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ABREVIATIONS

Abréviations

ABTES 4-aminobutyltriéthoxysilane

ADN Acide désoxyribonucléique

a-GLU-2-NP Substrat enzymatique 2-nitrophényl-a-glucopyranoside
APTES 3-aminopropyltriéthoxysilane

APhTMS p-aminophenyltrimethoxysilane

ARN Acide ribonucléique

ATCC American Type Culture Collection

BET Méthode de Brunauer, Emett et Teller pour la détermination de la surface spécifique
B-GUR-2-NP Substrat enzymatique 2-nitrophényl-5-D-glucuronide
BJH Modéle Barrett, Joyner et Halenda

5-NA [B-naphthylamine

COS Gélose Columbia + sang de mouton

COoV Composé Organique Volatil

CSvV Composé Volatil Soufré

Cfu Unité formant colonie

C8-2-NP Substrat enzymatique 2-nitrophényl caprylate

DDL 3,5-diacétyl-1,4-dihydrolutidine

DFT Théorie de la fonctionnelle de densité

DMACA para-diméthyl-aminocinnamaldéhyde

DMPD N,N-diméthyl-para-phénylénediamine

DO Densité Optique

DTNB Acide 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoique)

EPT Eau Peptonée Tamponnée

EtOH Ethanol

FID Détecteur a ionisation de flamme

FTMOS trimethoxy (3,3,3-trifluoropropyl)silane

Hce Constante de Henry

HEAPTES n,n-bis(2-hydroxyéthyl)-3-aminopropyltriéthoxysilane
IMS Ion Mass Spectrometry, spectrométrie de masse & ionisation

MALDI-TOF MS Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization Time Of Flight Mass Spectrometry
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ABREVIATIONS

MeOH Méthanol

MES Acide 2-(N-morpholino)éthanesulfonique
MRSA Methicilin Resistant Staphylococcus aureus
3MPTMS 3-methoxypropyltrimethoxysilane

MS spectrométrie de masse

N-butyl n-butyltrimethoxysilane

no Nombre d’oxydation
2-NP 2-nitrophénol
4-NP 4-nitrophénol

NTCC National Collection of Type Cultures
ODTES n-octadecyltrimethoxysilane

PCR Polymerase Chain Reaction

PDMS Polydiméthylsiloxane

PhTMOS p-aminophenyltrimethoxysilane

ppb Partie par billion

ppm Partie par million

SA Staphylococcus aureus

SAXS Small Angle X-rays Scattering, la diffusion des rayons X aux petits angles
SDS Laurylsulfate de sodium

SPR Résonnance plasmonique de surface
TEOS Tetraethyl orthosilicate

TMOS Tétraméthylorthosilicate

TNB Acide 2-nitro-5-thiobenzoique

TSA Tryptic Soy Agar, gélose trypticase soja
TMSP 3-acetoxypropyltrimethoxysilane

TMSPA (3-acetamidopropyl)trimethoxysilane
TMSPT 3-mercaptopropyltrimethoxysilane
Ufc Unité Formant Colonie

Uuv Ultra-violet
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INTRODUCTION GENERALE

Introduction générale

En France en 2015, prés de 1 400 Toxi-Infections Alimentai llecOs (TIAC) ont
(48%) Bacillus

e marché de ’ana-

été répertoriées. Les agents pathogénes les plus fréquents so.
cereus (10%) , Campylobacter (8%) et Staphylococcus aureus
lyse sanitaire est donc un acteur majeur de I'industrie agroali e. Ce secteur doit sa
croissance a une réglementation de plus en plus strict plantées en occident,
les normes sont, par exemple, particuliérement drasti anada vis-a-vis d’aliments

importés, les notions de sécurité et de controles sani

nalyse de E.C. Alocilja & al., en
2003, répertoriait 144 millions de tests mi i s pour l'industrie agroalimentaire
américaine en 2000 soit un marché de
logique standard, illustrée figure 1 par la dé ion de Salmonella selon le protocole ISO
6579 (2002), est chronophage ; en effet, el ande 4 a 5 jours. [3] Or, afin d’identifier
les contaminations au plus vite peur ’Viiles cotits de rappel des produits (le rappel de
20 tonnes de steaks hachés suite a icion de bactérie E.coli aura couté 500 000 € a
la société Spanghero, en 2011), les industries alimentaires ont besoin de méthodes rapides

et efficaces.

Préparati s \ Isolement sur Détection
5min Enrichis.ement Ennchmamem agor et (tests de
non sélectif 7 : = 3
détection confirmation)

]6-20 h

) 0imLdansde
250+ 275k N Jation 337°C @mwﬂwgmm
de W

pepiuny (revivification)

2443 h

Culture a 37°Csur

milieu gélosé XLD

et un autre milieu
gélosé au choix

Confirmation
biochimique (24h)
ou sérologique

spécifique de Salmonella (protocole ISO 6579,2002). Etape 1 : Homo-
de décoller un maximum de bactéries de la matrice alimentaire pour les faire
passer en pk liquide ou elles pousseront mieux. Etape 2 : Enrichissement non sélectif visant
& accroitre la charge bactérienne. Etape 3 : Enrichissement sélectif pour sélectionner ’agent
pathogene ciblé. Etape 4 : Isolement pour identifier Salmonella (colonies rouges & centre noir).
Etape 5 : Tests de confirmation. [4]
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INTRODUCTION GENERALE

C’est, dans ce contexte de demande de capteurs rapides, sensibles, faciles d’utilisation
et bas cotits, que s’inscrivent ces travaux de thése.

Les agents pathogénes se caractérisent par un métabolome 'qui leur est propre. [5]
Parmi les métabolites qu’ils émettent une partie est volatile. L’analyse de cette fraction
volatile est particulierement intéressante puisqu’elle permet de s’affranchir de la com-
plexité de la matrice. Par ailleurs, il est fortement avantageux de développer des méthodes
de détection au cours des étapes d’enrichissement. Dans le cadre de ce projet, 'axe de
développement vise a la mise au point d’un ensemble de capteurs de composés organiques
volatils (COV) a transduction optique (absorbance ou fluorescence) alliant efficacité, bas
colit et facilité d’usage. Les capteurs sont synthétisés par voie sol-gel afin d’obtenir des ma-
trices nanoporeuses ? (xérogels). [6] [7] [8] La grande surface développée de ces matériaux
permet une adsorption et une accumulation non spécifique des COV. La transduction
optique mise en place, via une éventuelle molécule chimiosensible, permet d’obtenir la

sélectivité.

L’objectif est d’étudier de nouveaux modes de transductions optiques. Pour ce faire,
les travaux ont pris en compte aussi bien des aspects amont comme la formulation chi-
mique de matériaux, que des aspects plus applicatifs comme 'instrumentation et la mise
en forme.

Le chapitre I est consacré a l'état de 'art tant sur la thématique de la détection
microbienne que sur celle des matériaux sol-gel.

Le chapitre II s’attache a la caractérisation des matériaux poreux et la mise en place
de caractérisations par diffusion des rayons X aux petits angles.

Les chapitres III et IV proposent deux stratégies de détections.

Le chapitre III étudie I’analyse du profil olfactif global formé par les métabolites bacté-
riens suivant deux modes de transduction optique : nez artificiel en absorbance et Matrice
d’Excitation-Emission (EEM) en fluorescence. Le chapitre IV présente une analyse ciblée
de COV microbiens via l'usage de réactions sonde-cible spécifiques ou la mise a profit de

voies enzymatiques spécifiques.

