentes ont rapporté que le BPA peut étre mesuré, chez les
femmes enceintes, dans le sérum, le liquide folliculaire, le liquide amniotique, le tissu
placentaire et le sang du cordon ombilical; il existe des preuves considérables que la
bioaccumulation du BPA peut se produire pendant la grossesse [10]. D'autres études
suggerent que les effets potentiels du BPA peuvent étre plus prononcés chez le feetus,
les nourrissons et les jeunes enfants; ils sont moins efficaces pour éliminer les
substances de leurs systémes. Les effets potentiels du BPA sur le cerveau, le
comportement et les glandes prostatiques des foetus, des nourrissons et des jeunes
enfants ont été étudiés [18]. Des risques accrus de cancer, d'obésité, de diabéte, de
problémes cardiaques, de diminution de la fonction immunitaire et d'altération de la
reproduction chez les adultes ont été également relevés [13,14,19]. Plus grave encore,
le BPA est responsable des perturbations du systeme endocrinien chez les bébés, a
I'origine des pubertés précoces chez les filles et d’une baisse de la fertilité chez les
garcons. Par conséquent, il est tres important d'établir une méthode fiable pour la
détermination et le contréle des traces de BPA et d’évaluer les risques potentiels

associés aux expositions cumulatives a faible dose de BPA.
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4.2.2. Comportement électrochimique du bisphénol A sur |'électrode d'Or

modifiée GE/DDT-PNVP

Afin d’évaluer le comportement électrochimique de |’électrode modifiée
préparée, |'électrode GE/DDT-PNVP a été immergé pendant 30 min dans une solution
contenant du BPA a différentes concentrations variant de 1 pg/mL a 20 pg/mL. Apres
chaque incubation, le capteur électrochimique est lavé avec de I'éthanol absolu et de
I'eau. Les mesures d’'impédances ont été effectuées dans le PBS contenant du
Fe(CN)s>* a une concentration de 5 mM (pH = 7.4) dans la gamme de fréquences
allant de 1 Hz a 200 KHz et a un potentiel de 0.2 V. La figure 1.2.10 montre une
réponse d'impédance distincte (diagramme de Nyquist (A) et les courbes de Bode
correspondants (B)) de I"électrode GE/DDT-PNVP pour différentes concentrations de
BPA. Le premier demi-cercle du diagramme de Nyquist correspond au test a blanc de
I’électrode GE/DDT-PNVP, apres I'incubation du capteur électrochimique dans le BPA,
le deuxieme demi-cercle de la courbe de Nyquist s’est déplacé et a diminué par
rapport a la premiére, mettant en évidence l'adsorption du BPA sur la couche
sensible. Le rayon des demi-cercles, dans les courbes de Nyquist, est réduit de facon
linéaire, avec l'augmentation de la concentration en BPA. Le piégeage efficace des
molécules de BPA dans I'oligomeére de thioéther a entrainé I'augmentation du courant
électrochimique. Dahlia C. Apodaca et al [20], ont également montré que l'impédance
totale obtenue avec différentes concentrations de BPA sur le film de polymere a
empreinte moléculaire, diminue avec I'augmentation de la concentration en BPA. Les
spectres d'impédance obtenus, en présence de différentes concentrations de BPA,
ont été modélisés en utilisant le circuit électrique équivalent présenté a la figure

11.2.6.
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Figure 11.2.10. Détection électrochimique du BPA: courbes de Nyquist (A), et courbes de Bode (B)
de I'électrode GE/DDT-PNVP.

Le mécanisme de liaison entre le BPA et |'oligomeére peut étre expliqué par la
formation de liaisons hydrogéne. Les groupes hydroxyle dans les molécules de BPA
(aux deux extrémités) et I'azote ou I'oxygene du carbonyle présent le long des chaines
d'oligomeres ont favorisé la formation de ces interactions (liaisons hydrogéne). Cela
révele que les molécules de BPA peuvent ouvrir des canaux dans la couche de
polymeére de sorte que Fe(CN)6'3/'4 puisse diffuser et atteindre la surface et subir
un transfert électronique, ce phénoméne augmente avec l'augmentation de

concentration en BPA.
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Figure 11.2.11. Courbe d'étalonnage de I'électrode GE/DDT-PNVP

Pour évaluer la limite de détection (LOD), la sensibilité, et la gamme de
réponse linéaire, une courbe d'étalonnage a été tracée (Figure 11.2.11). Dans cette
courbe d'étalonnage, le signal analytique (AR/R = (Rtc-Rtco)/Rtco) est représenté
en fonction de la concentration en BPA. La relation linéaire, entre AR/R
et la concentration en BPA, est obtenue a partir de I'équation suivante:
AR/R = - 0.01017 [BPA] — 0.29469 avec R® = 0,9885. Toutes les mesures ont été
effectuées avec n=3 réplicats. La limite de détection a été calculée a partir de

I’équation (I1.2.4) suivante [21]:

LOD = % Equation (11.2.4)

Ou, (SD) est I'écart type d'intercept de la courbe d'étalonnage linéaire et (b)
est la pente de la courbe d'étalonnage. La LOD calculée est égale a 1.9 pg/mL avec un
rapport S/N= 3 (équivalente a 8.32 pM). La sensibilité (0.01 pg™’/mL™) est la pente de
la courbe d'étalonnage. De plus, la courbe d’étalonnage est linéaire dans la gamme
allant de 1 a 20 pg/mL (équivalent a 4.38 a 87.6 pM). Les caractéristiques des

électrodes modifiées, dans des traveaux antérieurs, pour la détection du BPA sont

rapportées dans le tableau 11.2.1. En outre, la reproductibilité de I'électrode modifiée
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GE/DDT-PNVP a été évaluée par la mesure de la réponse a 10 pg/mL de BPA dans du
PBS 0.01 M contenant 5 mM Fe(CN)g,'s/'4 par spectroscopie d'impédance, la déviation
standard relative a été déterminée, pour trois capteurs BPA différents ayant la méme
modification, et évaluée a 6.72%, ce qui indique que le capteur étudié a une bonne

reproductibilité.

Tableau 11.2.1. Comparaison des caractéristiques analytiques de I'électrode
modifiée développée et des électrodes modifiées pertinentes pour la détection de
BPA, basée sur la littérature.

Electrode Méthode Gamme linéaire LOD Réf
MIP MWCNTs- . s 7 3

GNPs/GE Amperiométrique  1.1310°-8.2110°M 3.6 nM [22]
MIP PPy-TiO2 NTs PEC 4.5-108 nM 2 nM [23]
GO-MNPs/CGE cv 6.10 *-1.110° M 1.710% M [24]
AuNPs/PVP/PGE SWAdSV 0.03 -1.1 uM 0.02 uM [25]
GO-Cu,0/GCE cv 0.1-80 uM 5.310%M [26]
GNPs-AuNPs/GCE DPV 5.107°- 100 uM 0.027 nM [27]
MCH/Aptamers/A e e 14 -9 a5

u-NPs/BDD Impédimétrique  1.0107-1.010°M 72107 M (28]
DDT-PNVP/GE Impédimétrique 4.38 pM - 87.6 pM 8.32 pM Ce travail

4.2.3. Sélectivité du capteur GE/DDT-PNVP

La sélectivité du capteur chimique développé pour la détection du BPA a
également été étudiée par rapport a d'autres especes interférentes, qui ont les
mémes groupes fonctionnels que le BPA (fonction hydroxyle), en particulier, le
phénol, I’hydroquinone et le résorcinol. Ces composés sont, habituellement,
utilisés dans la fabrication des matériaux plastiques comme monomeres,
stabilisants ou inhibiteurs. La figure 11.2.12, montre des courbes d'étalonnage,
obtenues apres immersion du capteur GE/DDT-PNVP dans différentes
concentrations des produits interférents variants entre 1 et 20 pg/mL [29].
Celles-ci ne sont pas linéaires et indiquent que le capteur GE/DDT-PNVP n'a

aucune sensibilité pour les produits testés: phénol, hydroquinone et résorcinol.
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Figure 11.2.12. Structures des produits interférents et leurs courbes d’étalonnage.

4.2.4. Mécanisme et énergie d’adsorption des molécules du BPA sur le

capteur GE/DDT-PNVP

Le comportement d'adsorption du BPA sur le capteur a été analysé pour diverses
isothermes d'adsorption telles que Langmuir, Frumkin, Temkin, Flory-Huggins.... (Tableau
[1.2.2). La courbe de C/8 en fonction de C a donné une ligne droite, comme le montre la
figure 11.2.13. Le coefficient de régression linéaire (R?) et la pente sont presque égaux a 1,
ce qui indique que I'adsorption du BPA obéit a I'isotherme de Langmuir (Equation 11.2.6)
[30]. L'énergie libre d'adsorption calculée est égale a -65.19 KJ/mol avec une constante
d'adsorption élevée 0.2712 10°L/g, ce qui confirme que le type d’adsorption du BPA sur

I’élecrode modifiée est du type chimique.

Rtc

O=1- Equation (11.2.5
RtC(BPA) q ( )

c 1

- = + C Equation (11.2.6)

0 Kads

AG" = —RT Ln 55.5 * 18K 45 Equation (11.2.7)

Ou, Rtc et Rtcgpa) sont la résistance de transfert de charge de I'électrode modifiée

GE/DDT-PNVP sans et en présence de BPA, respectivement. © est la surface recouverte,
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Kags est la constante d'équilibre du processus d'adsorption chimique, et C la
concentration en BPA. R la constante des gaz parfaits, T la température absolue. La
valeur (55,5*%18) est la concentration massique de I'eau en g L. AG® est I'énergie libre

d'adsorption.

Tableau 11.2.2. Formules d’isothermes d’adsorption, pentes et R* du BPA adsorbé

sur I’électrode modifiée GE/DDT-PNVP.

Isotherme Formule R? Pente
Langmuir C/6 = 1/K+C 0.91 0.92715
Freundlich Log6 = LogK+ 1/nLogC 0.84 0.25844
Langmuir Freundlich Log(6/1-0) = f(LogC) 0.72 0.54361
Frumkin Log(6/(1-0)C) = LogK+ 2ab 0.10 -1.09405
Florry —Huggins Log(6/C) = f(1-0) 0.51 1.68856
Temkin 0=InC 0.80 0.12309
2549 y=0.9271x + 3.6865
R?=0.9114
20 4
15 -
C/6 (pg/mL)
10 -
5 -
L]
0 T T T T T T T T T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21

C (pg/mL)

Figure 11.2.13. Isotherme de Langmuir d'adsorption de BPA sur le capteur électrochimique
GE/DDT-PNVP
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4.2.5. Effet de la présence des AuNPs a la surface de I'électrode modifiée
GE/DDT-PNVP

Les nanomatériaux jouent un réle crucial dans I'amélioration des performances
des capteurs. En raison de leur surface spécifique élevée, les AUNPs posseédent de bonnes
propriétés physico-chimiques. Dans les capteurs électrochimiques, les AuNPs sont
largement utilisées pour améliorer la sensibilité de détection, de faciliter le transfert
d'électrons, d’amplifier le signal et comme catalyseur a cause de leur excellente

conductivité et de leur catalyse efficace [31].

La deuxiéme électrode a été préparée de la méme facon que la premiere, une
couche d’oligomere a été déposée sur un substrat d’Or propre. Apres, le substrat d’Or
modifiée a été introduite dans une solution de HAuCl; puis dans une solution de
NaBH,. Dans une premiére étape les ions Au®® se sont fixées dans la couche du DDT-
PNVP par des interactions chimiques, résultant de la présence de fonctions chimiques
le long des chaines de 'oligomere. La réduction des ions Au*? se fait in-situ a I'intérieur
de la couche d’oligomere sous |'action de I'agent réducteur. La figure 11.2.14 représente
un schéma proposée de I'électrode préparée, ici, le role des nanoparticules d’Or est

d’augmenter le transfert d’électrons et d’amplifier le signal électrique [32,33].

Figure 11.2.14. Schéma proposé de I'électrode d'Or modifiée par le DDT-PNVP et des
nanoparticules d’Or.
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La figure 11.2.15 montre I'analyse CV d’un subsrat d'Or avant, aprés modification
par le DDT-PNVP et apres introduction des nanoparticules d’Or sur la surface de
I’électrode. Les CVs ont été enregistrés en faisant varier le potentiel de - 400 mV a +600
mV avec une vitesse de balayage de 100 mV/s. Pour le subsrat d'Or non-modifié, un

/% 3 été observé avec une séparation pic-a-pic (Alp) de

couple de pics redox de Fe(CN)g
1.66 mA et (AEp) de 0.245 V. Lorsque le substrat est recouvert d’'une couche du DDT-
PNVP, une diminution du transfert de charge a été observée; un couple de pics redox de
Fe(CN)63'/4' a été obtenu avec une séparation pic-a-pic (Alp) de 0.988 mA et (AEp) de
0.357 V. Cependant, I'incorporation des AuNPs sur |"électrode modifiée conduit a une

4

activation du transfert de charge, un couple de pics redox de Fe(CN)63'/ " a été obtenu

avec une séparation pic-a-pic (Alp) de 1.158 mA et (AEp) de 0.294 V.

—— Substrat d'Or
0.8 {1 —— GE/DDT-PNVP
—— GE/DDT-PNVP/AuNPs

0.4 -
g 00
-0.4 A
-0.8 -
1 1 1 N 1 1 1
0.4 0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
E(V)

Figure 11.2.15. Voltamogrammes cycliques de substrat d’Or non-modifié (A), apres modification
par le DDT-PNVP (B) et apreés addition des AuNPs (C)

Les diagrammes de Nyquist présentés a la figure 11.2.16 montrent clairement la
différence d'impédance entre les différentes électrodes d'Or, non-modifiée, modifiée par
le DDT-PNVP et modifiée par le DDT-PNVP et des AuNPs. Le comportement d'impédance
électrochimique de |'électrode est adapté au modéle de Randles (Figure 11.2.6). Le
premier demi-cercle dans le diagramme de Nyquist correspond a |'électrode d’Or non-
modifiée avec une faible résistance de transfert de charge. Apres la modification de

celui-ci par le DDT-PNVP, le diametre du demi-cercle devient beaucoup plus grand avec
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une impédance élevée. Tandis qu’une diminution du diametre du demi-cercle est
observée en présence de AuNPs a la surface de |'électrode modifiée ce qui traduit une
faible résistance de transfert de charge. Ceci est expliquée par la réactivité des AuNPs
qui impligue un bon comportement d’activation et un controle complet du processus de
transfert de charge [34,35], les mesures d'impédances faradiques sont en bon accord

avec les mesures des CVs.

150
—&— Substrat d'Or
125 —e— GE/DDT-PNVP
] —a— GE/DDT-PNVP/AuUNPs
100 S

-Im(Z)/0Ohm

50 -
25 4
0 - — — ———— —————r
0 50 100 150 200 250 300 350
Re(Z)/Ohm

Figure 11.2.16. Courbes de Nyquist de substrat d’Or non-modifiée (A), de GE/DDT-PNVP (B) et
de GE/DDT-PNVP/AuNPs (C). Les courbes ont été enregistrés en présence de
Fe(CN)63'/4’dans une gamme de fréquences comprise entre 1 Hz et 200 kHz, a un
potentiel de 0.2V.

Les propriétés hydrophiles de GE/DDT-PVP/AuNPs ont été étudiées,
également, en utilisant des mesures d’angles de contacts avec |'eau. L'angle de contact
des substrats d'Or avant et aprés modification a révélé un changement considérable
(Figure 11.2.17). L'angle de contact a changé de 67.19° a 33.49° pour I'électrode en Or
non-modifiée et I'électrode traitée avec piranha, respectivement. Tandis que, apres
modification avec le DDT-PNVP, l'angle de contact du substrat d'Or modifié a
légérement augmenté de 33.49° 3 45.88°. Cependant, une diminution remarquable de

I'angle de contact a été observée passant de 45.88" a 17.26° aprés dépostion des
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AuNPs, ceci montre clairement que la surface a été modifiée avec succes. La

diminution de I'angle de contact traduit par la bonne hydrophilicité des AuNPs [36].

A B C D
6719 33,49° 45,88
n ° 17,26°
Substrat d'0 Substrat d’Or traité Electrode d’Or modifiée Electrode d’Or modifiée
ubstra r avec piranha DDT-PNVP avec DDT-PNVP et AuNPs

Figure 11.2.17. Angles de contact d'une gouttelette d'eau sur: Substrat d’Or (A), Substrat d’Or
traité au piranha (B), Substrat d’Or aprés modification par DDT-PNVP (C), et
Substrat d’Or aprés modification par DDT-PNVP et AuNPs (D)

La surface-active électrochimique de I’électrode modifiée GE/DDT-PNVP/AuNPs a
été déterminée en utilisant I'équation (11.2.2) et la pente de La courbe | = f(t'l/z)
(I(t) = 1.08 10 - 8.048 10™ « t '1/2, R? = 0,98) (Figure 11.2.18). La surface-active
électrochimique de ['électrode GE/DDT-PNVP/AuNPs obtenue était 1.07 cm®. En
comparaison avec la surface-active de I'électrode GE/DDT-PNVP, qui a une surface-
active égale a 0.15 cm? une augmentation importante de la surface active
électrochimiquement et ceci est du a la présence des AuNPs. Ce phénomeéne peut étre
expliquer par le bon effet catalytique des AuNPs, qui ont une surface spécifique énorme
a cause de leurs tailles nanométriques, ce qui implique une surface de contact plus
grande avec le milieu environnant (I’électrolyte) conduisant a un transfert de charge
important. La surface-active électrochemiquement traduit I'efficacité et la facilité des

échanges électriques a l'interface électrode-électrolyte [37,38].
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Figure 11.2.18. La courbe (I — t) et la courbe (I - t'llz) de I'électrode GE/DDT-PNVP/AuNPs dérivées
des données de chronoampérométrie. Les mesures chronoampérométriques sont

réalisées dans du PBS contenant 5 mM de Fe(CN)Gs’/“' a un potentiel de 0,2 V.

La figure 11.2.19 représente la réponse (diagrammes de Nyquist (A), les courbes de
Bodes correspondantes (B) ainsi que la courbe de calibration (C)) du capteur GE/DDT-
PNVP/AuUNPs en variant la concentration de BPA de 1 a 20 pg/mL. La présence des AuNPs
diminue l'impédance globale du systéme; des résistances de transfert de charges
beacoup plus faibles sont obtenues en comparaison avec celles obtenues en absence des
AuNPs (Figures 11.2.10). Ainsi, la dispersion dans la couche d’oligomere des AuNPs
ameliore d’une facon remarquable le transfert de charge. La diminution de la valeur de
Rct révele que les AuNPs présentent une capacité catalytique élevée [37]. La limite de

détection a été calculée a partir de I’équation (I1.2.5) suivante [39]:

Yo—¢ _
LoD =35 =3e b Sy +Sa+ (257)Sh] Equation 11.2.5

Ou, a et b sont lintersept et la pente de la courbe d’étalonnage
respectivement. Sa, Sb, Syg et Sx sont |'écart type de l'intercept, de la pente de la
courbe d’étalonnage, de la réponse de |’électrode a blanc et de la concentration de

I’analyte respectivement. La LOD calculée est égale a 0.44 pg/mL. En comparaison
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avec la limite de détection du GE/DDT-PNVP (LOD=1.9 pg/mL), la limite de détection
de GE/DDT-PNVP-AuNPs est plus faible.

45
—=— Opg/mL 2.4 —=—0pg/mL
36 (A) —e— 1pg/mL (B) —e—1pg/mL
—a— 5 pg/mL —a—5 pg/mL
—v— 10 pg/mL 2.3 4 —v— 10 pg/mL
£ 5] —o— 15 pg/mL T —<— 15 pg/mL
Q —<— 20 pg/mL < 2.2 —— 20 pg/mL
~ =
£ 18 1 E
- o 2.1
o
91 2.0 ‘ TR
0- 1.9 T T T T T T
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.48 4 R;c =-9.86-50.7 LnC
R2=0.979
_56 -
T
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Figure 11.2.19. Détection électrochimique du BPA: courbes de Nyquist (A), courbes de Bode (B) et
courbe de calibration (C) du capteur GE/DDT-PNVP/AuNPs obtenuent a partir des
concentrations croissantes de BPA.

L'adsorption du BPA sur I'électrode modifiée GE/DDT-PNVP/AuNPs a été analysée
pour diverses isothermes d'adsorption (Tableau 11.2.3). La courbe de C/6 en fonction de la
concentration C est une droite, comme le montre la figure 11.2.20, par conséquent,
I'adsorption du BPA obéit a I'isotherme de Langmuir (Equation 11.2.6). L'énergie libre
d'adsorption calculée est égale a -70.98 KJ/mol avec une constante d'adsorption élevée
2.8142 10° L/g, ce qui confirme que le type d’adsorption du BPA sur le capteur est aussi
de type chimique. La valeur de Kags €n présence des AuNPs est plus élevée que Kags pour
I’électrode GE/DDT-PNVP (Kags= 0.2712 10° L/g); apparemment les AuNPs aident les
molécules de BPA a former des interactions plus fortes avec la couche sensible du

capteur ce qui conduit a une adsorption plus forte.
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Tableau 11.2.3. Formules d’isothermes d’adsorption, pentes et R? du BPA adsorbé
sur I'électrode modifiée GE/DDT-PNVP/AuNPs

Isotherme Formule Pente R?
Langmuir C/6 = 1/K+C 1.27229 0.9999
Freundlich LogO = LogK+ 1/nLogC 0.04416 0.8593
Langmuir Freundlich Log(6/1-6) = f(LogC) 0.4520 0.9566
Frumkin Log(6/(1-0)C) = LogK+ 2a6 -7.56377 0.9511
Florry —Huggins Log(6/C) = f(1-6) 9.09605 0.9635
Temkin 0 =InC 0.04367 0.9682
304 C/©=0.35534 +1.27229 C
2_
R™=0.99991
=
E 20
~
o
2
©)
<
o
10
0 -
1 1 1 1 1
0 5 10 15 20

C (pg/mL)

Figure 11.2.20. Isotherme de Langmuir d'adsorption de BPA sur I'électrode GE/DDT-PNVP/AuNPs

4.3. Syntheése et caractérisation de I'électrode modifiée GCE/PN-AuNPs-MB

L’électrode modifiée, GCE/PN-AuNPs-MB, a été préparée en trois étapes: la
premiéere étape est la déposition d’'une goutte de 7ul de PDMAEMA-co-styréne (PN),
dispersée dans |’eau, sur une électrode de carbone vitreux propre, la deuxieme étape
est I'incubation de I'électrode dans une solution de HAuCl, suivie par incubation dans

une solution de NaBH,, la troisieme étape est I'immersion dans une solution du bleu de

156



Chapitre 1.2

méthylene. La modification de surface de I’électrode de carbone vitreux a été suivie et
analysée par voltamétrie cyclique et par spectroscopie d’impédance électrochimique. La
figure 11.2.21 représente un schéma simplifié des trois étapes de préparation de

I’électrode modifiée GCE/PN-AuNPs-MB.

PN HAuUCI, O MB
_— /{ > © e C
NaBH, ©

GCE
#* MB: Bleu de Méthyléne

( PN: Poly[2-(DMAEMA)-co-Styrene]

© AuNPs

Figure 11.2.21. Schéma des étapes de préparation de I'électrode GCE/PN-AuNPs-MB

L’analyse voltamétrique cyclique des électrodes GCE, GCE/PN, GCE/PN-AuNPs et
GCE/PN-AuNPs-MB en présence de Fe(CN)Ga'M' a été réalisée dans la gamme de
potentiel de -0.6 a 1 V avec une vitesse de 100 V/s, comme le montre la figure 11.2.22.
Une paire de pics rédox intenses a été observée pour le GCE avec une séparation pic-a-
pic (Alp) de 0.904 mA et (AEp) de 0.269 V, pour les différentes électrodes modifiées les

3/* obtenus ont des intensités plus faibles avec une séparation pic-

pics rédox de Fe(CN)g
a-pic de (Alp) et (AEp) égaux a 0.624 mA et 0.686 V pour GCE/PN, 0.923 mA et 0.352 V
pour GCE/PN-AuNPs et 0.719 mA et 0.747 V pour GCE/PN-AuNPs-MB. Ces résultats
indiquent que la présence de la couche polymere et les molécules de MB bloquent le
transfert d’électrons a l'interface de I'électrode. Par contre, la conductivité de
I'électrode modifiée est améliorée en présence des AuNPs par rapport a I'électrode

modifiée sans AuNPs. Les AuNPs favorisent le transfert de charge, qui conduit a une

augmentation du courant [32].

157



Chapitre 1.2

0.0006
0.0003 -
< 0.0000 -
—— GCE
—— GCE PN
-0.0003 4 —— GCE PN NPs
—— GCE PN NPs MB
-0.0006 : : : . .
-0.8 0.4 0.0 0.4 0.8 1.2

E(V)

Figure 11.2.22. Voltamétrie cyclique de: GCE, GCE/PN, GCE/PN-AuNPs et GCE/PN-AuNPs/MB.

Un voltampérogramme a impulsions différentielles (DPV) de I'électrode GCE
modifiée, avec ses différentes couches déposées, a été obtenu dans une solution de PBS

3/% comme le montre la figure 11.2.23. Un pic rédox

(pH 7,4) en présence de Fe(CN)e
typique a la surface de I'électrode GCE est observé, ol la valeur du pic de courant est de
80.3 pA. Le courant rédox est diminué lorsque I'électrode a été modifiée avec du PN, ou
la valeur du pic courant est de 35.1 YA, en raison de la faible conductivité du copolymere.
Une augmentation intéressante du pic courant aprés I'addition des AuNPs a la surface de
I’électrode modifiée, ou la valeur de pic de courant augmente a 92.5 UA, cette
augmentation est dle a I'effet catalytique des AuNPs qui améliorent sensiblement le
transfert d’électrons. Par contre, une diminution le I'intensité du pic est observé apres
ajout du MB, ou la valeur du pic de courant est égale a 34.5 pA, cette diminution résulte

de l'effet d’inhibition du MB, car le taux de transfert d'électrons de |'électrode de travail

a été efficacement bloqué.
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Figure 11.2.23. Courbes de DPV de: GCE, GCE/PN, GCE/PN-AuNPs, et GCE/PN-AuNPs/MB.

La figure 11.2.24 présente les courbes d'impédance de |'électrode non modifiée
(GCE) et les électrodes modifiées GCE/PN, GCE/PN-AuNPs et GCE/PN-AuNPs-MB. Le
comportement d'impédance électrochimique des électrodes est adapté au modele de
Randles (Figure 11.2.6). Le premier demi-cercle de la courbe de Nyquist correspond a
I’électrode de carbone vitreux (GCE) montrant une faible résistance de transfert de
charge. Apres la modification avec le PN, le diameétre du demi-cercle de diagramme de
Nyquist est beaucoup plus grand avec une impédance élevée. Tandis que la diminution
du diametre du demi-cercle est observée en présence des AuNPs a la surface de
I’électrode modifiée ce qui traduit une faible résistance de transfert de charge. Ceci est
expliquée par la réactivité des AuNPs qui impliqgue un bon comportement d’activation et
un controle complet du processus de transfert de charge. Cependant, I'immobilisation
des molécules du bleu de méthyléne sur la surface de I'électrode GCE/PN-AuNPs traduit
une augmentation d’impédance a cause de la mauvaise conductivité du bleu de
méthyléne. Le taux de recouvrement de I'électrode GCE/PN-AuNPs-MB a été calculé, en

utilisant I'équation (I1.2.1), et trouvé égal a 6 = 90%.
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Figure 11.2.24. Courbes d’impédance de: GCE, GCE/PN, GCE/PN-AuNPs et GCE/PN-AuNPs/MB. Les
mesures sont réalisées en présence de PBS contenant 5 mM de Fe(CN)63'/4'. La
fréquence est variée de 0.1 Hz a 2 kHz.

La figure 11.2.25 présente les courbes | = f(t) de I'électrode GCE non-modifiée
et l"électrode modifiée GCE/PN-AuNPs/MB. La surface-active électrochimique de
I’électrode GCE avant et aprés modification de surface par le PN, les AuNPs et le MB a
été determinée en utilisant I’équation (11.2.2) et la pente de la courbe | = f(t'l/z). Les deux
courbes sont linéaires avec un coefficient de régression proche de 1: (| (t) = 2.14 10™-
3.56 10° «t 2, R? = 0.9913) pour le GCE et ( | (t) = 3.65 10° - 2.34 10* . t*2
R?= 0.9932) pour I'électrode GCE/PN-AuNPs/MB. Les surfaces-actives électrochimiques
des électrodes GCE et GCE/PN-AuNPs/MB obtenues sont 0.47 cm? et 0.31 cm?
respectivement. En comparant les deux valeurs, la surface-active électrochimique est
diminuée, la couche PN-AuNPs/MB est une couche inhibitrice provoquant une
diminution du transfert d’électrons entre la surface de I’électrode modifiée GCE/PN-

AuNPs/MB et |’électrolyte.
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Figure 11.2.25. Les courbes (I — t) de: GCE (A) et GCE/PN-AuNPs-MB (B), et les tracés des courbes
(- t'l/z) dérivés des données de chronoampérométrie correspondantes. Les
mesures chronoampérométriques sont réalisées dans du PBS contenant 5 mM de
Fe(CN)63'/4' a un potentiel de 0.2 V.

4.4. Etude électrochimique de I'électrode modifiée GCE/PN-AuNPs/MB:

application a la détection de la mélamine

4.4.1. Mélamine, source et toxicité

La mélamine (1,3,5-triazine-2,4,6-triamine ou CsHgNg) contient une quantité

substantielle d’azote qui représente environ 66% de sa masse. Elle est couramment

utilisé dans la production des résines de polymeéres thermodurcissables mélamine-

formaldéhyde, qui entrent dans la composition de nombreux plastiques (ustensiles de

cuisine par exemple), les adhésifs, le ciment, et les peintures ignifuges [40]. Sur la base
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de plusieurs études, les monomeres résiduels peuvent rester dans le plastique fini apres
la fabrication [41,42]. Leur migration dans les aliments se produit en quantité mesurable,
en particulier dans des conditions acides et a haute température, et dépend également
du temps de contact. Egalement, la migration de la mélamine peut résulter de
la dégradation du polymere. Cependant, l'exposition a la mélamine peut étre
particulierement dangereuse pour la santé humaine. La mélamine a une faible toxicité
par voie orale, mais des concentrations élevées peuvent induire une pathologie rénale et
méme la mort chez les bébés et les enfants. La mélamine peut étre hydrolysée en acide
cyanurigue, qui s’associe a son tour a la mélamine pour former un complexe insoluble
mélamine-cyanurate susceptible de former des cristaux dans le systéme urinaire,
entrainant probablement une insuffisance rénale aigué. En outre, il provoque divers
effets toxiques sur les reins tels que l'inflammation du rein et le cancer de la vessie

[40,43].