La méthodologie globale de ces travaux a consisté a tester les différents modes de
transduction d’abord sur des composés chimiques modeéles puis sur des milieux micro-
biologiques de plus en plus complexes s’approchant des normes en usage pour l'industrie

agroalimentaire.

1. Le métabolome correspond a I’ensemble des métabolites produits par un organisme vivant au cours
son cycle de développement.
2. Le terme nanoporeux regroupe ceux de micro- et méso-poreux.

14



CHAPITRE I. METHODES DE DETECTION ET D’IDENTIFICATION DES
BACTERIES ET CONTEXTE DE LA THESE

Chapitre 1

Méthodes de détection et
d’1dentification des bactéries et

contexte de la thése

I.1 Avant-propos : Les bactéries et les enjeux de leur

détection.

La détection et I'identification des agents pathogénes microbiens sont des enjeux ma-
jeurs de la santé publique que ce soit dans les domaines de la microbiologie clinique ou
de l'agroalimentaire. [1] [9] En milieu clinique, il s’agit de traiter le plus rapidement pos-
sible un patient avec un traitement adapté. Or les méthodes conventionnelles prennent
plusieurs jours pour identifier 'agent pathogéne. De fait le patient est d’abord traité avec
des antibiotiques a large spectre avant de pourvoir bénéficier d’un traitement ciblé. En
milieu agro-alimentaire, la notion de temps est primordiale. En effet, les produits sont
généralement commercialisés avant ’obtention des résultats de tests bactériologiques - en
particulier les produits frais. Cela entraine un risque sanitaire et le cas échéant des frais
de rappel du produit. Réduire le temps d’analyse présente donc un intérét majeur, dans le
milieu médical, pour traiter au plus vite et de maniére plus pertinente 'infection, et dans
I'industrie alimentaire pour d’une part libérer les lots plus rapidement et pour, d’autre
part, éviter 'analyse compléte sur les lots négatifs.

Ce chapitre bibliographique débute par une présentation non-exhaustive des méthodes
standards d’analyse microbiologique. Cependant ces méthodes, consacrées dans I'industrie
et le monde clinique, ne répondent pas totalement a des cahiers des charges exigeants :
faible temps de détection, mise en ceuvre simple et peu cotteuse, matériel transportable,
etc. Nous présenterons donc ensuite des méthodes alternatives proposant des améliorations
vis-a-vis d’une ou plusieurs attentes de ce cahier des charges.

Les méthodes d’analyse sont ici classées selon leur stratégie de détection. Il est en

15
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effet possible de détecter les bactéries directement (via des méthodes physiques ou bio-
chimiques) ou indirectement (via les métabolites émis durant leur croissance). Afin de

gagner en temps et en cotit, ces méthodes ont été automatisées.

1.2 Meéthodes standards

La méthode standard de détection puis d’identification des pathogénes en agroali-
mentaire se base sur les propriétés de croissance des micro-organismes. Le protocole se
décompose en plusieurs étapes successives entre la prise d’essai et les résultats qui peuvent
intervenir jusqu’a 48 h apres les débuts des controles microbiologiques. La premiére phase
est constituée d’une étape de croissance non sélective 16 h a 20 h, nécessaire pour aug-
menter la biomasse. S’en suivent des étapes de croissance sélective, d’isolement et d’iden-
tification, il faut le plus souvent un délai minimum de 48 h pour obtenir des résultats
significatifs.

Il est important de distinguer la détection de l'identification. La premiére stratégie
recherche la présence des agents pathogénes de maniére plus ou moins ciblée, tandis que la
seconde permet d’identifier le ou les agents pathogénes détectés en comparant un ensemble
de caractéristiques (morphologiques, génétique ou protéomiques) a une base de données.

En cas de détection, une étape d’identification est réalisée.

Les différents modes d’analyse, employés dans le cadre d’'un protocole standard,
peuvent étre classés en trois groupes selon la nature de ce qui est détecté. Le premier
mode d’analyse est basé sur la croissance des agents pathogénes selon leur biochimie. Une
deuxiéme approche consiste a détecter un agent pathogéne via son interaction avec une
particule immunogéne. Enfin, le troisiéme mode qui tend a devenir prédominant en agro-
alimentaire est basé sur les réactions d’amplification génique de type PCR (polymerase

chain reaction) qui amplifient I’ADN bactérien pour permettre son identification.

I[.2.1 Détection biochimique

Les galeries biochimiques nécessitent une étape de culture préalable. Pour réduire le
temps de détection, on favorise généralement des milieux chromogéniques qui permettent

a la culture et au test biochimique de se dérouler simultanément. [10]

Ces milieux chromogéniques se présentent sous la forme de boites de Pétri contenant
des substrats chromogénes commerciaux. Le tableau I.1 en donne trois exemples. La dé-
gradation de substrats par ’agent pathogéne se traduit par une modification de couleur et

témoigne d’une voie enzymatique spécifique d’une bactérie ou d’une famille de bactéries.
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ChromID CPSID3 CHROMagar™
C.Dif ficile Clostri- S.aureus

dium

(bioMrieux) (bioMrieux) (BectonDickinson)

Tab. I.1 — Milieux chromogénes commerciaux pour I'identification de pathogénes. La dégradation
de substrats enzymatiques par I’agent pathogéne entraine un changement de couleur spécifique
permettant ’identification d’une bactérie ou d’une famille de bactéries

I1.2.2 Détection immunologique

La détection immunologique est basée sur la capture d’antigénes par des anticorps. Ce
mode de détection est efficace & deux échelles : il peut cibler les antigénes portés par les
bactéries mais aussi ceux portés par leurs toxines libérées au sein de I’échantillon. [11].
La transduction qui révéle la capture de I'antigéne par un anticorps peut étre de nature
diverse :

— agglutination [12] [13]

— précipitation [14]

— spérartion par capture sur bandelette [15]

— Méthodes immuno-enzymatiques telles que le test ELISA (Figure [.1) qui a pu étre
automatis¢ via plusieurs automates commerciaux : VIDAS ®) et Mini-VIDAS ®)
(bioMerieux), Tecra Salmonella ELISA (International Bioproducts), et Salmonella
Tek ELISA (Organon Teknika) [15]

Le substrat est Test ELISA positif
dégradé, ce qui i
donne lieua une —f— —

coloration I'anticorps de détection,

solution révélatrice
qui contient un
substrat de I'enzyme

Substrat dégradé donnant
Anticorps fixéa lieu a une coloration

[~ & I’antigéne

antigéne

PRINCIPE DU TEST ELISA Légendes :

solution révélatrice qui
contient un substrat de
Penzyme

A

Test ELISA négatif

Fig. I.1 — Principe du test ELISA : Le complexe antigéne-anticorps est détecté par I’ajout
d’un second anticorps spécifique dit de détection. Un complexe "sandwich" & deux anticorps est
alors formé. Ce composé est rélévé par ajout d’un substrat enzymatique.
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[.2.3 Détection génétique

La détection des agents pathogénes via leur ADN est une alternative qui s’est consi-
dérablement développée car cette méthode est plus spécifique, plus sensible et surtout
beaucoup plus rapide. Cette méthode se décompose en plusieurs étapes : il s’agit tout
d’abord d’amplifier la biomasse afin d’obtenir quelques millilitres de suspension a 103
ucf. mL~!. S’en suivent des étapes de lyse des cellules, d’extraction et de réplication de
I’ADN. L’amplification de ’ADN est le plus souvent réalisée par PCR conventionnelle.
En effet, cette méthode permet de dupliquer de fagon exponentielle les séquences d’ADN
d’intérét. Par ailleurs, il existe des méthodes PCR en temps réel ce qui est un avantage

majeur. Enfin une confirmation des résultats par électrophorése est effectuée.

Malgré leurs avantages indéniables, les méthodes génomiques conservent des limites im-
portantes. En effet, elles ne peuvent étre envisagées qu’aprés une phase de croissance, qui
retarde 'analyse, et des tests d’orientation qui permettront de sélectionner les séquences
d’amorce disponibles commercialement, qui restent couteuses. Par ailleurs la succession
de paliers de température au cours des cycles d’amplification (impliquant trois paliers de
fusion du double brin d’ADN, d’hybridation des séquences oligonucléotides primaires et
de réplication enzymatique par polymérase) freine 'analyse. L'un des automates associé

a cette méthode est, par exemple, le FilmArray (BioMérieux). [16] [17]
Des méthodes isothermes comme la LAMP, Loop Mediated Isothermal Amplification,

et la RPA, Recombinase Polymerase Amplification, sont actuellement a 1’étude afin de
réduire le temps d’amplification de ’ADN du fait de I'absence de cycle de température, et
de permettre la conception de dispositifs de terrain. [18] Malheureusement cette méthode

n’est que pseudo-quantitative.

Finalement, la culture bactérienne, malgré un temps de réponse long pour identifier les
agents pathogénes présents, demeure actuellement la méthode standard dans les domaines

médical et agroalimentraire.

1.3 Les nouvelles méthodes de détection et les axes de

développement

Les méthodes présentées ci-dessus requiérent toutes une étape de culture préalable
afin d’obtenir une quantité minimale de biomasse. Réunir en une seule étape la culture,
la détection ou mieux encore la culture et l'identification apparait comme la clef pour

aboutir a une détection précoce.

De nouvelles technologies ont été développées dont certaines sont déja commercialisées

tandis que d’autres sont encore au stade de la recherche et du développement.
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I1.3.1 Détection directe
Imagerie par Résonance des Plasmons de Surface (SPRi)

L’une des méthodes développées pour aboutir a une détection rapide durant la crois-
sance est la résonance des plasmons de surface. Cette méthode mesure la variation de
I'indice de réfraction au voisinage d’'une interface optique dédiée, formée d’une surface
plasmonique déposée a la surface d'un prisme. Or 'indice de réfraction est sensible a ce
qui se passe au voisinage de l'interface. Ce principe permet d’évaluer I'interaction ligand
— récepteur. Une couche réceptrice est immobilisée & la surface du métal. Lorsque le li-
gand cible se fixe aux récepteurs des variations d’indice sont observées au travers d’une
modification de 'effet plasmonique.

L’imagerie par Résonance des Plasmons de Surface (SPRi) permet ainsi la détection
spécifique de différentes bactéries durant leur croissance. Les molécules utilisées comme
marqueurs de bioreconnaissance sont des protéines de phages ou des anticorps. pour une
simple capture de bactéries en solution. L’équipe de T. Livache au CEA Grenoble a déve-
loppé une technique dynamique pour laquelle la sensibilité est améliorée par la croissance
bactérienne. Dans ce cas, la colonisation de surface par les bactéries suite a leur capture
est suivie. Cette méthodologie permet en quelques heures (selon leur vitesse de croissance)
de détecter quelques unités par mL dans des milieux complexes. [19] [20]

La technologie commerciale PlasmIA ™ (Plasmonic ImmunoAssay, Prestodiag - figure
1.2) utilise I'imagerie par résonance plasmique de surface (SPRi) pour révéler la présence

d’agents pathogénes via une capture antigéne-anticorps.
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Fig. 1.2 — Principe de fonctionnement de la méthode développée par Prestodiag.
[21] Etat initial : I’échantillon est mis en contact avec le PlasmoChip; Détection : des ligands
spécifiques permettent la détection et Iidentification (rouge) multiple. Etat final : visualisation
des résultats sous forme d’une image gradée en intensité lumineuse

Le kit commercial SalmoPresto RT est destiné & la détection spécifique de Salmonella.

[22] Ce systéme permet la détection de bactéries pathogénes directement dans un sac de
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mélange, pendant I'incubation, sans manipulation préalable de la pesée et de la dilution
initiale de I’échantillon. Il peut donner un résultat le jour de I’échantillonnage avec une

manipulation minimale et une réponse automatisée. [23]

1.3.2 Détection de la fraction volatile
1.3.2.1 Masse

La spectrométrie de masse est une technique analytique qui permet d’identifier et de
doser une substance ou un élément chimique. Elle apporte également des informations sur
la composition, la structure et la masse moléculaire de 1’échantillon. [24] Pour ’analyse de
cultures microbiennes, la spectrométrie de masse est le plus souvent de type MALDI-TOF
MS (Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization Time Of Flight Mass Spectrometry).
[25] [16] [26] Un fragment de I’échantillon & analyser est prélevé, puis déposé sur une plaque
métallique. Une fois dans la chambre d’ionisation, I’échantillon est fragmenté et ionisé par
des tirs lasers. Les ions sont accélérés par le bombardement et le champ électrique puis
sélectionnés par un champ magnétique selon leur rapport masse sur charge. Le temps de
vol des différents composés issus de I'ionisation jusqu’au détecteur permet leur séparation
et I'obtention d’un spectre de masse.

Les appareils commerciaux tels que le VITEK MS (BioMérieux), ’AccuPRO-ID (Ac-
cugenix) ou le MALDI Biotyper (Bruker) utilisent ces méthodes de spectroscopie. [27] [28]
Les avantages certains de cette technologie sont sa rapidité (quelques minutes), sa sensi-
bilité et sa spécificité. Cependant cette efficacité est obtenue aux prix d’un équipement

couteux et de la nécessité d’employer un personnel trés qualifié.

1.3.2.2 Détection de Métabolites

La croissance des bactéries s’accompagne de ’émission d’un certain nombre de com-
posés dans le milieu environnant. Celui-ci peut aussi bien étre un milieu artificiel tel que
ceux employés en microbiologie médicale ou industrielle, qu'un milieu naturel comme le
sang ou les exsudats ou encore des matrices alimentaires ou des préparations pharmaceu-
tiques. [29]

Les composés ainsi libérés forment le sécrétome et peuvent étre de différents types. [30]
Un premier groupe forme le quorum sensing, il s’agit des molécules impliquées dans la
communication bactérienne. [31] Un deuxiéme groupe provient de la dégradation des
produits du surnageant, il est ainsi lié au métabolisme des bactéries. Enfin un troisiéme

groupe comprend les toxines et les facteurs de virulences. !.

1. Ces molécules sont produites par les bactéries ou tout autre pathogeéne, elles contribuent a la
contamination de 'organisme infecté via plusieurs effets : colonisation, immunoévasion, appropriation
des nutriments de ’hote
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La détection des métabolites bactériens peut étre réalisée aussi bien au sein du milieu

de culture qu’en phase gazeuse au-dessus du surnageant.

Détection de métabolites en milieu liquide

Une étude électrochimique du quorum sensing en milieu liquide a été menée au sein
du département des technologies pour la biologie et la santé du CEA-Leti. Ces travaux ont
mis évidence la signature électrochimique complexe et souche dépendante de Pseudomonas
aeruginosa. [32] [33] La technologie développée prend la forme d’électrode PEDOT :PSS
permettant d’amplifier la détection électrochimique en augmentant la surface d’échange

et en confinant les bactéries & l'intérieur des électrodes.