D’autre part, afin d’augmenter la «fausse» teneur apparente en protéines dans
des produits alimentaires, la mélamine a été utilisée artificiellement et illégalement
comme additif azoté non protéique. Selon, les rapports initiaux de préparations pour
nourrissons adultérées, de la mélamine a été trouvée dans de nombreux produits
alimentaires. De plus, de la mélamine a également été détectée dans divers articles
importés tels que les bonbons, les boissons et les biscuits. L’organisation mondiale de la
santé (OMS) a recommandé que la dose journaliére tolérable de mélamine soit de
0.2 mg/kg de poids corporel par jour, la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-
Unis a limité les teneurs maximales de mélamine dans les préparations pour nourrissons

entre 1.0 mg/kg et 2.5 mg/kg pour le lait et les autres produits laitiers [44].

4.4.2. Comportement électrochimique de la Mélamine sur I'électrode

GCE/PN-AuNPs/MB

La détection électrochimique de la mélamine sur [|"électrode modifiée
préparée (GCE/PN-AuNPs/MB) a été évaluée par la spectroscopie d’impédance
électrochimique. Des solutions contenant de la MEL, a différentes concentrations
allant de 5 10™® a4 3.3 10® M, ont été analysées. L’analyse est effectuée a potentiel

ouvert (E = 0 V) apres une accumulation de 30s pour chaque concentration en variant
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le potentiel de -0.2 a 1 V sous une vitesse de balayage de 100 mV/s. L’accumulation
est faite sous agitation (750 tr/min). Les mesures d’impédance ont été réalisées dans
le PBS contenant du Fe(CN)¢** & une concentration de 5 mM (pH = 7,4) dans
I'intervalle de fréquences allant de 0.1 Hz a 2 KHz. La figure 11.2.26 montre la
réponse d’impédance distincte de I'électrode GCE/PN-AuNPs/MB pour différentes
concentrations de la MEL. Le premier demi-cercle du diagramme de Nyquist
correspond a la réponse électrochimique du GCE/PN-AuNPs/MB en absence de la
MEL. Apres chaque addition de la MEL, les demi-cercles de la courbe de Nyquist
augmentent au fur et a mesure que la concentration en MEL augmente. Cela, indique
que l'adsorption de la MEL sur la surface de I'électrode modifiée diminue d’une
facon significative le courant global électrochimique. Les diagrammes d'impédance
résultants, en présence de différentes concentrations de la MEL, ont été modélisées

en utilisant le circuit électrique équivalent représenté a la figure 11.2.6 (Circuit de

Randles).
1000
800 -
600 -
€
S
< ——0
= 400 -
N —-— 500103
‘g s 2991012
200 - — . 328101
< 33010
. 3.2910°
01 — + 3.7710°%
1 v 1 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

-Re(Z)/Ohm

Figure 11.2.26. Courbes de Nyquist de la détection électrochimique de la Mélamine.

La réponse électrochimique de I’électrode modifiée GCE/PN-AuNPs/MB en
présence de la MEL avec différentes concentrations est linéaire. La figure 11.2.27 montre

qgue le signal de réponse (Ryc) varie d’une facon linéaire avec le logarithme de la
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concentration de la MEL dans la gamme de concentrations entre 5 1078 mol/L et

3.77 10°® mol/L. L'équation de régression est: Ryc = 1731.18 + 29.2 LnC, avec un

coefficient de corrélation de 0,995. La limite de détection de la MEL est calculée en

utilisant I’équation (11.2.5), la LOD calculée est égale a 3.3 102 M. Les caractéristiques

des électrodes modifiées, dans des travaux antérieurs, pour la détection de la MEL

sont données dans le tableau 11.2.4.

RTC(Ohm)

Tableau

2030 - R;c=1731.18 +29.2LnC
R?=0.995

1960

1890

1820

1750 4

1680 -L T T T T T T

-2 0 4 6 8 10 12

LnC (pM)

Figure 11.2.27. Courbe d'étalonnage de I'électrode GCE/PN-AuNPs/MB

[1.2.4. Comparaison des caractéristiques analytiques de
modifiée développée et des électrodes modifiées pertinentes pour la détection de

la MEL, basée sur la littérature.

['électrode

Electrode Méthode Gamme linéaire LOD Réf
AuNPs/GR-CPE DPV 223:8 18?__8%01%9:'\7' et 1.810M" M [45]
MIPPy/GR/GCE DPV 3.010%-1.010*M 1.02 10%Mm [46]
Au/MIP PMBI Impédance  1.10°M-5.10° M 3.10° M [47]
[AE“,\QIM][Otf]/CaONPS/CHIT DPV 9.610°-9.610" M 9.6 10 M [48]
GC/ MWCNT/CS DPV 99 107°-19107 M 3.0 10°Mm [49]
OMC/GCE DPV 1.0 10°%-5.0 107 M 2.010°M [50]
GCE/PN-AuNPs-MB Impédance  3.7710° - 510" M 3.310”M  Ce travail
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La méthode d'addition standard a été réalisée pour tester |'efficacité du capteur
GCE/PN-AuNPs-MB pour déterminer la concentration de la MEL dans des échantillons
d'eau distillée. Deux solutions aqueuses de la MEL ont été préparées avec une
concentration de 0.999 10 M et 4.9975 102 M, dans le PBS (pH = 7,4) contenant du
Fe(CN)s>* (3 une concentration de 5 mM). Les additions standard de la MEL ont été
effectuées en ajoutant différentes concentrations 3.28 10% 8.28 10° 3.29 107,
8.25 10 et 3.30 10 M de la MEL a ces deux échantillons [51,52]. Apres, la pré-
concentration de |'électrode modifiée dans ces solutions, les diagrammes de Nyquist ont
été enregistrés dans les mémes conditions que la figure 11.2.26. Une courbe d’étalonnage
a été obtenue a partir de la variation AR/R en function de Ln C de la MEL (Figure 11.2.28),
le résultat obtenu (0.9 10™ M MEL) est en bon accord avec la valeur de la MEL dans

I'échantillon dilué, taux de récupération = 90 % (Tableau 11.2.5).

Tableau 11.2.5. Dosage de la mélamine dans des échantillons d'eau distillée

. . Ajoutée Trouvée . PERTSN
Echantillon (mol/) (mol/) Taux de récupération (%)
1 0.999 10 ™ 0910 90.00
2 4.9975 10 4.4499 10 89.04
0.175
il
0.140 -
0.105 -
3
g
0.070 -
V4
0.0354 |1 Cx K4
V4
\ -
0'000 v ‘I" v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v
0 ) 4 6 8 10 12 14
Ln C(pM)

Figure 11.2.28. Courbe d'étalonnage basée sur la méthode des additions standard pour la
détermination de la MEL.

165



Chapitre 1.2

4.4.3. Sélectivité de I'électrode GCE/PN-AuNPs/MB

Dans les conditions optimales, le test d'interférence a été effectué en présence de
la méme concentration (3.29 10° M) de la mélamine, d'hydroquinone, du phénol et du
BPA. Un facteur de sélectivité K est calculé pour chaque interférent en utilisant I’équation
(1.2.8)[53]. Les résultats, présentés sous forme d’un histogramme (Figure 11.2.29),
montrent que ces composés organiques en comparaison avec la mélamine n'avaient

aucun influence sur la détection de la mélamine.

K = AR /R (interférrent)
~  AR/R(mélamine)

Equation 11.2.8

1,2

0,8

06
K

04 -

0,2 -

§‘° &
&\?

Figure 11.2.29. Sélectivité du GCE/PN-AuNPs/MB pour la mélamine par rapport au phénol, a
I’hydroquinone et au BPA, a la concentration de 3.29 10° M.

4.4.4. Mécanisme et énergie d’adsorption des molécules de la mélamine sur
le GCE/PN-AuNPs/MB

Plusieurs isothermes d'adsorption ont été utilisés afin de comprendre le
mécanisme d’adsorption des molécules de la MEL sur la surface de I'électrode GCE/PN-
AuNPs/MB (Tableau 11.2.6). Aprés analyse des résultats le modéle de Langmuir s’avére le

plus convenable, la courbe de C/6 en fonction de C est une droite (Figure 11.2.30), par
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conséquent, l'adsorption de la MEL obéit a l'isotherme de Langmuir. En utilisant
I’équation (I1.2.6) I'énergie libre d'adsorption a été déterminée et égale a -53.75 KJ/mol
avec une constante d’équilibre égale a 1.485 10° L/mol, ce qui confirme que le type
d’adsorption de la MEL sur I'électrode modifiée est aussi du type chimique. La MEL
contient plusieurs atomes d’azote dans sa structure et peut facilement former des
liaisons hydrogene avec tous les hétéroatomes présents a la surface de I'électrode

modifiée GCE/PN-AuNPs/MB.

Tableau 11.2.6. Formules d’isothermes d’adsorption, pentes et R?> de la MEL
adsorbée sur I’électrode modifiée GCE/PN-AuNPs/MB.

Isotherme Formule Pente R?
Langmuir C/6 = 1/K+C 5.0362 0.99975
Freundlich Log6 = LogK+ 1/nLogC 0.12257 0.87831
Langmuir Freundlich Log(6/1-0) = f(LogC) 0.15446 0.86104
Frumkin Log(6/(1-6)C) = LogK+ 2a6 -27.04641 0.96107
Florry —Huggins Log(6/C) = f(1-0) 27.54159 0.96225
Temkin 0 =1InC 0.01349 0.97852
3.0x10~
C/6=6.73101+5.036C
2 —
»oxt0”] R?=0.9997
C /6 (mol/l)
1.0x10" A
0.0
-1.0x 10-7 T T T T T T T T T
0.0 1.0x10°  2.0x10°  3.0x10°  4.0x10"
C (mol/l)

Figure 11.2.30. Isotherme de Langmuir d'adsorption de la MEL sur I'électrode GCE/PN-AuNPs/MB
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5. Conclusion

En conclusion, on peut dire que des électrodes modifiées ont été élaborées avec
succes en utilisant des polymeéres et des nanoparticules d’Or. Un capteur électrochimique
de Bisphénol A a été développé par immobilisation des chaines d’un oligomere thioéther
DDT-PNVP a la surface du substrat en Or. L'oligomeére thioéther représente la couche
sensible du capteur électrochimique. La synthése de |'oligomére a été réalisée par
polymérisation radicalaire en masse en présence du dodécanethiol comme amorceur et
agent de transfert, conduisant ainsi a la formation de chaines oligoméres contenant un
atome de soufre. L'atome de soufre a une bonne affinité pour les métaux nobles, ce qui
aide les chaines d'oligomeéres a se fixer sur la surface de I'Or conduisant a la formation
d’une couche stable. Les résultats obtenus montrent que le capteur a base d'oligomere
thioéther a une bonne reproductibilité et une sensibilité élevée (0.01 pg™/mL™) pour la
détection du BPA, et présente d'excellentes performances pour la détermination du BPA
avec une bonne relation de linéarité pour une concentration varie entre 1 pg/mL a 20
pg/mL, avec une limite de détection de 1.9 pg/mL (S/N = 3). Des composés interférents,
comme les produits phénoliques (phénol, hydroquinone et résorcinol) ont été testés avec
I'électrode d'Or modifiée. Les résultats obtenus montrent que I'électrode modifiée
GE/DDT-PNVP s'est avérée plus sensible au BPA qu’avec les autres composés
interférents. L'immobilisation des AuNPs sur I'électrode GE/DDT-PNVP conduit a la
diminution de la limite de détection de 1.9 a 0.44 pg/mL. Un deuxiéme capteur
électrochimique a été préparé par modification de surface d’une électrode de carbone
vitreux par des particules d’un copolymere le Poly(DMAEMA-co-styrene), des AuNPs et
des molécules de bleu de méthyléne. Les résultats obtenus montrent que le capteur
GCE/PN-AuNPs/MB présente une large gamme de détection entre 3.77 10% et 5 103 M
avec une faible limite de détection (3.3 102 mol/L). La sélectivité de I'électrode modifiée
a été confirmée en testant I'électrode avec d’autres produits comme le phénol,
I’hydroquinone et le BPA. Les résultats obtenus ont montré que |'électrode élaborée

GCE/PN-AuNPs/MB est plus sélective vis-a-vis de la mélamine.
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La recherche autour des AuNPs connait une révolution trés marquée dans la
communauté scientifique. Ce qui est vraiment spécifique des AuNPs par rapport aux autres
métaux, c’est qu’elles intéressent des axes trés diversifiés comme la catalyse, I'optique,
I’électronique, la biologie et la médecine. En effet, les AuNPs possedent des propriétés
physico-chimiques intéressantes qui peuvent étre controlées finement en modifiant Ia taille,
la forme ou la composition. De plus, leur surface peut étre facilement fonctionnalisée afin de
conférer aux nanoparticules un caractere hydrophile (milieux polaires), hydrophobe (milieux
non polaires) ou amphiphile, ce qui permet leur dispersion dans une grande variété de
matrices ou fluides. Cette surface permet aussi la chemisorption ou la physisorption d’un

grand nombre de molécules et biomolécules.

Au cours de ce travail, nous avons étudié la synthese et la caractérisation des
nanoparticules d'Or, en milieu aqueux et en milieu organique, ainsi que leur stabilisation,
fonctionnalisation et encapsulation par des polyméres et des oligoméres. Les nanoparticules
d’Or sont obtenues par réduction chimique d’un sel métallique (HAuCl,). En faisant varier
certains parameétres de synthese tels que la concentration en agent réducteur ou la
concentration de I'agent stabilisant, nous avons pu ajuster la taille des nanoparticules; des
nanoparticules de faible taille avec une distribution de taille étroite ont été obtenues avec
les cencentrations d'agent réducteur les plus faibles. Egalement, nous avons élaboré le
copolymeére poly(DMAEMA-co-styréne) par polymérisation en emulsion, et des oligomeéres
thioéther, le DDT-P4VP et le DDT-NVP, par polymérisation radicalaire en présence du
dodécanethiol (DDT) a la fois comme amorceur et comme agent de transfert. Les produits
synthétisés sont utilisés pour la stabilisation et la fonctionnalisation des AuNPs. L'utilisation
des oligomeéres thioéther, nous a permis de préparer des nanoparticules d’Or de taille
homogene entre 3 et 5 nm. La morphologie des AuNPs, observée par la microscopie (TEM), a
révélé une morphologie sphérique avec une distribution uniforme. Egalement, les AuNPs
encapsulées par le polycaprolactone ont été préparées par la méthode double émulsion a
évaporation de solvant « w/o/w ». Les nanomatériaux ainsi préparés ont été caractérisés et

étudiés par SEM, TEM, FTIR, RMN'H et UV-visible.
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Dans la deuxiéme partie, nous avons consacré notre étude a l'application des
nanocomposites dans le domaine de la détection électrochimique par impédimétrie. Deux
capteurs élecrochimiques ont été dévelopés par modification des électrodes. Le premier
capteur électrochimique préparé est a base d’oligomere thioéther (DDT-PNVP); dont
I'oligomére thioether représente la couche sensible au BPA. Les résultats obtenus montrent
gue le capteur développé présente une excellente performance pour la détermination du
BPA avec une faible limite de détection, une bonne reproductibilité et une sensibilité
appréciable. Plusieurs composés interférents, comme les produits phénoliques (phénol,
hydroquinone et résorcinol) ont été utilisés et leurs comportements sur I'électrode d'Or
modifiée ont été étudiés. Les résultats obtenus montrent que I'électrode élaborée GE/DDT-
PNVP s'est avérée plus sensible au BPA. La présence des AuNPs a la surface de I'électrode
GE/DDT-PNVP améliore la détection. Un deuxiéme capteur électrochimique a été préparé
par modification de surface d’une électrode de carbone vitreux par des particules de
copolymeére le Poly[DMAEMA-co-styrene] associées a des AuNPs et des molécules de bleu
de méthyléne. Les résultats obtenus montrent que le capteur présente une large gamme de
détection, une bonne sélectivité et une grande sensibilité. La sélectivité de |’électrode
modifiée a été confirmée en testant I'électrode avec d’autres produits comme le phénol,
I’hydroquinone et le BPA. Les résultats obtenus montrent que I'électrode élaborée GCE/PN-

AuNPs/MB est plus sélective vis-a-vis de la mélamine.

Le domaine de la détection électrochimique est un domaine tres impressionnant et
trés intéressant. Dans les travaux futurs, et sur la base des résultats obtenus dans ce travail,
de nouveaux oligoméres, polymeéres et copolymeres doivent étre synthétisés pour obtenir
plus de fonctions sensibles pour la détection de polluants, en plus des nanoparticules
d’oxyde de fer, du graphene et des nanoparticules de cuivre serons synthetisées et utilisées
en détection électrochimique. Plus loin, les matériaux a empreintes moléculaires plus
sensibles et trés sélectifs serons synthétisés et utilisés pour détecter les traces de produits

polluants, toxiques et cancérigenes.
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Abstract: Presently, bisphenol A (BPA) has been added
to the list of substances of very high concern as endocrine
disruptors. According to the literature, exposure to bi-
sphenol A even at low doses may result in adverse health
effects. In this study, electrochemical sensor of Bisphenol
A based on thioether DDT-Poly(N-vinylpyrrolidone)
oligomer has been developed. The thioether oligomer,
which is capable of recognizing BPA, was prepared and
used for gold electrode modification. The characterization
of the modified gold electrode and the synthesized
thioether oligomer were carried out by cyclic voltammetry
(CV), electrochemical impedance spectroscopy (EIS),

atomic force microscopy (AFM), Fourier-transform infra-
red spectroscopy (FTIR), proton nuclear magnetic reso-
nance spectroscopy (‘H NMR) and Size exclusion chro-
matography (SEC). Obtained results indicate that the
modified electrode shows good electrochemical activity,
good sensitivity and reproducibility for BPA detection. It
exhibited a good linear relationship ranging from 1 to
20 pg/mL, and the detection limit was found to be 1.9 pg/
mL at S/N=3. Several interfering species such as hydro-
quinone, phenol and resorcinol were used and their
behaviors on the modified gold electrode were inves-
tigated.

Keywords: Bisphenol A - Electrochemical sensor - Modified gold electrode - Thioether oligomer - Poly(N-vinylpyrrolidone).

1 Introduction

Bisphenol A (BPA) is classified as a Xenoestrogen
compound; a type of xenohormone that imitates estrogen,
which has estrogenic effects on a living organism. It can
interfere with natural estrogenic substances produced by
the endocrine system and disrupts hormonal levels [1,2].
BPA has been extensively studied since the 1930s in the
search for synthetic estrogens as medications for hormo-
nal disorder, but it has never been used, because of the
discovery at the same time of diethylstilbestrol, which has
properties deemed more interesting [3]. However, its use
was only started in the 1950s by the plastics industry [4,5].
It has been used as a monomer in the manufacture of
plastics such as polycarbonates and epoxy resins, as well
as plasticizer, antioxidant or flame-retardant for other
plastics. Plastic is widely used in our daily lives such as
food packaging, water bottles, baby bottles, toys, lining
canned food and beverages, medical materials and water
pipes [6-8]. Unfortunately, it has been demonstrated that
free BPA can leach from plastics under normal conditions
of use. The rate of leaching accelerate as the temperature
increases and in contact with acidic or basic substances
[9]. Consequently, there is extensive human exposure to
BPA, the current analytical techniques have detected
BPA in over 95 % of human blood, serum, tissues, and
urine [10]. According to the European Food Safety
Authority (EFSA), the tolerable daily intake (TDI) for
BPA is 4 pg/kg bw per day [11,12] and the new regulation
introduces the specific migration limit (SML) of 0.05 mg
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of BPA per kg of food. But, for the materials in contact
with food for infants and young children, the new
regulation prohibits the use of BPA as a precaution [13].

Food and drinks have been identified as the main
source of BPA exposure in humans, due to its migration
from the plastic containers to the food products. Research
has shown that BPA is absorbed rapidly and efficiently
into the gastrointestinal tract, converted to BPA-glucur-
onide and rapidly eliminated from the blood by urine.
Nearly 100 % of exposed BPA is recoverable in urine
within 24 hours [14]. Unfortunately, unconjugated BPA,
its strength is as high as estradiol, which can act at very
low doses and results in changes in certain cell functions
at concentrations ranging from 1 pM to 1 nM [10,15,16].
Studies have reported that BPA can be measured in
follicular fluid, amniotic fluid, placental tissue and um-
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bilical cord blood [8,17]; there is considerable evidence
that bioaccumulation of BPA can occur during pregnancy
[10]. Some other studies suggest that the effects of BPA
may be more pronounced in the fetus, infants and young
children; they are less effective in removing substances
from their systems [1]. The potential effects of BPA on
the brain, behavior and prostate glands of fetuses, infants
and young children have been studied [1]. Moreover,
increased risks of cancer, obesity, diabetes, heart prob-
lems, reduce immune function and impaired reproduction
in adults have been also investigated [2,18-20]. Therefore,
it is very important to establish a reliable method for
determination and monitoring BPA trace amounts and to
evaluate the potential risks associated with cumulative
low-dose exposures to BPA.

Currently, many analytical methods have been used
for the determination of BPA such as high performance
liquid chromatography (HPLC) [21,22], liquid chromatog-
raphy-mass spectrometry [23,24], gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) [25,26], fluorescence analy-
sis [27,28], colorimetric [29] and electrochemical methods
[16,30-34]. However, electrochemical technics are most
important due to their high sensitivity, simplicity, low
cost, miniaturization, cheap instrument, fast and real time
response compared to the other methods. The develop-
ment of electrochemical sensors via a modifying electrode
is a common strategy for the electrochemical detection of
BPA. Therefore, various types of electrodes have been
modified, for this purpose, with the use of enzymes [35],
antibodies [36], chitosan [37], graphene [38,39], carbon
nanotube [30], gold nanoparticles [27], quantum dots [40]
and polymer[41,42].

In this research, thioether oligomer DDT-Poly(N-
vinylpyrrolidone) has been prepared by a simple bulk
radical polymerization in presence of a thermal initiator
benzoyl peroxide (BPO) and transfer agent dodecanethiol
(DDT). Resulting oligomer has been used for gold
electrode modification for BPA sensing for the first time.
The characterization of synthesized thioether oligomer
DDT-Poly(N-vinylpyrrolidone) and the corresponding
modified gold electrode were carried out by 'H NMR,
FTIR, size exclusion chromatography (SEC), cyclic
voltammetry (CV), electrochemical impedance spectro-
scopy (EIS) and atomic force microscopy (AFM).

2 Experimental
2.1 Materials

All chemicals required for experiments were of analytical
purity and used as received; N-vinyl pyrrolidone (NVP,
+99%) was purchased from Aldrich. Hydroquinone (+
99 %), Resorcinol (99 %) and Phosphate buffer saline
were purchased from sigma. Phenol (>99.5%) was
obtained from Riedel-DeHaén. Bisphenil A (>99 %),
Potassium hexacyanoferrate(II) trihydrate(>98,5%), Po-
tassium hexacyanoferrate(III) (>99 %), heaxane (>99 %)
and chloroform (>99 %) were purchased from Sigma-
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Aldrich. 1-dodecanethiol (DDT, >97 %) and Benzoyl
peroxide (BPO, >99 %) was obtained from Fluka. All the
measurements were carried out at room temperature in a
0.01 M PBS buffer solution containing ions [Fe(CN),]* "~
at a concentration of 5 mM (pH=7.4).

2.2 Methods

Electrochemical experiments were carried out with a
VMP3 multichannel potentiostat (Biologic-EC-Lab,
France) with a conventional three-electrode cell. A
saturated calomel electrode (SCE) and a platinum elec-
trode were used as reference electrode and auxiliary
electrode, respectively. Gold working electrodes (WEs)
(1 cm?) based on 300 nm of gold coated onto silicon and
silicon oxide substrate (Si/SiO,) were used as transducer
for the electrochemical sensor. WEs were fixed within the
teflon electrochemical cell [43]. The surface of gold WEs
exposed to the electrochemical measurements was
0.3 cm®.

Infrared spectra of monomer and synthesized thio-
ether oligomer were recorded on FTIR spectrometer
Nexus 470 (Thermoscientific France) in a total reflexing
attenuated on crystal of diamond in monoreflexion
(Smart-orbit, Thermo Scientific). The average weight and
polydispersity of synthesized thioether oligomer was
determined by using steric exclusion chromatography
(SEC). The analyzes are carried out using an AGILENT
1200 Series isocratic pump equipped with an AGILENT
1200 Series, automatic switch and a set of columns.
Detection is performed by an AGILENT 1260 Infinity
Series Refractometer with debit of 1.0 mL.min"" in 30°C
(columns). "H NMR spectrum was recorded in CDCl; on
a Bruker AV400 MHz spectrometer at room temperature
using the & scale and tetramethylsilane (TMS) as an
internal standard. Chemical shift was given in ppm
relative to tetramethylsilane.

The hydrophilic character of the modified gold work-
ing electrodes (WEs) was investigated by contact angle
measurements using ‘Digidrop’ from GBX (France).
Here, 5 uL of deionized water were dropped onto the
modified electrode surface and the digital camera asso-
ciated with the instrument captures the images. The
contact angles were obtained from different areas of the
WEs. The volume and the size of the water droplets were
kept constant.

Atomic Force Microscopy (AFM) was performed in
air under ambient conditions using a Nano observer (CSI
Company, France). Measurements were made using
silicon cantilever tip (ScienTec AppNano). The cantilever
size L: 125 pm, W: 35 pm and T: 4.5 um. The tip radius:
<10nm, H: 14-16 ym and with a frequency of 200-
400 kHz and spring constant of K: 25-75 N/m. The
scanning images were performed at 669 mV amplitude,
3.18 V set point and Tip DC at 477 nV. Measurements
were performed in taping mode with a speed of 0.25 lines
per second and 511 resolutions.
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Scheme 1. Radical polymerization reaction of NVP in the presence of DDT.

2.2.1 DDT-Poly(N-vinylpyrrolidone) Synthesis
(DDT-PNVP)

The synthesis of thioether oligomer (DDT-PNVP) was
carried out by the free-radical bulk polymerization as
follow: 2 mL of N-vinyl pyrrolidone (NVP, 18,76 mmol)
was heated at high temperature between 100°C and 110°
C for 48 h in the presence of thermal initiator, benzoyl
peroxide BPO (10 mg, 0.0413 mmol) and 0.96 mL of
dodecanethiol (DDT, 4 mmol). The mixture was degassed
for 30 min by using ultrasonic apparatus before heating in
an oil bath. After cooling, viscous product, yellow to
orange in color, was obtained. For removing unreacted
monomer and oligomer with very low weight, the final
product was dissolved in chloroform and re-precipitated
in cold n-hexane several times. Oligomer thus obtained
was dried, at ambient temperature then at 50°C to a
constant weight. The yield of thioether oligomer DDT-
PNVP was 62.68 %.

2.2.2 Preparation of Modified Gold Electrode
(GE/DDT-PNVP)

Gold substrate was washed twice with acetone in an
ultrasonic bath for 15 min, followed by incubation in piranha
solution (H,SO,/H,0,:3v/lv) for 5min to remove the
inorganic and organic impurities present on the surface.
Then, the substrate was rinsed thoroughly with absolute
ethanol and distilled water and finally dried with nitrogen.
The cleaned gold substrate was incubated in the thioether
oligomer solution (0.35 g/mL of DDT-PNVP) in chloroform
for 48 hours at 4°C. Prior to any electrochemical measure-
ment, the gold substrate was rinsed with ethanol and
distilled water several times to remove the unattached
oligomer. The measurements were made in PBS buffer
containing Ferro/Ferricyanide ions Fe(CN)* ™~ at a concen-
tration of 5 mM (pH="7.4).

3 Results and Discussion
3.1 Synthesis and Characterization of DDT-PNVP

DDT-PNVP was synthesized by the chain transfer radical
polymerization method using NVP as a monomer and
DDT as the chain-transfer agent (Scheme 1). The use of
DDT is for the purpose of having a chain end containing
sulfur. The polymerization reaction is initiated by a
thermal initiator, benzoyl peroxide BPO at 100-110°C for
48 h, in fact DDT also contributes to the initiation of the
polymerization; sulfur has a great affinity to radicals and
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can easily lose its thiol-hydrogen in radical form [44]. The
molecular weight of the DDT-PNVP oligomer was
determined using size exclusion chromatography (SEC).
The average molecular weight (Mw) was found to be
1790 g/mol relative to polystyrene standards, with a
polydispersity index (PDI) of 1.37. The calibration is
carried out with polystyrene standards of increasing
molecular weight (3600, 7200, 10050, 12900, 21720 g/mol).
The molecular weight of N-vinylpyrrolidone is 111.14 g/
mol corresponding to chain length approximately PD =16
(polymerization degree). However, the low molecular
weight of the polymer (<2000 g/mol) and the relatively
narrow molecular weight distribution, are due to the
radical polymerization technique used. 'H NMR and
FTIR spectroscopy were selected to validate the structure
of the ligand DDT-PNVP oligomer (Figure. SI.1 and SI.2
in the supporting data).

FTIR spectrum of DDT-PNVP, provided in Figure
SI.1 (in the supporting data), illustrate the absorption
peaks at 2953.36 and 2892.91 cm™'. These were associated
with the asymmetric and symmetric stretching vibrations
of aliphatic methylene (—CH,—) and methyl (—CH;)
coming from oligomer and from DDT linked at its
extremity. The band at 1662.98 cm™' originates from the
vibration of the carbonyl bond (C=0). The large band
around 3440 cm™ can be attributed to the O—H stretching
vibrations; this is because the carbonyl groups can form
hydrogen bonds with traces of water (moisture). The
strong band at 1288.94 cm™' was the stretching vibration
of C—N bond. In the monomer (NVP) spectrum, the
strong bands at 1629.24 cm ™' and 1705.05 cm ™' correspond
to the absorptions of the double bond (C=C) and
carbonyl bond respectively. The absorption peaks at
3109.03, 981.82 and 930.72 cm™! were attributed to the
bond (=C—H) of the double bond. The stretching
vibration of C-N bond in the monomer appeared at
1285.8cm™. On the spectrum of polymer, the band
characteristics of vinyl group were disappeared, which
clearly shows the disappearance of the monomer after the
polymerization reaction and the purification step (Figure
SI.1 in the supporting data).