Détection de métabolites en phase gazeuse

Parmi les métabolites émis par les bactéries, une fraction d’entre eux passe en phase
gazeuse au-dessus du milieu de culture. [10] [34] La figure 1.3 classifie les composés or-
ganiques volatils microbiens en deux groupes : Les COV émis par un grand nombre de
bactéries qui sont des marqueurs de stérilité et les COV produits uniquement par une
bactérie ou une famille de bactéries qui peuvent conduire a de la détection spécifique.

Les méthodes en phase gazeuse sont particuliérement intéressantes car elles permettent
de s’affranchir de la complexité du milieu liquide. Parmi les méthodes de détection, la plus
utilisée est la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse ou
I'ionisation de flamme. Bien que trés performantes ces méthodes demandent un équipe-
ment conséquent ainsi qu’un personnel formé. Il est donc important de développer des
méthodes d’analyse a bas cotit mais aussi faciles & mettre en ceuvre.

Les nez électroniques sont développés pour répondre a cette demande. Il s’agit d’ins-
truments comprenant un réseau de capteurs physico-chimiques avec une faible spécificité.
L’analyse d’odeurs simples ou complexes émises est effectuée via des profils de reconnais-
sance de formes associés a la réponse du réseau de capteurs. [35]

Les technologies déployées sont donc de nature trés diverses. Quoi qu’il en soit ces
méthodes ont en commun de repérer des signatures olfactives. Il s’agit d’attribuer un
motif, au sens large, a I’échantillon puis de l'identifier & un composé, par comparaison
avec une base de données. [36] Plusieurs approches sont envisagées pour 'étude de ces
COV : in vitro donc dans des milieux de culture ou des échantillons ou in vivo en analysant
par exemple l'air expiré. [37] L'un des enjeux est de réaliser une mesure non invasive qui
permettrait I’analyse du méme échantillon a posteriori par des méthodes complémentaires.
Bien que peu de systémes permettent a I’heure actuelle d’aller jusqu’a I'identification, ce
concept de détection présente deux avantages majeurs : son coiit et son aspect portable

ou transportable.
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Parmi les nez électroniques, les nez a transduction optique sont qualifiés de nez opto-

électroniques.
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Fig. 1.3 — Diagramme d’émission des composés organiques volatils (COV) pour six
bactéries : Staphylococcus aureus (SA), Streptococcus pneumoniae (SP), Enterococcus faecalis
(EF), Pseudomonas aeruginosa (PA), Klebsiella pneumoniae (KP) et Escherichia coli (EC). |38|.
Le cercle bleu regroupe les COV communs a l’ensemble du panel de bactéries. A I'inverse les
cercles rouges indiquent les métabolites produits spécifiquement par une bactérie. Ainsi certains
COV sont caractéristiques d’une bactérie ou d’une famille de bactéries tandis que certains sont
communs a un grand nombre de bactéries. Le premier groupe peut donc étre utilisé comme un
ensemble de marqueurs de stérilité, tandis que le second est une voie intéressante pour développer
des détections spécifiques.

Nez optoélectronique a capteurs colorés chimio-sensibles

Le nez optoélectronique développé par Specific’ Technologies est un réseau d’indi-
cateurs chimiques colorés incorporés dans une matrice nanoporeuse. [39] [40] [41] Chacun
de ces capteurs chimiosensibles possédent une réactivité chimique particuliére selon les
espéces volatiles avec lesquelles il réagit. Comme le montre la figure 1.4 la matrice colorée

change de motif lors de I'exposition de ce nez a différents COV et mélanges de COV.
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Fig. [.4 — Détection du CO5 par un systéme conventionnel et le systéme SpecIDy

[42]

La transduction colorimétrique est une méthode simple d’usage. Dans ce type de
capteurs, des molécules ou pigments chimiosensibles, piégés dans un matériau poreux,
voient leur couleur modifiée par I’environnement extérieur. La nature des interactions chi-
miques est diverse (acides-bases de Lewis, de Bronsted, liaisons H, interactions solvato-
chromiques). L’interaction des capteurs avec le réseau n’est pas spécifique, mais la réponse
de I'ensemble de la matrice permet I'obtention de profils olfactifs qui correspondent a la

signature d'un COV.

La figure 1.5 illustre le systéme mis au point par K.Suslick et développé par Carey.
[43] Une bouteille d’hémoculture est munie d’une matrice de capteurs chimiosensibles
pour la détection et l'identification d’agents pathogénes. Le changement de couleur de la
matrice de 36 capteurs est suivi a l'aide d’un scanner. En comparant les images avant et
aprés exposition aux COV, il est possible d’obtenir un vecteur & 108 dimensions, celles-ci
correspondant aux intensités dans le vert, le bleu et le rouge. Ces bouteilles d’hémocultures

affichent une performance d’identification alliant sensibilité et rapidité.
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Fig. [.5 — (a)Bouteille d’exposition.(b) Vue détaillée de 'interface entre la bouteille et la matrice
de capteurs. (¢) Schéma de principe de la bouteille de détection.

Les COV ciblés par ces technologies sont endogénes c¢’est-a-dire naturellement émis par

les bactéries. Il est également possible de cibler le métabolisme particulier d'une bactérie

via des COV exogénes 2.

2. Les COV exogénes sont issus de la dégradation métabolique d’un composé artificiel ciblant une voie
enzymatique particuliére a la bactérie recherchée)
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I.3.2.3 COV libérés lors du clivage de substrats enzymatiques osmogénes

Les substrats enzymatiques permettent I’étude des activités enzymatiques correspon-
dantes qui révélent la présence de bactéries particuliéres. Un substrat enzymatique se
compose de deux blocs moléculaires reliés entre eux par une liaison chimique particuliére
(figure 1.6). Celle-ci peut étre clivée par une action enzymatique précise, le plus souvent
une hydrolyse. Le premier bloc du substrat enzymatique est un composé organique (sucre,
acide gras, acide phosphorique ou acide aminé). Le second bloc est libéré dans le milieu
aprés clivage de la liaison par l'activité enzymatique. Un substrat enzymatique est donc
d’autant plus intéressant que la molécule libérée est facile a détecter. Un substrat enzyma-
tique est donc un assemblage covalent reconnu par I'action enzymatique ciblée. Pour étre
dégradé par les bactéries, il doit de plus étre hydrosoluble et étre en capacité de pouvoir

traverser la membrane plasmique des microorganismes pour y entrer. [44] [45]

0 . HO e
0 =00
""OH =

2-naphtol

Fig. 1.6 — Substrat enzymatique ciblant I’activité a-glucosiade. La partie en noir de la
molécule est le sucre tandis que la partie en bleu est le composé libéré

Parmi les substrats enzymatiques, un groupe est particuliérement intéressant pour
notre étude. Il s’agit des substrats osmogénes, ceux-ci ont en effet la particularité de
libérer des métabolites volatils qui n’existent pas naturellement dans le milieu de culture.
Sa détection est donc spécifiquement induite par la combinaison {substrat enzymatique
— bactérie possédant l'activité enzymatique ciblée}. [46] Pour étre compatible avec la
détection en phase gazeuse et la transduction optique, un COV exogéne doit donc a la
fois étre hydrosoluble et posséder une constante de Henry 3 élevée afin que sa concentration
en phase gazeuse soit suffisante. [47] Par ailleurs le COV exogéne libéré par le substrat

doit posséder des propriétés d’absorbance, de fluorescence ou encore de luminescence. [48|

I.4 Présentation du sujet de thése dans le contexte des

travaux menés au sein du CEA-Leti

La détection spécifique de COV microbiens en phase gazeuse est un axe de recherche
important au sein du Département des Technologies pour la Biologie et la Santé du CEA-

Leti. Le principe de la technologie développée consiste a piéger des métabolites au sein

3. La loi de Henry. exprime la relation entre, la quantité de gaz dissous en phase liquide et la quantité
de ce méme composé en phase gazeuse. L’annexe B (p. 193) regroupe les différentes expressions de la
constante de Henry au sein de la littérature.
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des matériaux poreux puis de les détecter par transduction optique avec pour but la mise
au point de capteurs trés peu chers, d’utilisation aisée et faciles & implémenter dans une
chaine de culture bactérienne. [49] [50] [51] [52]

Les matrices sol-gels hautement poreuses apparaissent comme de trés bons candidats
pour capturer des COV. [53] Par ailleurs ces matériaux pouvant étre transparents, ils
permettent une transduction optique simple. Enfin il s’agit de supports facilement mani-

pulables, pouvant étre produits en grande quantité et a faible coup.