The proton nuclear magnetic resonance (‘H NMR)
spectra of the synthesized DDT-PNVP is presented in
Figure SI.2 (in the supporting data). For protons of
pyrrolidone group in NVP, the main chain methine (Hj)
and methylene protons (Hs) are assigned around 3.6—
4.01 ppm and 1.5-1.88 ppm, respectively. The side chain
methylene protons are assigned in the range 3.0-3.42 ppm
(H;), 2.13-2.5ppm (H,), and 1.8-2.1 ppm (Hy) [45,46].
Signals located at 0.88, 1.25, 143 and 2.37 ppm are
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Fig. 1. Proposed morphology of gold electrode modified by thioether oligomer (GE/DDT-PNVP).

assigned to the aliphatic protons of the DDT fragment,
linked to the chain end of the oligomer, H,, H,, H; and H,
respectively [47].

3.2 Characterization of Modified Gold Electrode
GE/DDT-PNVP

The GE/DDT-PNVP was prepared by a simple incubation
of clean gold substrate in DDT-PNVP solution in chloro-
form. The presence of the DDT fragments at the end of
the oligomer chain, which contain sulfur, helps the
oligomer attach to the surface of gold, because sulfur
atom is known by its affinity with gold. Thiol can form,
according to the literature, monolayers on gold surfaces,
with >85% of their sulfur atoms forming bonds (Au—S)
to the gold substrate [48]. Contrary to this, thioether
retains its structure; there is many evidences confirming
that thioether (dialkyl sulfides) molecules can be ad-
sorbed on gold surface with double-chain conformation
without C—S cleavage and most thioether molecules are
held on the surface by “physisorption” [49,50]. Figure 1
shows a schematic illustration of the proposed morphol-
ogy of GE/DDT-PNVP.
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Fig. 2. Cyclic voltammograms of gold WEs (A) before and (B)
after modification by DDT-PNVP. The measurements were
made in PBS in the presence of Fe(CNg)**~, scan rate 100 mV/s.
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The electrochemical properties of the modified gold
WEs were determined by CV and by EIS. Figure 2 shows
CV analysis of the gold WEs before and after chemical
surface modification with DDT-PNVP. CV was recorded
by varying the potential from — 400 mV to + 600 mV with
a scan rate of 100 mV/s. For bare gold, a couple of redox
peaks of Fe(CN)s "~ (supporting electrolyte) were
observed with peak-to-peak separation (Alp) of 1.66 mA
and (AEp) of 24.54 mV. When the substrate was covered
with DDT-PNVP, a decrease of charge transfer was
observed; a couple of redox peaks of Fe(CN)s ™~ were
obtained with peak-to-peak separation (Alp) of 1.09 mA
and (AEp) of 31.26 mV. The decrease in current indicates
that DDT-PNVP could effectively decrease the electron
transfer rate between the gold electrode surface and Fe
(CN)s**~ solution which could be attributed to the bad
conductivity of DDT-PNVP.
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Fig. 3. Nyquist plots of bare gold WEs (A) and DDT-PNVP
modified gold WEs (B). The EIS were recorded in the presence
of Fe(CN)y* " at a frequency range between 1 Hz and 200 kHz,
at a potential of 0.2 V. The impedance behavior of the electrolyte
can be fitted to a Randles model; that includes the solution
resistance (Rs), charge transfer resistance (Rct), constant phase
element (C,) and Warburg impedance element (W).
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Nyquist plots presented in Figure 3 clearly demon-
strate the impedance difference between unmodified and
DDT-PNVP modified gold WEs. The first Nyquist plot
semi-circle corresponds to bare gold with low transfer
charge resistance (Rct) at the interface electrode/electro-
lyte. After the modification with DDT-PNVP, the diame-
ter of the Nyquist plot semi-circle was much larger with
high impedance. This increased impedance (increase of
Rct) was induced by the formation of thioether oligomer
layer, on the gold WEs, and implying good blocking
behavior and complete control of charge transfer for the
transfer process. The Faradaic impedance measurements
are in good agreement with CV measurements. The
recovery rate was calculated by using the equation (1) and
found to be 6=67.66%. The interaction type of the
thioether with gold surface can explain the low value of
the recovery rate; thioether adsorb on the surface of gold
with a double-chain conformation and this structure is
more congested and leads to a low density [S0].

Ret,
0=1- Ret 1)

Where, Rct, is the charge transfer resistance at bare
gold and Rct is the charge transfer resistance at the GE/
DDT-PNVP under the same condition.

The chemical surface modification was also confirmed
by the wettability study using water contact angle
measurements. A camera recorded the image of the water
droplet deposited on the gold electrode surface and the
contact angle was calculated from the droplet shape by an
image-analysis system. The contact angle value for the
bare gold was found to be 67.19° while after treatment
with the piranha solution a decrease in the contact angle
value was observed (33.49°). After the modification with
DDT-PNVP, the contact angle of the modified gold
substrate revealed a slightly increase from 33.49° to 45.88°
(Figure S1.3 in the supporting data), which confirms that
the surface has been modified and the sensing film was
deposited on the gold WEs surface.

Electrochemical active surface area of GE/DDT-
PNVP was determined by Chronoamperometry. In this
method, the potential of the working electrode is stepped
and the resulting current from faradaic processes occur-
ring at the electrode is monitored as a function of time. In
chronoamperometric studies, the current for the electro-
chemical reaction of ferrocyanide, that diffuse to a
electrode surface, is described by the Cottrell equation
(Eq.2) [51], which defines the current-time dependence
for linear diffusion control.

D

Slope = nFA C\/g 3)
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Fig. 4. Plot of I-t curve of GE/DDT-PNVP in PBS containing
5mM Fe(CN),> ™ at a potential of 0,2 V; and the plot of I-t™*?
curve derived from the data of chronoamperometry for the same
sample as inset (I,=10"* (—1.517-1.1454 t"'?), R*=0,99).

Where, n is the number of electrons involved, A is the
electrochemical active area, F is the Faraday constant
(96500 C.mol™), D is the diffusion coefficient (7.6
10°cm?s™") and C is the concentration of Fe(CN)> ™
(5 mM). Figure 4 depicts typical chronoamperometric
response, I vs t plot at a potential of 0.2V and the
resulting I vs t ~? representation. The chronoamperogram
I vs t ' plot was found to be straight line (R*=0.99).
From the slope (Eq.3) the electrochemical active area of
the GE/DDT-PNVP electrode obtained was 0.15 cm®.

AFM was also used to characterize the topography
modification of gold WEs before (A) and after chemical
surface modification (B). Figure 5 shows gold surface
topography and the surface morphology as well as the
film thickness of DDT-PNVP deposited on gold WE (B).
At the micrometric scale, the oligomer layer is in the form
of relatively dense and homogeneous globules. The
roughness parameter was calculated in order to permit
the comparison of the layer density after modification.
The bare gold has a roughness factor of 0.43 nm, after
modification the oligomer layer has a roughness factor of

Fig. 5. AFM images of gold WEs: (A) bare gold and (B) GE/
DDT-PNVP.
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3.7 nm. This increases of roughness factor confirms the
surface modification of the gold substrate.

3.3 Electrochemical Behavior of Bisphenol A on
DDT-PNVP Modified-gold Electrode

The prepared GE/DDT-PNVP was immersed during
30 min into solution containing BPA with different
concentrations ranging from 1 pg/mL to 20 pg/mL. After
each incubation, the electrochemical sensor was washed
with absolute ethanol and water. EIS measurements were
carried out, after each incubation, in a 0.01 M PBS buffer
solution containing Fe(CN)~ at a concentration of
5 mM (pH=7.4) within the frequency range from 1 Hz to
200 KHz and at a potential of 0.2 V. Figure 6, shows a
distinct EIS response (Nyquist diagram (A) and the
corresponding Bode plots (B)) of the GE/DDT-PNVP for
different concentrations of BPA. The first Nyquist plot
semi-circle corresponds to blank GE/DDT-PNVP. After
incubation of the electrochemical sensor in BPA for
30 min, the second Nyquist plot semi-circle has shifted
and decreased from the first highlighting thus the
adsorption of BPA onto the sensitive membrane. The
radius of the semicircles, in the Nyquist plots, decrease
linearly with increasing BPA concentration. The efficient
trapping of BPA molecules within thioether oligomer
caused the increase in electrochemical current. In the
work of Dahlia C. Apodaca et al, they also found, that the
total impedance, obtained during the rebinding of the
different concentrations of BPA on the imprinted film,
decreases with an increase in BPA concentration [52].
The equivalent electrical circuit shown in Figure 5
modeled resulting impedance spectra, obtained in the

120
—=—0 pg/mL
]l A —e—1 pg/mL
100 +5ZgI:L
—v—10 pg/mL
£ 80+ —<—15 pg/mL
£ —— 20 pg/mL
<] 60
N 404
E
t 20
04
0 50 100 150 200 250 300 350
Re(Z) / Ohm
2.6 —=—0 pg/mL
—e—1pgimL
= ——5 pg/mL
_E 24 ——10 pg/mL
o ——15 pg/mL
g 2.2 —<—20 pg/mL
(=
o
= 2.0
B
1.8

Log (freq/Hz)

Fig. 6. EIS analysis in PBS containing SmM Fe(CN)> ™",
obtained from the increasing concentration of BPA from 1 to
20 pg/mL at a potential of 0.2 V: (A) Nyquist plots and (B) Bode
plots of GE/DDT-PNVP electrode. Measurements was.
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presence of different concentrations of BPA. The binding
mechanism between BPA and the oligomer may be
explained by the formation of hydrogen bonds; hydroxyl
groups in the BPA molecules (on both ends) and nitrogen
or oxygen presented along the oligomer chains favored
the formation of these interactions (hydrogen bonds).
This would imply, that the binding opens up channels in
the adlayer such that Fe(CN)¢> "~ can reach the surface
and undergo electronic transfer. This phenomenon in-
crease with increasing BPA concentrations. Chemical
adsorption energy of BPA molecules binding to the
oligomer layer can be calculated by using Langmuir
equation [53,54], and it was found to be AG°=—65.19 KJ/
mol with a high adsorption constant 0.2712 10° L/g (SII in
the supporting data).

To evaluate the detection limit (LOD), sensitivity and
the linear response range, a calibration curve was formed
(Figure 7). In this calibration curve, the analytical signal
(AR/R=(Rect-Rctj)/Rcty) is plotted versus the concentra-
tion of BPA. The linear relationship (R*=0.9885) be-
tween the AR/R and the concentration of BPA is
according to the equation: AR/R=-0.01017[BPA]-
0.29469. All the measurements were performed with n=3
replicates. The detection limit was calculated from
LOD=3SD/b, where (SD) is the standard deviation of
intercept of the linear calibration curve for three
independent curves and (b) is the slope of the calibration
curve [55]. The LOD was found to be 1.9 pg/mL at S/N=
3 (equivalent to 8.32 pM), and the sensitivity (0.01 pg~"/
mL ™) is the slope of the calibration curve. In addition, it
was obtained a calibration curve with a linear range from
1 to 20 pg/mL (equivalent to 4.38-87.71 pM). The charac-
teristics of relevant and previous modified electrodes for
BPA detection in terms of the concentration range and
detection limit are given in Table 1. Furthermore, The
reproducibility of the modified electrode GE/DDT-PNVP
was evaluated by the measurement of the response to
10 pg/mL of BPA in 0.01M PBS containing 5 mM Ferro/
Ferricyanide ions by impedance spectroscopy. We pre-
pared three different BPA sensors with the same mod-
ification. The relative standard deviation was calculated
and found to be 6.72 %, indicating that the proposed
sensor has good reproducibility.

0.30 e
AR/R=-0.01017[BPA] - 0.29469
0.351
040
<
0.451
0.50

0 5 10 15 20
C(pgmL)

Fig. 7. Calibration plot of the BPA modified gold electrode
Sensor.

Electroanalysis 2019, 31,2112-2119 2117


www.electroanalysis.wiley-vch.de

Full Paper

ELECTROANALYSIS

Table 1. A comparison of the analytical characteristics of the modified electrode developed in this work with relevant modified electrodes for

BPA detection based in the literature.

Electrode Method Linear range LOD Ref
MIP MWCNTs-GNPs/GE Amperometric 1.13107-82110° M 3.6 nM [30]
MIP PPy-TiO2 NTs PEC 4.5-108 nM 2nM [31]
GO-MNPs/CGE (0\% 6.10 *-1,1.10° M 1.710* M [38]
AuNPs/PVP/PGE SWAdSV 0.03-1.1 uM 0.02 yM [42]
GO-Cu,O/GCE (0\% 0.1-80 uM 5310 M [56]
GNPs-AuNPs/GCE DPV 5.107°-100 uyM 0.027 nM [57]
MCH/Aptamers/Au-NPs/BDD Impedimetric 1.0107 -1.010°M 721075 M [58]
DDT-PNVP/GE Impedimetric 4.38 pM-87.6 pM 8.32 pM This work
1= ()
1.00- ¢ Resorcind
) 4 Hydrogpinone Phenol
\'\-\"Hi O
HO OH
o 0.75 /
v Hydroquinone
S O
OH
.. ° HO'
0.5 ¢ Resorcinol
° A A A
% Y v Y CH,
000l .
0 5 10 15 Y.\ CH
Bisphenol A

C(pg/m)

Fig. 8. Calibration plots of GE/DDT-PNVP in BPA, Hydroquinone, Phenol and Resorcinol sensing.

In this work, selectivity of the developed chemical
sensor has also been studied for BPA over other
interfering species, which have the same functional group
as BPA (hydroxyl function). Here, Phenol, hydroquinone
and resorcinol, which are used usually in plastic manufac-
ture as a monomer, stabilizer or inhibitor, were used to
check selectivity of the present sensor. As shown in
Figure 8, the calibration curves, obtained after incubation
of GE/DDT-PNVP in different concentrations of interfer-
ing products between 1 and 20 pg/mL, are not linear. This
indicates that the GE/DDT-PNVP has no sensitivity for
both phenol, hydroquinone and resorcinol products.

4 Conclusion

In the present work, an electrochemical sensor of bi-
sphenol A has been developed by a very simple method.
A thioether DDT-poly(N-vinylpyrrolidone) oligomer has
been synthesized and used to modify the surface of a gold
electrode. The thioether oligomer represents the sensitive
layer in the chemical sensor. Synthesis of oligomer has
been carried out by radical polymerization in the presence
of dodecanethiol as a transfer agent, leading to formation
of polymer chains with an end chain containing sulfur.
Sulfur atom has a remarkable affinity for noble metals,
which helps the oligomer chains to be attached on gold
surface and leading to stable layer formation. Achieved
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results demonstrate that the oligomer-based sensor has
good reproducibility and appreciable sensitivity
(0.01 pg~'/mL™) for BPA and exhibits excellent perform-
ance for BPA determination with a good linearity
relationship for concentration raging from 1 pg/mL to
20 pg/mL (equivalent to 4,38 pM-87.71 pM), with detec-
tion limit of 1.9 pg/mL (8.32pM) at S/N=3. Several
interfering compounds, such as phenolic (phenol, hydro-
quinone and resorcinol) were used and their behaviors on
the modified gold electrode were investigated. The
obtained results demonstrate that the elaborated GE/
DDT-PNVP electrode was found to be more sensitive to
BPA than Phenol, resorcinol and hydroquinone.
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The objective of this study was to synthesize and characterize gold nanoparticles in aqueous
medium. For this purpose, tetrachloroauric acid was reduced by sodium tetrahydroborate and
sodium hydroxide with and without poly(vinyl alcohol) (PVA). The prepared gold nanoparticles were
encapsulated by biodegradable polymer (polycaprolactone) via modified double emulsion evapo-
ration technique. Transmission electron microscopy morphology study of gold nanoparticles was
performed before and after encapsulation. The encapsulated particles were also observed through
scanning electron microscopy. In addition, hydrodynamic size of the prepared dispersions was inves-
tigated. An increase in gold nanoparticle size was observed with the increase in reducing agent
concentration. The presence of PVA led to size reduction of gold nanoparticles.

Keywords: Gold Nanoparticles, Chemical Reduction, PVA, Polymer, Encapsulation,
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Polycaprolactone.

1. INTRODUCTION

Owing to the special optical, electronic, and molecular-
recognition properties of gold nanoparticles (AuNPs), they
are the subject of extensive research, with applications in
a wide variety of areas, such as nanoelectronics, nanotech-
nology, biosensors, biological labeling, radiotherapy, opto-
electronic, and catalysts materials.'”” Gold nanoparticles
(AuNPs) are also used in diagnostic, detection and drug
delivery applications.®°

Different approaches such as chemical, electrochemi-
cal, irradiation method, sonochemical, photochemical, and
seed-mediated methods have been used for the prepara-
tion of gold nanoparticles.* !> Diverse synthesis meth-
ods of gold nanoparticles based on the reduction of
chloroauric acid in the presence of a stabilizer have been
reported. These methods lead to formation of several
types of gold nanoparticles such as: nanorods, nanoshells,
nanocages, nanospheres and surface enhanced Raman scat-
tering (SERS) nanoparticles, with different particle size

*Author to whom correspondence should be addressed.

J. Colloid Sci. Biotechnol. 2015, Vol. 4, No. 2

2164-9634/2015/4/141/006

(2-100 nm).>'¥2! The size and shape of nanostructures
are the key parameters controlling diversified properties
like electronic, optical, thermal and magnetic properties of
materials at nano length scale.”'°

The earliest scientific investigation for the synthesis of
colloidal gold was carried out by Michael Faraday. The
author reported a method for preparation of colloidal gold
by electrochemical reduction of aqueous tetrachloroaurate
ions (AuCl;).” Almost a century later, Turkevich devel-
oped a method for synthesis of gold nanoparticles via cit-
rate reduction of tetrachloroauric acid (HAuCl,).”* The
advantage of the citrate reduction method was its sim-
plicity and it produces particles with a relatively mono-
dispersed distribution of particle sizes. A conventional
gold nanoparticles synthesis method by Turkevich uses
sodium citrate as reducer as well as stabilizer and results
in water-soluble spherical particles with diameters of about
15-20 nm. Citrate-stabilized particles are still widely used
due to their uncomplicated preparation method and excel-
lent visibility of images in microscopy. However, they are
not stable in dry form and their long-term stability in

doi:10.1166/jcsb.2015.1127 141
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solution is also limited. This method has been refined by
G. Frens, he controlled the over average particle size by
varying the ratio of gold salt to citrate reducing agent.”* 2
The Brust method can be used to produce gold nanopar-
ticles in organic liquids like toluene that are not miscible
with water. It involves the reaction of a tetrachloroauric
acid solution with tetraoctylammonium bromide (TOAB)
solution in toluene and sodium borohydride as stabilizing
agent and a reducing agent, respectively.?®

Recently, in 2013, the polyphenols EGCG (epigallocat-
echin gallate) in PVA was used by Zhu?’ to prepare small,
monodisperse and size-controlled AuNPs.

Generally, inorganic nanoparticles have high polarity
and they display very low dispersion stability in organic
media. However, by treating of the surface of inor-
ganic nanoparticles with organic compounds can overcome
low dispersibility problem.?® After nanoparticles forma-
tion, they need to be coated with a suitable stabilizing
layer/capping agent to inhibit the growth of the particles
and prevent their aggregation and to increase their stabil-
ity for further use. Various reagents have been reported to
serve as stabilizing agents. These include polymers such
as different kind of PEG (polyethylene glycol), polyvinyl
alcohol, Polyvinyl pyrrolidone and surfactants such as
tetraoctylammonium bromide, Tween 20 and polysaccha-
ride like chitosan.’?-2°* Furthermore, most commonly
used surface modification methods include grafting thio-
lated surfactants or polymers, adsorption of charged sur-
factants, charged ligands or polymer brushes, attachment
of biological molecules such as DNA, peptides, pro-
teins, antigens or coating a continuous polymer film on
nanoparticles.? 226, 3440

The encapsulation of colloidal nanoparticles has
received great attention in recent years as a method for
producing multifunctional materials. In this process a pro-
tective layer is built up around the core material (nano-
particle) to increase their chemical stability, to improve
dispersibility or to confer specific properties (e.g., opti-
cal, magnetic, or mechanical properties) to the colloid
dispersions. Among the different synthetic pathways, het-
erogeneous polymerization (i.e., emulsion, miniemulsion,
and microemulsion polymerizations), physical encapsula-
tion (polymer adsorption, layer-by-layer assembly, etc.)
and double emulsion-like process have been used for the
encapsulation of nanoparticles. Miniemulsion polymeriza-
tion has been found to be very suitable for the production
of nanoparticles with organic—inorganic nanostructures
of different chemical compositions and morphologies.?®
Polymeric materials used for encapsulating nanoparti-
cles for biomedical applications, such as drug deliv-
ery, diagnosis of disease or targeted chemotherapy must
be biodegradable.® Among natural polymers, proteins or
polysaccharides tend to be degraded rapidly. Polysaccha-
rides have been mainly used in the preparation of drug
delivery systems.?
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The purpose of this study was to synthesize gold
nanoparticles by chemical reduction technique. Tetra-
chloroauric acid was reduced by sodium tetrahydrobo-
rate in the presence and absence of polyvinyl alcohol
(PVA). This reaction was also realized by PVA in pres-
ence of sodium hydroxide. The sodium tetrahydroborate
and PVA concentration were changed and their effects on
particle size and size distribution were investigated. The
prepared particles were characterized in terms of particle
size, particle size distribution and morphology by using
photon correlation spectroscopy and transmission electron
microscopy, respectively.

2. EXPERIMENTAL SECTION

2.1. Materials

Tetrachloroauric acid (HAuCl,, 3H,0) (>99.999%) and
polycaprolactone (PCL) (M, = 14000 g/mol) were
purchased from Sigma Aldrich. Sodium tetrahydrobo-
rate NaBH, (98%) was obtained from Acros Organ-
ics. Polyvinyl alcohol (PVA) (M,, = 31000 g/mol) and
dichloromethane (DCM) were purchased from Sigma
Aldrich. Sodium hydroxide, nitric acid and hydrochlo-
ric acid were obtained from BDH Prolabo-VWR Inter-
national. Milli-Q water was used for the preparation of
aqueous solutions, which was purified by Milli-Q purifi-
cation system (Aquadem® from Veolia Water, France).
All commercially available reagents were used as received
without further purification. Ultrasonic homogenizer sys-
tem “CY-500” ivymen® (500 W, 20 kHz) was obtained
from SELECTA GROUP, Switzerland

2.2. Methods

2.2.1. Preparation of Gold Nanoparticles

The AuNPs were synthesized by the following three
methods:

i. Reduction of tetrachloroauric
tetrahydroborate (NaBH,).

ii. Reduction of tetrachloroauric acid by sodium tetrahy-
droborate in presence of PVA.

iii. Reduction of tetrachloroauric acid by PVA in the pres-
ence of NaOH.

2.2.1.1. Reduction of Tetrachloroauric Acid by Sodium
Tetrahydroborate. Gold nanoparticles were synthesized as
reported in the literature.*' The proper cleaning of glass-
ware and stir magnetic bars is very necessary before
the synthesis of AuNPs. Thus, surfactant and aqua regia
(3 parts hydrochloric acid to 1 part nitric acid, v/v) were
used to clean all the glassware, followed by rinsing with
deionized water. For the synthesis of AuNPs by manual
stirring, initially, 100 mL of Milli-Q water was poured
into a flask and 10 mg of HAuCl, was added, the aque-
ous solution was then shaken to mix the solution prop-
erly. Then, NaBH, was added as a reducer to obtain gold
nanoparticles. By using a micropipette, 2 mL of NaBH,

acid by sodium
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(0.1 M) solution was added dropwise to the gold solu-
tion. Initially, it was added slowly to prevent aggregation,
which was followed by relatively fast addition of NaBH,
and the flask was shaken well after each small volume of
reducing agent added. The color of solution in the flask
changed from yellowish to ruby red indicating to the for-
mation of gold nanoparticles (Fig. 1). In case of mag-
netic stirring, all other components were the same except
stirring mode and the reducing agent solution was added
to gold salt solution dropwise with continuous magnetic
stirring.

2.2.1.2. Reduction of Tetrachloroauric Acid by Sodium
Tetrahydroborate in Presence of PVA. Gold nanoparticles
were also prepared by using NaBH, reduction method in
the presence of poly vinyl alcohol as stabilizer. 100 ml
of AuCl, solution (0.25 mM) was mixed with 100 ml of
PVA solution in a conical flask under continuous mag-
netic stirring for three min., then, 0.1 M NaBH, solution
was added dropwise to the flask. The color of disper-
sion in the flask was changed from yellow to ruby red,
which indicates to the formation of gold nanoparticles.
The solution was stirred for further 15 min for complete
homogenization.

2.2.1.3. Reduction of Tetrachloroauric Acid by PVA in
the Presence of NaOH. The AuNPs were obtained by sim-
ply heating an aqueous solution of gold salt (100 ml,
0.25 mM) in the presence of a mixture of 50 ml NaOH
(0.1 M) and 100 ml PVA (0.01%) under magnetic stir-
ring. The formation of particles was indicated by grad-
ual change in color of the solution (from light yellow to
red) over a time frame of 30 min. After preparation, the
AuNPs were stored in the dark to minimize the photoin-
duced oxidation.

2.2.2. Encapsulation of Gold Nanoparticles

Gold nanoparticles (AuNPs) were encapsulated by the
double emulsion solvent evaporation technique via two
steps emulsification process using ultrasonic homogeniza-
tion as already reported.*’ In brief, the inner aqueous
phase (W1) was consisting of 1.5 ml distilled water, while
oil phase was prepared by dissolving 3 g of PCL in 12 ml
of dichloromethane appropriately to form a clear solution.
Similarly, the outer aqueous phase (W2) was consisting
of 0.5% PVA solution. In the first step of emulsification,
inner aqueous phase was homogenized with oil phase to
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Fig. 1. Schematic illustration of gold nanoparticles preparation process
by NaBH, reduction method.
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form primary emulsion by using sonication at 70% ampli-
tude for 5 min. In the second step, the primary emulsion
was dispersed in 150 ml of the outer aqueous phase by
using ultrasonic homogenization (70% amplitude, 8 min),
which resulted into double emulsion. Subsequently, the
organic solvent evaporation from the prepared dispersion
with the help of rotary evaporator resulted in formation
of solidified particles. The above procedure was used for
blank formulation. For AuNPs encapsulation, the inner
aqueous phase was replaced by 1.5 ml of gold nanopar-
ticles dispersion. All the experiments were performed
in triplicate. Finally, the polymeric particles incorporated
with AuNPs were then recovered by centrifugation at
10000 rpm for 10 min and washed three times with deion-
ized water properly and further characterizations were
performed.

2.2.3. Characterizations

2.2.3.1. Particle Size Measurement. The average parti-
cle size of the prepared colloidal dispersions was measured
by photon correlation spectroscopy (PCS) using a Malvern
Zetasizer 3000 HSA (Model-Nano ZS, Malvern Instru-
ments limited, UK). Prior to measurement, the samples
were diluted with 1 mM NaCl solution. The measurements
were performed in triplicate at 25 °C.

2.2.3.2. Transmission Electron Microscopy and Scan-
ning Electron Microscopy. The prepared gold nanopar-
ticles and submicron PCL particles incorporated with
AuNPs were observed by using transmission elec-
tron microscopy (TEM). TEM was performed with a
Philips CM120 microscope at the “Centre Technologique
des Microstructures” (CTw) at the University of Lyon
(Villeurbanne, France). A small drop of suspension was
deposited on a microscope grid (copper support covered
with carbon) and slowly dried in open air. The dry sam-
ples were observed by TEM under 100 kV acceleration
voltages. For, submicron PCL particles incorporated with
AuNPs, scanning electron microscopy (SEM) was also
performed with a Hitachi S800 FEG microscope at the
“Centre Technologique des Microstructures” at the Uni-
versity of Lyon (Villeurbanne, France). A drop of diluted
aqueous suspension of submicron particles was deposited
on a flat steel holder and dried at room temperature. The
sample was finally coated under vacuum by cathodic sput-
tering with platinum. The samples were observed by SEM
under an accelerating voltage of 15 kV.

Table I. Synthesis of AuNPs under different operating conditions.
Stirring Formulation HAuCl, NaBH, Diameter
mode code (ml) (ml) (nm)
Manual Au3l 100 1 18.12
Au3 100 2 22.63
Magnetic Au33 100 1 73.00
Au32 100 2 167.6
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Table II. Synthesis of AuNPs in presence of PVA.

Formulation HAuCl, PVA NaBH, Diameter
code (ml) (ml) (ml) (nm)
Aul 100 100 (0.01% wt) 1 248
Aul2 100 100 (0.04% wt) 3.5 92

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Preparation and Characterization of

Gold Nanoparticles
3.1.1. Reduction of Tetrachloroauric Acid by

Sodium Tetrahydroborate

The AuNPs were prepared by manual stirring as well
as magnetic stirring using NaBH, as reducing agent. As
shown in Table I, in case of manual stirring, when we used
1 ml of NaBH, (0.1 M), AuNPs of 18 nm particle size was
obtained, and when we doubled the NaBH, concentration
(2 ml), a slight increase in the particle size (22 nm) was
observed. Similarly, in case of magnetic stirring, the parti-
cles size of AuNPs there was also increased by increasing
the concentration of reducing agent. The particles size of
AuNPs was 73 nm and 167 nm when we used 1 ml and
2 ml of reducing agent, respectively. However, the parti-
cles size obtained by using manual method was smaller as
compared to magnetic method. The increase in particles
size with increase in reducing agent concentration may
be due to the excessive reduction of AuNPs even after
its preparation as already reported in literature*> and this
might be controlled by using proper capping agent.

3.1.2. Reduction of Tetrachloroauric Acid by Sodium
Tetrahydroborate in Presence of PVA as
Stabilizing Agent

The gold nanoparticles were also prepared by using

NaBH, reduction method in the presence of different con-

centrations of PVA as stabilizing agent (Table II). Initially,

when 0.01% of PVA solution (100 ml) and 1 ml of reduc-
ing agent were used, the particle size was found to be

248 nm. Subsequently, when the concentration of PVA

was increased to 0.04% a dramatic decrease in particle

size i.e., 92 nm was detected, even with highest amount of
reducing agent (3.5 ml). PVA act as stabilizing agent and
prevent the aggregation of particles in liquid dispersions.
The increase in PVA concentration augments the surface
coating of the particulate systems thus contributes to the
stability of colloidal dispersions.*?

3.1.3. Reduction of Tetrachloroauric Acid by PVA in
Presence of NaOH

Gold nanoparticles were prepared by using PVA as reduc-
ing agent in the presence NaOH under magnetic stirring.
The particle size of AuNPs obtained during this process
was found to be 61 nm. This reaction results in destabiliza-
tion of the complex between AuCl; and PVA at 50-60 °C,
resulting in the transformation of AuCl; ion to Au(0).
These results indicate that PVA can be used successfully
as reducing agent for the preparation of gold nanoparticles.