I.4.1 DMatériaux sol-gels

Le procédé sol-gel * permet I’élaboration de céramique, via un sol, la gélification de ce
dernier et ’évaporation du solvant. Ce type de synthése permet de s’affranchir de la fusion
ou du frittage de poudres. Les matériaux sont préparés par polymérisation inorganique a
partir d’alcoxydes de métal, généralement de silicium. [54]| Les alcoxydes de silicium sont

hydrolysés par 'ajout d’eau puis condensés (Figure 1.7).

Hydrolyse des alcoxydes : formation d'hydroxydes
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Fig. 1.7 — Principe de la synthése par voie sol-gel. La premiére étape correspond a une
réaction d’hydrolyse des alcoxydes et de formation d’hydroxydes. La seconde étape met en jeu
des réactions de condensation (oxolation ou alcoxolation)

Selon que ’hydrolyse ou la condensation est favorisée, le réseau tridimensionnel ainsi
formé sera plus ou moins dense. (Figure 1.7). Les conditions de gélification et de séchage
jouent également un role crucial. Elles déterminent la nature du matériau obtenu (Figure

1.8).

4. Sol : Suspension colloidale,dans un solvant, de particules solides dispersées. Gel : Systéme colloidal &
caractére visqueux voire solide, dans lequel les particules dispersées forment un réseau ramifié, interpénétré
par un solvant.
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Fig. 1.8 — Les différents types de matériaux obtenus par synthése sol-gel

A partir du gel, il est possible de former des aérogels et des xérogels. La fabrication
d’aérogel revient a éviter la transition liquide gaz. Cela est possible en contournant le
point critique, & des conditions de pressions et de températures extrémes (Figure 1.9 —
fleche bleue). La suppression de la tension de surface qui en résulte permet d’éviter un
rétreint du matériau, les pores formés sont alors macroporeux. Dans des conditions de
séchage plus classiques (Figure 1.9- fleche violette), il y a formation de xérogels, ceux-ci

sont plus denses et possédent des pores plus petits micro- ou méso- poreux.

Aérogel

) Point Critique
Xérogel

Point triple

Fig. 1.9 — Diagramme de phase du CO, illustrant les différents modes de séchage des
matériaux sol-gels. Le séchage supercritique (fléche bleue) contourne le point critique du
fluide considéré afin d’éviter la transition directe liquide-gaz d’un séchage ordinaire (fléche
violette)

LAPIN II est possible d’ajouter des éléments organiques a ces réseaux pour former des

matériaux hybrides. Ces matériaux sont classés en deux types selon les interactions liant
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les parties inorganiques et organiques. Les matériaux de classe I incorporent des molécules
organiques dans des réseaux inorganiques et inversement. Il n’y a pas de liaisons fortes, les
différents éléments ne sont que juxtaposés. A I'inverse, dans les matériaux dits de classe II,
les parties inorganiques et organiques sont fortement liées. Les ORMOCERs (ORganically
MOdified CERamics) appartiennent a ce groupe. Les ORMOCERs rassemblent des maté-
riaux pour lesquels, les précurseurs mixtes possédent un atome central minéral de titane,
de zirconium ou d’aluminium. Dans le cas des organoalcoxysilanes, le terme ORMOSILs

(ORganically MOdified SILoxanes) est spécifiquement employé (Formule 1.1).

R.Si— (OR)4_, (1.1)

Dans le cadre de I'élaboration des matériaux présentés ci-dessus, la stratégie de syn-
thése impose une étape pour extraire le porogéne ou co-solvant par lavage ou calcination
afin d’optimiser la porosité. [55] Le choix d’incorporer des sondes organiques au sein du
matériau au cours de la synthése, et non aprés synthése, nous a amenés a travailler sur des
formulations sans élimination du précurseur fonctionnel. Loin d’étre une contrainte, cette
voie s’est avérée étre une possibilité de fonctionnaliser la surface développée du matériau.
Dans la suite de ce travail, nous identifierons ces fonctions organiques liées sous la notion
de porogene. Il ne s’agit bien évidemment pas d’un porogéne au sens stricte (un porogéne
étant un objet ou un assemblage moléculaire, non lié, sacrificiel permettant la formation
du pore par extraction). Toutefois, comme leur introduction modifie de fagon drastique la
porosité du matériau nous avons étendu cette dénomination a ces agents correspondant

rigoureusement & des agents modificateurs de structure. [56|

1.4.2 Deétection de métabolites microbiens via des sol-gel méso-

poreux

L’avantage notable de cette technologie est qu’il n’y a plus d’étape de pré-concentration
avant la détection. Les métabolites microbiens sont en effet concentrés au sein du cap-
teur sol-gel par adsorption dans la porosité. La transduction optique qui s’en suit est
directe et en temps réel puisque la présence du COV est révélée in situ par absorbance
ou fluorescence.

Au cours de travaux précédents, deux voies ont été explorées. Il est possible de détecter
directement I'un des COV émis naturellement par la bactérie ciblée. C’est par exemple
le cas des agents pathogénes émettant de I’HyS illustré figure 1.10. La seconde stratégie
consiste & induire la production de maniére spécifique d’'un COV aux propriétés optiques
intéressantes. [57] Pour ce faire un substrat enzymatique est introduit dans le milieu
de culture, il pourra étre spécifiquement métabolisé par la bactérie cible. La figure I1.11

présente la détection d’E.coli selon cette méthode de détection.
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Fig. I.10 — Détection I’H,S a) Détection ’'HaS chimique & 10 ppm. Au cours de I'exposition
I'absorbance du xérogel évolue visuellement : celui-ci devient de plus en plus foncé. [58] b) La
couleur orange foncé du capteur aprés exposition prouve que la bactérie a émis de I'HaS ¢) A
I'inverse la couleur jaune clair témoigne de I’absence d’HoS
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Fig. .11 — Détection du 2-nitrophénol (2-NP) libéré par une culture de E.coli (ino-
culation initiale : 100 ufc.mL.~!. a) Clivage du substrat par E.coli libérant le 2-NP. b) Evolution

de 'absorbance du xérogel a 415 nm au cours du temps. ¢) Montage dans lequel a été réalisée la
détection : il n’y a pas de contact direct entre la solution et le capteur sol-gel.

Afin de permettre une capture efficace des COV présents en phase gazeuse, le matériau
doit donc étre poreux, avec une surface spécifique élevée tout en ayant une affinité pour
le COV ciblé et permettre une détection optique dans le visible.

Pour répondre a ce cahier des charges, nous développons des matrices sol-gel nano-
poreuses. La figure 1.12 présente la caractérisation de I'un des matériaux préalablement

développés, pour la capture du 2-Nitrophénol.