3.2. Characterization

3.2.1. Particle Size Determination

The hydrodynamic particle size of AuNPs was determined
by photon correlation spectroscopy (PCS). The smallest
size particles were obtained when manual stirring was used
in the presence of NaBH, as reducing agent. The average
particle sizes were 22 nm and 18 nm for sample Au3 and
Au31 respectively. The size distribution of Au31 particles
was in between 13 nm to 20 nm as shown in Figure 2.

3.2.2. Transmission Electron Microscopy

The morphology of the prepared gold nanoparticles
was observed by using transmission electron microscopy
(TEM). A small drop of suspension was deposited on
a microscope grid (copper support covered with carbon)
and slowly dried in open air. Afterword, various sam-
ples of AuNPs were observed with TEM. The results
showed that formation of spherical gold nanoparticles
(Figs. 3(A and B)), apparently TEM images particles size
seem to be smaller as compared to hydrodynamic parti-
cle size determined by dynamic light scattering analysis.
Additionally, the relatively large particle size measured
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Fig. 2. Size distribution of gold nanoparticles synthesized by manual stirring in presence of NaBH, as reducing agent.
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Fig. 3. TEM images of gold nanoparticles prepared with NaBH, reduc-

tion method (A, B) and TEM images of AuNPs encapsulated with
PCL (C, D).

by DLS technique may be due to possible aggregation
in particulate dispersion. The morphology of the poly-
caprolactone submicron particles incorporated with gold
nanoparticles was also observed by using TEM. The
results showed that the obtained particles are spherical in
shape and the gold nanoparticles are well dispersed within
the polymeric matrix (Figs. 3(C and D)). Some small size
AuNPs can also be seen in surroundings of the polymeric
particles, which represent the encapsulated gold nanopar-
ticle in the medium (Fig. 3(D)).

3.2.3. Scanning Electron Microscopy

Scanning electron microscopy (SEM) of encapsulated
gold nanoparticles was also performed in order to inves-
tigate the morphology the obtained particles (Fig. 4).

o

Fig. 4. SEM images of PCL particles containing AuNPs (A, B)
prepared by the double emulsion solvent evaporation technique.

J. Colloid Sci. Biotechnol. 4, 141-146, 2015

The SEM images showed that the polymeric particles
containing AuNPs have smooth surfaces with spherical
shapes. The smooth surfaces of polymeric particles sup-
port the assumption that the AuNPs release would occur
through surface erosion of polymeric particle. Further-
more, some bringing among the particles were observed
in the SEM images, which is possible due to presence of
PVA as stabilizer during the encapsulation process, which
is sticky in nature.

4. CONCLUSION

The present work was carried out in order to investigate
the synthesis and characterization of gold nanoparticles
and their encapsulation with a biodegradable polymer i.e.,
polycaprolactone. The effects of various experimental con-
ditions on the particle size and size distribution have been
studied. The formation of gold nanoparticles was evident
from the change in color of gold salt solution from yel-
lowish to ruby red with the addition of reducing agents.
It has been shown that smaller nanoparticles with narrow
size distribution were obtained in the case of the man-
ual stirring method with lowest amount of reducing agent.
Furthermore, the addition of PVA along with reducing
agent has also significant effect on long time stabiliza-
tion of dispersed system and diminishes the prospects of
rapid aggregation. The gold nanoparticle size estimated
from TEM images were smaller compared to the hydrody-
namic particle size obtained from DLS analysis. The TEM
morphology of gold nanoparticles showed their spherical
morphology with uniformly dispersed distribution. TEM
images of PCL particles incorporated with AuNPs have
also revealed their spherical morphology with core—shell
structure and the proper distribution of gold nanoparticles
throughout the polymeric matrix. SEM morphology of the
encapsulated particles (PCL-AuNPs) showed their smooth
surfaces with spherical shapes. Some bridging among the
particles was observed due to the sticky nature of the sta-
bilizing agent PVA.

From this work, it can be concluded that reducing agents
such as NaBH, and PVA can be used successfully for
the preparation of gold nanoparticles and these AuNPs
could be used as MRI contrast agent in various biomedical
applications both in vitro and in vivo, and visualization of
various tumor tissues. Functionalization of these particles
would be possible for various other potential applications
in different fields.
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Gold nanoparticles have been used in various applications covering both electronics, biosensors, in vivo
biomedical imaging and in vitro biomedical diagnosis. As a general requirement, gold nanoparticles
should be prepared in large scale, easy to be functionalized by chemical compound of by specific ligands
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morphology was investigated. Moreover, special attention has been dedicated to comparison of particles
size measured by various techniques, such as, light scattering, transmission electron microscopy, UV
spectrum using standard curve and particles size calculated by using Mie theory and UV spectrum of gold
nanoparticles dispersion. Particle size determined by various techniques can be correlated for
monodispersed particles and excess of reducing agent leads to increase in the particle size.
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1. Introduction

Over the last three decades, nanoparticles research has received
an increasing interest. This is due to the unique size dependent
properties of nanoparticles, which are often thought as a separate
and intermediate state of matter between individual atoms and
bulk material [1]. Metal nanostructures present a wide variety of
remarkable physical and chemical properties, which can be
modified by changing their size, morphology, composition, and
various preparation parameters [2,3]. Gold nanostructure have
attracted considerable attention for many years because of their
extensive use in various applications such as catalysis, photonics,
electronics, optoelectronics, diagnostic, delivery, chemical, biolog-
ical and biomedical sensing, photothermal therapy, surface
plasmon resonance and surface-enhanced raman scattering (SERS)
detection [4-11]. Gold nanoparticles (AuNPs) are considered as
good candidate for labeling applications due to its ability of strong
interaction with visible light. Upon interaction with light, the
excitation of free electrons in gold atoms lead to a state of collective
oscillation called surface plasmon resonance (SPR), which provide

* Corresponding author.
E-mail address: elaissari@lagep.univ-lyon1.fr (A. Elaissari).

http://dx.doi.org/10.1016/j.materresbull.2015.12.026
0025-5408/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

gold the ability to absorb and scatter visible light depending upon
its size, shape and agglomeration state [12,13]. AuNPs can be
targeted and accumulated at specific tissue of interest thus enable
visualization of that area under study. They can be detected by
several techniques including phase contrast optical microscopy,
dark field microscopy, photothermal imaging [14,15] and confocal
scanning optical microscopy [16,17]. AuNPs have been reported to
lack the capability to induce adverse and acute toxicity, thus, they
are considered biocompatible device for biomedical applications

[18-21]. These properties of nanoparticles result from the
extremely high proportion of surface atoms, this factor is directly
dependent on the size of the nanoparticle. Indeed, the possibility to
control these properties by adjusting the size of the nanoparticle,
has been the cause of extensive investigation. Contrary to bulk
materials that have constant physical properties regardless of
mass, nanoparticles offer unique opportunities to control the
electrical, magnetic and optical properties by modifying their
diameter.

Nanoparticles can be prepared from various materials by
relatively simple methods. In recent years, several types of
methods have been published and reviewed. Currently, there are
two kinds of approaches commonly used to prepare nano-
particles, the “top down approach”, which involves the constant
division of bulk metals into nanoparticles and the “bottom-up
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approach”, which involves the building up of nanoparticles from
the atomic level (metal ions) [3,8,22]. Various techniques such as,
chemical, electrochemical, irradiation, sonochemical, solvother-
mal, photochemical and laser ablation have been used to prepare
nanoparticles from metal ions precursors in the presence or
absence of a capping agent [9,23-27]. Michael Faraday was the
first to study the formation of colloidal gold particles from a
scientific point of view and used phosphorus agent for the
reduction of [AuCl4]~ ions [28]. During the last century, numerous
easy to handle reducers were found, such as sodium borohydride,
thiosulfate, or organic ones like, sodium citrate, ascorbic acid,
alcohols (polyalcohol) and amines [9,29-33]. The Turkevich
method is still one of the most applied procedures, in which,
sodium citrate reduces [AuCl,]~ in hot aqueous solution to give
colloids of 15-20 nm [34]. Citrate itself and its oxidation products
can act as protecting agents, even if no other stabilizer is used.
However one of the most popular methods for preparation of gold
nanoparticles of various sizes comes from Brust et al. It uses
NaBH, to reduce gold salts in the presence of alkanethiols to yield
gold particles of 1-3 nm. And, by varying the thiol concentration,
the particles sizes can be controlled between 2 and 5nm [35].

Characterization methods for analysis and measurement of
nanomaterials are essential in the development of nanotechnolo-
gy; as the sizes, shapes, and structures of nanomaterials influence
their physicochemical properties. The most common technique
used for characterization of metallic nanoparticles is high-
resolution transmission electron microscopy (HRTEM), which
generates a photomicrograph of the core of the nanoparticles,
providing information regarding the particle size, size distribution
and polydispersity of the samples. UV-vis (optical) spectroscopy is
used for analysis of the intensely colored colloidal dispersions
having characteristic surface plasmon absorption [2,36,37]. In a
given preparation of nanoparticles, there is usually a mixture of
different size particles, which, have characteristic surface plasmon
resonance peaks and thus their UV-vis spectra are usually
significantly different, which may help in determining the
nanoparticle size [38].

The aim of this work is to characterize the prepared nano-
particles in terms of morphology, size and size distribution. Special
attention was dedicated to comparison of particles size measured
by light scattering, transmission electron microscopy, by UV using
standard curve and the particles size was calculated using Mie
theory and UV spectrum of gold dispersion.

Table 1

2. Materials and methods
2.1. Materials

Gold(Ill) chloride hydrate (>99.999%) was purchased from
Sigma-Aldrich, and sodium borohydride (NaBH,), 98+%, was
purchased from Acros Organics. Water was deionized using
(Aquadem™ from Veolia Water, France). Nitric acid (68%) and
hydrochloric Acid (35%) were obtained from BDH Prolabo-VWR
International.

2.2. Preparation of gold nanoparticles

The preparation of gold nanoparticles was performed by NaBH,
reduction method as described in literature [39]. Briefly, 10 mg of
HAuCl, was dissolved in 100 ml of deionized water (~0.25 mM),
and shaken properly to mix the solution. And, 0.1 M solution of
reducing agent (NaBH4) was prepared by dissolving 1.891g of
NaBH,4 in 500ml of deionized water. Then, 100ml of HAuCl,
(0.25mM) were taken in 250 ml flask with magnetic stirring at
750rpm (230V, IKA® RET, Germany) and the reducing agent
solution was added drop by drop with continuous stirring. The
color of HAuCl, solution changed from pale yellow to dark red over
several minutes. Stirring process was continued for another 10 min
for complete homogenization. Since the HAuCly is corrosive, a glass
spatula was used to avoid the contact with metal. In the
preparation of gold nanoparticles, cleaning of glassware is very
crucial. Thus, all the glassware and stir magnetic bars were
thoroughly cleaned in freshly prepared aqua regia (HCI/HNOs 3:1,
v/v) and then rinse with distilled water and dried, to avoid
aggregation of residual gold particle and to avoid unwanted
nucleation during synthesis. After preparation of the particles, the
dispersions were centrifuge at 14000rpm for 15min and the
collected particles were redispersed in deionized water before any
characterization. All the gold nanoparticles batches were store in
the dark to minimize the photo induced oxidation.

2.3. Physicochemical characterization of nanoparticles

2.3.1. Hydrodynamic particle size measurement

The hydrodynamic particles size (Dh) of the colloidal dis-
persions was determined by dynamic light scattering (DLS) using
zetasizer from Malvern (England) at room temperature (25 °C). The
mean hydrodynamic diameter is calculated by using the Stokes-
Einstein’s equation:

kT

Dh = 3nnD M

Data from Ghosh et al.[40] in which particle size and maximum wavelengths absorption of gold nanoparticles are reported as a function of trisodium citrate concentration.

Run HAuCl, solution (10 mM, mL) Trisodium citrate solution (1%, mL) Color Amax Average diameter (nm)
Reported Observed

A 1.25 2.000 Dark red 518 - 8.00
B 1.25 1.600 Red 519 - 10.0
C 1.25 1.300 Red 520 - 13.0
D 1.25 1.000 Red 522 16.0 16.0
E 1.25 0.875 Red 526 - 20.0
F 1.25 0.750 Red 528 245 25.0
G 1.25 0.625 Pinkish red 529 - 320
H 1.25 0.500 Pink 532 41.0 41.0

I 1.25 0.400 Pink 534 - 55.0
] 1.25 0.300 Orange 545 715 73.0
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where k is the Boltzmann constant, Tis the absolute temperature, n
is the viscosity of the medium, and D is the diffusion coefficient.
Each sample was prepared by adding 2ml of the prepared
nanoparticles dispersion in quartz cell and then the cell was
placed in zetasizer for analysis. Mean particle size was determined
at a scattering angle of 90° for all the samples. The particle size was
determined in triplicate for all samples, and then averaged.

2.3.2. Transmission electron microscopy morphology and particles size
analysis

Transmission electron microscopy (TEM) was performed with a
Philips CM120 microscope at the “Centre Technologique des
Microstructures” (CTw) at the University of Lyon (Villeurbanne,
France). A small drop of suspension was deposited of a microscope
grid (copper support covered with carbon) and slowly dried in
open air. The dry samples were observed by TEM under 120 kV
acceleration voltages. The average gold nanoparticles diameter and
polydispersity index (PDI) were calculated for each sample by
averaging 200 particles from the TEM images using Image]
software (image processing program developed at the National
Institutes of Health)

2.3.3. Size determination using reported standard curve

The absorbance of gold nanoparticles dispersions was exam-
ined using spectrophotometer (UV-1800 Shimadzu, Japan). The
washed dispersions were redisposed in deionized water and the
absorbance was recorded from 190 nm to 750 nm as a function of
wavelength using quartz cell with a path length of 1 cm. Two major
information were extracted from the obtained spectrum i.e the
maximum wavelength (Anax) and full width at half maximum
(FWHM). The obtained A2 Were used for particle size estimation
by using standard curve [40] and the deduced A,.x and FWHM
used for the calculation of particles using Mie theory.

Various dispersions of gold nanoparticles were prepared and
then analyzed by a double beam UV-vis spectrophotometer
(Shimadzu UV-1800) in the range of 190nm to 750 nm. From
the obtained spectra, maximum wavelength were extracted and
used to estimate the particle size from the reported standard curve
from [40] to access to the gold nanoparticle’s size.

In order to determine the particles size of our samples, the data
reported in Table 1 is used to establish the standard curve reported
in Fig. 2.

The reported data in Fig. 1 is fitted by the following linear
equation:

d(nm) = 2.511 Amax(nm) — 1294.8. )

NaBHa

HAuCls
solution

Stirring

0 T T T T T T )
515 520 525 530 535 540 545 550
Amax (nm)

Fig. 2. Standard curve of particle size versus wavelength (nm) deduced from
Table 1.

This equation gives the relation between nanoparticles size and
maximum wavelength that will be used to estimate the particle
size of the gold prepared particles.

2.3.4. Size determination using UV-vis spectroscopy and Mie theory

The size, concentration, and, in some cases, aggregation level of
AuNP are key points for nanoparticles applications because they
determine chemical, optical, electrical and biological properties
[3,41]. The estimation of the average size of gold nanoparticles
based on the fitting of their UV-vis spectra by the Mie model for
sphere was used and explored in this study [38,41]. In fact, the
average diameter d of various noble metal (Ag, Au, Pt) can be
estimated from electromagnetic theory of Mie [41-44] using the
half-width of resonance optical absorption peak and characteristic
wave length of plasmon resonance “Ap”.

_ vfap?
T wcAM 3)

where “vf” is the electron velocity corresponding to the fermi
energy of the metal, “c” is the velocity of light, A is the full width
at half maximum of absorption band, Ap is the characteristic wave
length at which SPR occurs [45]. In order to find all these
parameters; (full width at half maximum—FWHM, SPR position,
absorbance intensity) spectra were fitted to Lorentzians. We have
employed “ORIGIN 8.0” software. Utilization of the Mie model
consists in an estimation of the average radius by fitting the 300-
800 nm spectral regions.

AuNPs
dispersion

/

stirrer

Fig. 1. Schematic illustration of gold nanoparticles preparation process using NaBH, as reducing agent.
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Table 2

Composition of various formulations for preparation of gold nanoparticles. The concentration of HAuCl4 was fixed (0.25mM, 100ml) for all formulations; only the
concentration of reducing agent (NaBH,4) agent was modified by changing volume of NaBH, (0.1 M). The nanoparticles sizes determined by using different techniques are

tabulated.

Formulation code  Concentration (mM) of HAuCl,

Concentration (mM) of NaBH,4

Amax(nm)  PDI Particle size (nm) calculation versus used methods

DLS uv TEM Theoretical
F1 0.25 2.9 520 1034 154 10.9 114 13.10
F2 0.25 3.8 525 1.059 18.8 235 13.7 8.42
F3 0.25 4.7 520 1054 170 10.9 14.6 9.76
F4 0.25 6.5 523 1.035 194 18.5 10.1 9.70
F5 0.25 7.4 533 1.044 182 43.6 16.2 14.14
F6 0.25 6.9 523 1049 17.7 18.5 15.6 8.10
F7 0.25 115 536.5 1104 303 52.4 223 19.22

3. Results and discussion

As above mentioned, various gold nanoparticles samples are
prepared using the same recipe but not the same amount of
reducing agent in order to know the effect of reducing agent
concentration on particle size, size distribution and morphology.
The obtained gold dispersions were characterized in term of
hydrodynamic particles size, size distribution using light scatter-
ing. The morphology, the particle size and polydispersity were
calculated from TEM image. The intrinsic photophysical property

of the prepared gold nanoparticles was examined by spectropho-
tometry and the particles size was then examined using reported
standard curve or by using Mie theory. The obtained results are
reported in Table 2 as a function of used method, approach and
recipe.

The physicochemical aspect of colloidal system such as, particle
size and zeta potential, are known to influence the physical
stability of colloids, release rate and their interaction with cells and
biological environment. The particles were characterized on the
basis of morphology, particle size and size distribution.

Fig. 3. TEM micrograph of formulations prepared with different concentration of reducing agent (F1) 2.9 mM, (F2) 3.8 mM, (F3) 4.7 mM, (F4) 6.5 mM, (F5) 7.4 mM, (F6a and b)
6.9mM, and (F7a and b) 11.5 mM. Scale bars represent 50 nm in F2 and F3, 100 nm in F6a and 20 nm in all of the rest.
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3.1. Transmission electron microscopy morphology analysis

Transmission electronic microscopy (TEM) was performed in
order to visualize the morphology of nanoparticles prepared by
NaBH,4 reduction of chloroauric acid solution. Particles were
evaluated on the basis of shape, size, size distribution, and
presence of interparticles bridging and aggregation. Under TEM
observations, the nanoparticles produced had spherical shapes
(Fig. 4), with an average particle size smaller than 30 nm. The
average particle sizes were also confirmed by light scattering
analysis (Table 2). TEM Images showed slight aggregation between
some particles (Fig. 4(F7A) and (F7B)), this can be attributed to
excessive reduction of gold salt solution; since comparatively high
concentration of reducing agent was used in this formulation.
However, at low reducing agent concentrations the particles were
fairly detached and homogeneous (Fig. 4(F6A) and (F6B)).

3.2. Particle size analysis via various methods

3.2.1. Light scattering and TEM particles size and size distribution
analysis

Different dispersions of gold nanoparticles were prepared using
various concentrations of reducing agent, while the concentrations
of HAuCl, were kept constant throughout all formulations. Seven
samples (F1-F7) were prepared by using freshly prepared reducing
agent solution (NaBH4). From the obtained results, it was found
that, by increasing the concentration of reducing agent from
29mM (F1) to 74mM (F5), there was no significant effect on
particle size in all formulations and the average particle size was
found between 15.4 nm and 19.4 nm when measured by using DLS
technique (Table 2). However, at high concentration of reducing
agent (11.5mM) the particle was increased to 30.3 nm. Similar
trend of slight increase in particles size was also found, when it was

calculated from TEM images. The average particle size calculated
from TEM, was smaller compare to hydrodynamic particle size as
shown in Table 2, which is logical because, usually hydrodynamic
particle size is larger than TEM particle size. The obtained results
showed that particle size increases with an increase in reducing
agent concentration. This may be due to aggregation and over
reduction of gold salt in the presence of excess of reducing agent.
Though, Ghosh et al. reported a decrease in particle size with an
increase in reducing agent amount, however, they prepared NP via
Frens’ method by using sodium citrate as reducing agent instead of
NaBH4 with adsorbed pyrene on their surface [40]. The polydis-
persity index (PDI) was calculated for each sample from the TEM
images using Image] software and PDI was found between 1.034
and 1.104 (Table 2). The formulation F7 showed relatively high PDI
due to slight attachments of particles.

The particle size distribution, which reflects the polydispersity
of colloidal system, was also examined. It was observed that, with
an increasing in NaBH4 concentration, there was slight increase is
size distribution graph as shown in Fig. 4(C). This is also evident
from TEM images, which shows some particle aggregation in
Fig. 4(F7A) and (F7B). This may be due to high degree of gold salt
reduction leading to slight aggregation, as no stabilizing agent was
used in all formulations. Increase in particle size and size
distribution by increasing reducing agent concentration has been
already reported [33]. The high surface energy of AuNPs makes
them very reactive, which mostly leads to aggregation of particles
without protection of their surfaces [46]. However, at low reducing
agent concentration (F6) the size distribution plot was narrow
(Fig. 4(A) and (B)) with homogenous particle size.

3.2.2. Particles size analysis by UV standard curve based method
For determination of particle size of our samples, we used the
Eq. (2), which was derived from the standard curve (Fig. 2) based
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Fig. 4. Particle size distribution of various formulations prepared with different concentration of reducing agent (A, B and C represent sample F4, F6 and F7 respectively).
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Fig. 5. Absorption spectra of gold nanoparticles dispersion prepared with different
concentration of reducing agent.

on the data taken from Table 1 [40]. For this purpose, first, the
wavelength of maximum absorbance (A,.x) for each sample of
prepared nanoparticle dispersion was determined by using UV
spectrophotometer (Table 2). Subsequently, the particle size was
calculated for each formulation by putting their respective Amax
values in Eq. (2), which relates the Amax with particle size
(diameter).

Each formulation showed specific maximum wavelength
(Amax), Which reflect their photochemical characteristics. The
Amax of different formulations was found between 520 nm and
536.5nm (Fig. 5), and the particles size calculated were in the
range of 10.97 nm to 52.40 nm (Table 2). A tendency of an increase
in absorbance was found as the particle size increase, which were
in agreement to those previously reported [47,48]. The absorbance
increase is due to the progressive increase in particle size; larger
particles have larger molar extinction coefficient values [49-51].
Moreover, the particle size obtained from this calculation was in
agreement with particle size determined by DLS (Table 2) in case of
samples F2, F4 and F6, whereas slight deviations are shown in
samples F5 and F7. The particle size calculated by this technique
was large than DLS results, this may be due to partial aggregation
of particles, especially in sample F7, which can also be seen from
TEM images (Fig. 3(F7)). This equation (Eq. (2)) can be ideal for
completely monodispersed preparations and can be used to obtain
information regarding nanoparticles polydispersity.

3.2.3. Size determination using UV-vis spectroscopy and Mie theory

AuNPs show strong plasmon resonance absorption that is
dependent on the particle size, shape and agglomeration. For
almost spherical gold nanoparticles, the plasmon band maximum

absorption

is generally between 520 and 530nm [52-54]. In order to
determine the particle size, the obtained data of optical absorption
spectra of each sample were fitted using Lorentz equation as below
illustrated in Fig. 6 (for sample F6) in which optical absorption
spectra was presented and mathematically fitted.

The results of particles size estimation deduced from the best
fitting using Mie theory are listed in Table 2. The determined
diameters are in between 8nm to 19nm and almost in good
agreement with those deduced from standard UV curve and TEM
analysis. This method is more accurate and more establish theory
compared to UV standard-based method. This Mie theory based
approach has been already examined and totally approved as
already reported [38]. The reported results showed that for the
particle size larger than 25nm, both the theoretical and
experimental peak positions precisely fit better compared to
particle size smaller than 25 nm. This may be attributed to the
proclaimed increase of the ratio of the surface atoms to bulk atoms
for particle diameter smaller than 20 nm. Amendola et al. [41]
show that the size of free or functionalized gold nanoparticles in
water and other solvents, with diameters in between 4 and 25 nm,
can be measured with an accuracy of about 6%. The literature value
for Plasmon bands is usually in between 520 and 530nm for
spherical gold nanoparticles [3]. The maximum and the bandwidth
of the plasmon band are both strongly dependent on the size and
interactions with the surrounding medium. One can see that the
SPR width increases for decreasing sizes in the 4-28 nm intervals.

4. Conclusion

In this study, the gold nanoparticles were fabricated that can be
used for biomedical applications as imaging contrast agent both in
vitro and in vivo. The effect of reducing agent concentration on the
particle size, size distribution and morphology was investigated
and also the particle size was determined via different techniques
such as, DLS, TEM, UV-vis spectrophotometry and Mie theory. It
was found that concentration of reducing agent did not affect the
particle size and size distribution of gold nanodispersion up to
specific concentration (F6), however, when NaBH, was used in
excess, the particle size was increased with relatively broad size
distribution at high concentration of reducing agent. The reducing
agent concentration had slight effect on particle morphology too,
and TEM images showed that by increasing reducing agent the
practice color become darker with distinct boundaries of particles
and also probability of aggregations increases due to excessive
reduction of gold salt. Moreover, when the particle size was
analyzed by UV standard curve based technique using standard

absorption spectra
fiting of absorption spectra

T T T
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Fig. 6. Optical absorption spectra of the prepared gold nanoparticle (Lorentz fit of sample F6) best fit of the optical surface plasmon absorption spectra using Mie equation.
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curve, the obtained results were in agreement with particle size
measured by DLS in samples where low concentration of reducing
agent was used, however, at high concentration of NaBH, the
particle size calculated was larger than those of DLS technique
because of slight particles aggregation in the sample as already
reported in literature, that UV standard curve based technique
works better for fully monodispersed preparations. The nanopar-
ticle size was also determined by using TEM images, and the
average particle size was found to be smaller as compared to
hydrodynamic particle size determined by DLS technique.
Nanoparticle size was also determined by using Mie theory based
approach, optical absorption spectra of each sample were fitted
using Lorentz equation and the particle size was found between
8 nm and 19 nm and almost in good agreement with those deduced
from standard UV curve and TEM analysis.

From this study, it was concluded that the gold nanoparticles
can be prepared successfully by NaBH, reduction of HAuCly, and
their particle size can be verified through different methods.
Furthermore, these particles can be used in biomedical imaging
techniques as contrast agent such as MRI to visualize different
tissues both for in vivo and in vitro applications and AuNPs can be
surface functionalized for other potential applications in several
field. These particles can be co-encapsulated with anticancer active
agent for theranostic purpose.
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Résumé

Cette thése comporte deux parties principales: la premiére concerne la
synthese et la fonctionnalisation des nanoparticules d’Or (AuNPs). Les AuNPs sont
obtenues par réduction chimique d’un sel métallique (HAuCls). Cette partie est
consacrée a la synthése des oligoméres thioéther, le DDT-PNVP et le DDT-P4VP, et
leurs utilisations comme agents de stabilisation et de fonctionnalisation des AuNPs.
Egalement, des AuNPs, encapsulées par un polymére biodégradable «le
polycaprolactone», ont été préparées par la technique double émulsion «w/o/w».
Des particules de polymeére poly[DMAEMA-co-Styréne] ont été aussi préparées. Les
nanomatériaux ainsi synthétisés ont été caractérisés et étudiés par la SEM, TEM,
FTIR, RMN'H et UV-Vis. Dans la deuxiéme partie, deux capteurs électrochimiques ont
été développés, le premier a été élaboré par modification d’un substrat en Or par le
DDT-PNVP et utilisé pour la détection du BPA. Le deuxieme capteur est élaboré par
modification d’une électrode en carbone vitreux en utilisant le poly[DMAEMA-co-
Styréne], cette électrode est utilisée pour la détection de la mélamine. La
caractérisation des électrodes modifiées a été réalisée par les différentes techniques
d’analyse AFM, CV, DPV, EIS et CA. L'étude électrochimique par la spectroscopie

d'impédance, arévélé une sensibilité et une sélectivité de ces dispositifs.



Abstract

This thesis has two main parts: the first concerns the synthesis and
functionalization of gold nanoparticles (AuNPs). AuNPs are obtained by chemical
reduction of metal salt (HAuCl;). This part is devoted to the synthesis of the thioether
oligomers, DDT-PNVP and DDT-P4VP, and their uses as stabilization and functionalization
agents for synthesized AuNPs. Also, AuNPs, encapsulated by a biodegradable polymer
"polycaprolactone"”, were prepared by the double emulsion technique "w/o/w".
Poly[DMAEMA-co-Styrene] polymer particles were also prepared. The nanomaterials
thus synthesized have been characterized and studied by SEM, TEM, FTIR, 'H NMR and
UV-Vis spectroscopy. In the second part, two electrochemical sensors have been
developed, the first was elaborated by modification of a gold substrate by DDT-PNVP and
used for the BPA detection. The second sensor is developed by modification of a glassy
carbon electrode using poly[DMAEMA-co-Styrene]. This electrode is used for the
detection of melamine. The characterization of the modified electrodes was carried out
by the different analysis techniques AFM, CV, DPV, EIS and CA. The electrochemical study

by impedance spectroscopy revealed a sensitivity and a selectivity of these devices.
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Abstract

This thesis has two main parts: the first concerns the synthesis and
functionalization of gold nanoparticles (AuNPs). AuNPs are obtained by chemical
reduction of metal salt (HAuCly). This part is devoted to the synthesis of the thioether
oligomers, DDT-PNVP and DDT-P4VP, and their uses as stabilization and
functionalization agents for synthesized AuNPs. Also, AuNPs, encapsulated by a
biodegradable polymer "polycaprolactone", were prepared by the double emulsion
technique "w/o/w". Poly[DMAEMA-co-Styrene] polymer particles were also prepared.
The nanomaterials thus synthesized have been characterized and studied by SEM,
TEM, FTIR, *H NMR and UV-Vis spectroscopy. In the second part, two electrochemical
sensors have been developed, the first was elaborated by modification of a gold
substrate by DDT-PNVP and used for the BPA detection. The second sensor is
developed by modification of a glassy carbon electrode, using poly[DMAEMA-co-
Styrene]. This electrode is used for the detection of melamine. The characterization of
the modified electrodes was carried out by the different analysis techniques AFM, CV,
DPV, EIS and CA. The electrochemical study by impedance spectroscopy revealed a
sensitivity and a selectivity of these devices.
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