28



CHAPITRE I. METHODES DE DETECTION ET D’IDENTIFICATION DES
BACTERIES ET CONTEXTE DE LA THESE

35
a) ; b)
'
| .
IMésoporosité i Macroporosite 307
=0 !
! 25|
|
= i
E ! 20
= |
© H (@]
(=] H -
-] I M 15
\g 10 j H
a 1
1
i 104
1
i
|
! ! 0.5
/ i
\
i
0 4 / ! — 00
T

T T T 1
! 200 300 400 500 600
5 10 50 100

D (nm) Longueur d'onde (nm)

Fig. I.12 — Caractérisation de matrice nanoporeuse développée au sein du CEA-Leti.
Ce matériau sol-gel présente une forte surface spécifique (~600 m2.g=1). a) Distribution des
tailles de pores b) Spectre d’absorbance du matériau. La porosité permet de piéger des COV
au sein du matériau, la transparence dans le domaine visible permet une transduction optique
simple. [59]

Les matériaux sol-gel nanoporeux répondent au cahier des charges de capture du COV
et de transduction optique directe. La grande surface spécifique (~600 m?.g™!), la porosité
ainsi que la fonctionnalisation de surface sont fonction des formulations et protocoles
de synthése. [60] La capacité de ces matériaux a piéger les composés volatils a permis
le développement d’applications variées allant de la dépollution de l'air au diagnostic
médical. [61] [62] Dans le cadre de la détection de COV microbiens par transduction
optique directe, 'accumulation de COV dans une matrice poreuse permet donc de révéler

leur présence en absorbance ou en fluorescence.

Afin d’obtenir des propriétés optiques détectables, deux stratégies sont possibles. La
premiére consiste a introduire une molécule sonde au sein de la formulation. Cette mo-
lécule sonde, si elle est bien choisie réagit avec le COV ciblé pour former un produit
coloré, absorbant ou fluorescent facile a détecter par transduction optique. La seconde
stratégie consiste a induire I’émission d’un composé aux propriétés optiques intéressantes
v la dégradation de substrat exogéne. Dans ce cas la spécificité provient de 'activité

enzymatique nécessaire au clivage du substrat.

Un prototype d’hémoculture de détection ciblée de E.coli, via 'activité enzymatique
B-glucuronidase, a ainsi pu étre mis en ceuvre. La détection est effectuée dans un flacon
muni d'un bouchon instrumenté d’un rétroréflecteur en matériau sol-gel (Figure 1.13).

Cette méthode permet une détection dans le sang de 100 ufc.mL™" de F.coli en 10 h
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Détecteur

a) b)
/\ E. coli 100 ufc/mL, avec substrat
Source [\ 10

N, 09

- - \\;
/ ~ S

08

Capteur

1,0

.
09-  Sang, avec substrat

038

10

1(415nm) / 1(590nm)

08

E. coli 100 ufc/mL, sans substrat
YA 6 8 10 12 14 16

Temps (heures)

Fig. [.13 — Prototype d’hémoculture : a) schéma du montage : le capteur est introduit dans
le bouchon du flacon, la transduction est une réflexion. b) détection ciblée de FE.coli. L’activité
enzymatique S-glucuronidase permet & la bactérie de libérer du 2-Nitrophénol aprés 10 h d’in-
cubation (courbe en vert). Ce graphique montre que le sang posséde également cette activité
enzymatique mais que celle-ci n’entrave pas la détection de FE.coli

Les travaux précédents ont mis en évidence la capacité des sol-gel mésoporeux a cap-
turer, accumuler et révéler des COV d’origine microbienne par une transduction en ab-
sorbance. [63] [57] Deux axes de travail restent néanmoins a explorer pour poursuivre la
détection ciblée de COV microbiens par transduction optique sol-gel. D'une part la formu-
lation actuelle du capteur indole utilise I’acide chlorhydrique comme catalyseur, cet acide
volatil s’échappe de la matrice empéchant ’emploi d’autres capteurs de nature différente
en paralléle, il apparait donc intéressant de travailler & des nouvelles méthodes de détec-
tion de I'indole. D’autre part le développement de méthodes de détection en fluorescence
pourrait apporter une meilleure sensibilité tout en permettant ’obtention de la spécificité
via des couples longueurs d’ondes d’émission et d’excitation.

Le premier axe de ces travaux de thése étudie la faisabilité d’'une méthode d’iden-
tification de l’agent pathogéne microbien via une analyse globale des métabolites émis
par un milieu de culture. Tandis que la seconde partie poursuit la démarche de détection
spécifique des agents pathogénes ciblés dans des conditions proches des normes agro-

alimentaires.

1.4.3 Déroulement des travaux

Les méthodes de détection préalablement développées ciblaient donc un COV parti-
culier, celui-ci pouvant étre un COV endogéne, émis naturellement par la bactérie cible
ou un COV exogéne libéré par la rupture spécifique d’un substrat enzymatique.

Le premier objectif de cette thése est ’élaboration de nouvelles voies de transduction,
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via la signature globale des métabolites d’un pathogéne, pour permettre I'identification
par spectroscopie UV-visible. Le second objectif est la mise en place d’un systéme de dé-
tection ciblée pouvant étre utilisé lors de la croissance des pathogénes. Nous avons élaboré
ce systéme en nous basant sur une matrice alimentaire dans un sac d’homogénéisation,

qui est un format classique de culture en agro-alimentaire.

7
. Identification
: *Nez colorimétrique
*EEM
L = oo

Détection ciblée

eDétection de COV endogéne:

e
w

Absorbance

Indole —H,S
eDétection de COV exogeéne : 2-
. nitrophénol et B-naphtol

Longueur d'onde (nm)

Fig. 1.14 — Axes d’études : Identification par analyse globale du profil olfactif; Détection
spécifique via des COV ciblés

1.4.3.1 Choix des modes de transduction

Pour répondre a la premiére problématique, il a été proposé d’étudier les profils
olfactifs de cultures bactériennes dans leur ensemble. La philosophie de ce mode d’iden-
tification est donc la détection globale de métabolites plus ou moins spécifiques d'un
pathogéne afin d’en extraire un motif particulier qui par comparaison avec une base de
données permettra de reconnaitre le COV ainsi détecté. Deux stratégies d’analyse globales
ont ainsi été étudiées.

La premiére consiste en la mise en place d'un réseau de capteurs sol-gel incorporant des
molécules chimio-sensibles colorées interagissant chacune de maniére non-spécifique avec
les différents métabolites émis par les pathogénes. La spécificité provient de la réponse

spectrale globale de ce Nez artificiel formée par la réponse de ’ensemble des xérogels.

Cette approche multi-capteurs permet donc l'obtention d’un motif spécifique. Une
autre stratégie pour recueillir un motif spécifique est 'acquisition de matrices émission-
excitation de fluorescence. Il s’agit d’'un double balayage en longueur d’onde d’excitation
et d’émission, les espéces fluorescentes y apparaissent selon des coordonnées correspondant

a des couples longueurs d’excitation, longueur d’onde d’émission.
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Le second axe d’étude évalue la possibilité de procéder a une détection multi-
capteurs ciblée permettant la détection de pathogénes directement lors de leur croissance

dans un consommable usuellement utilisé en microbiologie industrielle.

1.4.3.2 Meéthodologie d’étude

Pour chacun des trois axes de recherches, la méthodologie de travail a été la suivante :

— Formulation des xérogels répondant au cahier des charges du mode de transduction

envisagé.

— Evaluation de 'efficacité des xérogels vis-a-vis de COV générés chimiquement dans

des atmosphéres calibrées.

— Evaluation de la capacité des xérogels a révéler la présence de pathogenes.

Le chapitre II s’attache a I’étude de différentes formulations de xérogels afin de définir
les précurseurs fonctionnalisés les plus probants pour la fonctionnalisation de nos xérogels.
Le chapitre III est dédié a ’analyse globale dun profil olfactif des COV endogénes, d’abord
en absorbance avec sonde aspécifique puis en fluorescence sans sonde. Le Chapitre IV est
consacré a I’étude de COV ciblés afin de proposer une détection multi-capteurs ot chaque

capteur permet la transduction d’'un COV spécifique.
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Chapitre 11

Formulations et caractérisations des

xérogels

Ce chapitre s’articule autour de la compréhension du matériau. D’une part, nous nous
sommes intéressés aux caractéristiques physico-chimiques de nos sol-gels, en caractérisant
I’hydrophobie des matériaux et 1’acido-basicité des pores. D’autre part, nous avons abordé
la caractérisation structurale des sol-gels mésoporeux par une nouvelle voie d’analyse : la
diffusion de rayons X aux petits angles.

Les informations apportées par ces modes de caractérisation divers sont complémen-
taires, elles permettront de valider ou d’infirmer les hypothéses liées a la structure du

matériau.

II.1 Etudes et sélections préliminaires des matériaux

sol-gels

II.1.1 Modéle et méthodologie

La figure I1.1 est une représentation des xérogels, couramment admise au cours de
travaux précédents. [63] [57] Il s’agit d’un réseau hybride de chaines inorganiques portant
des groupes fonctionnels organiques.

Les xérogels doivent présenter une tenue mécanique permettant qu’ils soient non
friables et aisément manipulables. De plus les xérogels doivent étre transparents et de
pas absorber aux longueurs d’ondes d’intéréts pour mettre la transduction optique. Les
limites de détection en absorbance sans sonde de deux COV de référence, I'indole et
le 2-nitrophénol, ont été déterminées par spectroscopie d’absorbance afin d’identifier les
formulations les plus efficaces pour détecter ces deux COV.

Les matériaux sol-gel se caractérisent par leur interface entre le solide poreux et le fluide

(liquide ou gaz) a l'intérieur des pores. Les valeurs caractéristiques des surfaces dévelop-
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pées des matrices sol-gels sont particuliérement intéressantes car élevées (> 200 m?.g71).
Il s’agit ici de caractériser I'influence des différents précurseurs fonctionnels. Les mesures
de surfaces spécifiques ont été obtenues par adsorption-désorption d’azote, selon la théorie

Brunauer, Emmett et Teller.

Réseau sol-gel
tridimensionnel

Molécules d’eau

Groupement fonctionnel

Fig. I1.1 — Modele de la structure des xérogels mésoporeux fonctionnalisés. Le réseau est constitué
par des chaines de silice formant des pores. Ces derniers forment des micro-réacteurs contenant
des molécules d’eau. Les groupements fonctionnels se trouvent en surface du réseau de silice et
fonctionnalisent localement leur environnement.

Lors de la polycondensation, le réseau de silice se forme par hydrolyse puis conden-
sation, cependant la présence de groupements fonctionnels géne stériquement la réaction
de polymérisation de la silice, créant ainsi une porosité particuliére au sein de la matrice

xérogel.
Cette structure pose la question de l'influence de plusieurs paramétres :

— Influence de la nature du précurseur fonctionnalisé (encombrement de chaine, na-
ture chimique . ..)
— Effet de la concentration en groupements fonctionnels

— Procédure de séchage

Deux niveaux d’étude de la porosité sont alors envisageables. D’une part, la mésoporo-
sité née de la présence du silane fonctionnalisé ; d’autre part, la microporosité intrinseque

a la matrice. Par ailleurs, il peut étre intéressant d’étudier la nature de l'interface.
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11.1.2 Influence de la nature du silane fonctionnalisé

Le type de groupement fonctionnel porté par le précurseur minoritaire permet la fonc-
tionnalisation des xérogels wvia la réactivité du groupement fonctionnel. Parmi les carac-
téres liés a la surface des pores, deux sont particuliérement importants : le caractére
acido-basique et le caractére hydrophobe-hydrophile.

L’eau, présente dans I’atmospheére ou dans le milieu de culture, pénétre a 'intérieur des
pores de nos matériaux. De fait, une partie de la surface spécifique des xérogels n’est alors
plus disponible pour interagir avec les COV. L’idée de moduler le caractére hydrophile /
hydrophobe des xérogels apparait intéressante pour garantir une disponibilité des pores
vis-a-vis des COV. [64] [65] [66]

Le caractére hydrophobe apparait donc étre un critére possible pour sélectionner le

précurseur fonctionnalisé & inclure dans les formulations.

I1.1.2.1 Détermination du cahier des charges des xérogels et des caractéris-

tiques importantes de ces derniers

Différents précurseurs fonctionnalisés ont été testés dans des formulations
TMOS/MeOH/H,0 /précurseur fonctionnalisé de ratio molaire : 1/5/4/0,03, séchées sous
hotte a atmosphére et température ambiante selon le protocole présenté en annexe page

167. Pour évaluer ces formulations, différents critéres ont été observés.
Caractére hydrophobe-hydrophile

Le caractére hydrophobe a été évalué par mesures d’angles de contact a l'aide d'un
Digidrop (Scientific Instruments). Une goutte d’eau de 1,5 pL est déposée sur la surface
du xérogel, une photo est prise aprés 20 s de dépot et lorsque cela est possible, 'angle
de goutte est alors mesuré. L’étude de Marjorie VRIGNAUD compare 1'angle de gouttes
pour quatre alcoxysilanes : ABTES, APTES, PhTMOS et FTMOS . [63] Elle montre ainsi
que 'augmentation du taux de précurseur fonctionnalisé permet d’accroitre le caractére
hydrophobe, tant que le taux de précurseur fonctionnalisé reste inférieur en ratio molaire
a 0,15. C’est particuliérement le cas pour les alcoxysilanes aminés. Ainsi 'angle de goutte
d’un xérogel ABTES passe de 15° pour un ratio de précurseur fonctionnalisé de 0,03 & 85°

pour un ratio de précurseur fonctionnalisé de 0,15.
Influence de I’étape de séchage

Le temps de synthése (gélification et séchage compris) devra étre inférieur a deux

semaines car ’aspect applicatif impose des délais de production courts. Cependant il ne

1. ABTES : 4-aminobutyltriéthoxysilane; APTES : 3-aminopropyltriéthoxysilane; PhTMOS : p-
aminophenyltrimethoxysilane ; FTMOS : trimethoxy(3,3,3-trifluoropropyl)silane
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doit pas masquer l'importance des notions de vitesse de gélification et de séchage sur la
structure du xérogel. L’étape de gélification joue un role clef dans la structuration des
xérogels. Durant cette étape, deux phénomeénes interviennent en paralléle : la gélification
d’une part et I'arrangement du réseau d’autre part.

Par ailleurs, la forme des monolithes est également étudiée. La figure I1.2 schématise les
différentes formes de xérogels obtenues. Celles-ci sont principalement fonction du temps
de gélification. Un ménisque le moins marqué possible (monolithe A) est apprécié, les

monolithes étant alors plus homogénes comme nous le verrons via les analyses par SAXS.

RiNAwaw

Fig. II.2 — Schéma des formes de xérogels obtenus.

Les formes A et B correspondent a des xérogels ou la gélification est intervenue avant
le début de I'évaporation des solvants. Pour les xérogels C et D, une partie du solvant
s’est évaporée avant la fin de la gélification. Le xérogel D présente I'évaporation avant
gélification la plus importante. En controlant le procédé de séchage et donc en évitant

une évaporation précoce avant gélification, il est possible de favoriser les formes A ou B.

Le temps de synthése (gélification et séchage compris) devra étre inférieur & deux
semaines car ’aspect applicatif impose des délais de production courts. Cependant il ne
doit pas masquer 'importance des notions de vitesses de gélification et de séchage sur la
structure du xérogel. L’étape de gélification joue un role clef dans la structuration des
xérogels. Durant cette étape deux phénoménes interviennent en paralléle, la gélification
d’une part et 'arrangement du réseau d’autre part.

Le premier constat visible en lien avec le temps de gélification est la forme du ménisque.
Plus la gélification intervient tard plus il est prononcé. D’un point de vue structural, il
est pressenti qu'une gélification courte, suivie d’une évaporation rapide, permettra uni-
quement un arrangement local, tandis qu'une évaporation plus lente conduira un taux de
condensation supérieur donc & un réseau d’oxyde plus dense.

Durant les phases de séchage et de rétreint ? qui suivent la gélification, il n’y a plus de
réarrangement. Cette étape est cependant importante car il y a un risque de pollution du
xérogel formé par le milieu environnant. Ce qui est particulierement génant dans le cas

de transduction par fluorescence.

2. Le terme rétreint vient de la métallurgie, ot il désigne la diminution de volume d’un matériau par
suite d’un séchage, d’un refroidissement. Dans le cas des sol-gels, il s’agit d’une réduction de volume
observable lors de la condensation et ’évaporation des solvants.
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I1.1.2.2 Les différents précurseurs secondaires et les xérogels qui en sont issus

Le tableau II.1 présente ’ensemble de alcoxysilanes testés au cours de cette thése, le
TMOS et le TEOS l'ont été comme précurseurs principaux tandis que les autres I'ont été
comme précurseur fonctionnalisé. Le ratio molaire des précurseurs fonctionnalisés étant de
0,03, donc trés faible par rapport au ratio de précurseur principal, il paraissait raisonnable
d’espérer une fonctionnalisation des xérogels tout en dégradant peu la tenue mécanique
et les propriétés optiques des xérogels.

Le tableau I1.2 regroupe les différentes données et caractéristiques des précurseurs
fonctionnalisés testés. Contrairement & I’hypothese faite précédemment, la présence du
précurseur fonctionnalisé modifie les propriétés optiques et la tenue mécanique. En par-
ticulier, les groupements fonctionnels de certains xérogels absorbent considérablement et
empéchent toute détection directe en absorbance de 'indole.

Les précurseurs fonctionnalisés conduisant & des poudres et non & des monolithes sont
écartés directement. Ceux ne résistant pas a 'humidité sont a leur tour mis de coté. Il est
a noter que sur les trois précurseurs fonctionnalisés écartés a ce motif deux se sont révélés
étre a tendances hydrophobes tandis que le troisiéme est trés hydrophile.

Au vu de ces résultats et notamment des temps de détection de l'indole et du 2-
nitrophénol, trois formulations ont été retenues pour poursuivre I'étude des différents
modes de transductions :

— 4-aminobutyltriéthoxysilane (ABTES - CAS 3069-30-5)

— 4-aminopropyltriethoxysilane (APTES - CAS 919-30-2)

— n-butyltrimethoxysilane(n-butyl - CAS 1067-57-8)

Les deux premiers possédent un groupement amine tandis que le troisiéme possede
une simple chaine alkyle. L’ABTES et 'APTES sont a priori équivalents en terme de
fonctionnalisation du xérogel. Par ailleurs, cette étude préliminaire montre que le caractére

hydrophobe-hydrophile du groupement fonctionnel n’influengait pas la détection des COV.
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I1.1.3 Le pH intra-pores des xérogels

L’humidité environnant le xérogel pénétre a l'intérieur du réseau. L’application visée
impose la mise en place d'un outil évaluant le caractére acido-basique des xérogels.

Il est impropre de parler de pH pour un xérogel. En effet, a I’échelle de la nanoporosité,
la premiére couche est probablement de I’eau liée o1 la notion de pH atteint ses limites.
Une partie des couches suivantes étant constituée d’eau libre, la notion de pH y est alors
plus pertinente. Le pH équivalent est le pH de la solution aqueuse intra-pores. Il sera
déterminé pour différentes formulations (cf. p.42).

L’intérieur des pores des xérogels est probablement constitué d’eau liée et d’eau libre.
Notre modeéle de travail décrit la porosité de nos matériaux comme une succession de
petits réacteurs juxtaposés ot l’eau liée est négligée. Les réacteurs sont considérés comme
remplis d’une solution aqueuse dans laquelle sont dissoutes différentes espéces chimiques
(Figure I1.3). Les groupements fonctionnels présents, au sein du réseau, influencent alors
le pH de cette solution aqueuse. Il est ainsi possible de parler de pH de la solution aqueuse
intra-pores d’'un xérogel. La notion de pH intra-pores, aussi appelé pH équivalent, bien
que non unanimement reconnue, est un outil employé dans plusieurs travaux de référence

dans le domaine des silices nanoporeuses fonctionnalisées. [67] [68]

Réseau sol-gel
tridimensionnel

Catalyseur éventuel

Molécule sonde éventuelle

Molécules d’'eau

Fig. I1.3 — Modeéle de la structure des xérogels mésoporeux fonctionnalisés. Les molécules de
catalyseurs ainsi que les molécules sondes chimio-sensibles ne sont pas liées au réseau d’oxyde,
elles sont simplement piégées au sein des pores, ce qui selon leur taille rend possible leur diffusion.

Sur le plan purement applicatif, le pH de la solution aqueuse intra-pores ou pH équi-
valent (pH,) est un outil de classification intéressant des xérogels. En effet, les COV sont

volatils sous forme moléculaire. Ils sont stabilisés sous forme ionique au sein du xérogel,
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permet donc de limiter les phénomeénes de relargage. Controler le pH ,, intra-pore permet
également de cibler la forme la plus absorbante d’une espéce chimique selon son état de
protonation, comme le montre le cas du 4-nitrophénol présenté page 42. Nous avons donc
déterminé le pH de la solution aqueuse intra-pore des trois précurseurs fonctionnalisés

sélectionnés pour poursuivre 1’étude.

I1.1.3.1 Evaluations du pH des solutions aqueuses intra-pores des xérogels
ayant le n-butyl, ’TABTES et PAPTES comme précurseur fonction-

nalisé

Incorporation d’indicateurs colorés de pH dans la formulation des xérogels

Lors de la mise en place de la transduction en absorbance avec sondes peu spéci-
fiques, plusieurs indicateurs acido-basiques, (bleu de bromophénol (BBP), bleu de bromo-
thymol (BBT) et bleu de thymol (BT)), ont été introduits au sein des formulations de
xérogels. La gamme de couleurs qui en résulte nous permet d’évaluer le pH de la solution
aqueuse intra-pores. Le BBP est jaune pour un pH < 3, et bleu pour un pH > 4,6. Le
BBT posséde deux zones de virages et prend donc trois couleurs selon le pH : rose pour
un pH < 0, jaune pour un pH compris entre 0 et 6, puis bleu pour un pH > 7,6. Le BT
est rouge pour un pH < 1,2, jaune pour un pH compris entre 2,8 et 8, puis bleu pour un
pH > 9,6.

La couleur des xérogels et la forme (ionique ou moléculaire) prise par les indicateurs
colorés dépendent de l’environnement dans lequel se situent les molécules. Celui-ci est
constitué de 'eau adsorbée sur la surface de la silice et la silice elle-méme.

La surface des pores est constituée de deux types d’atomes de silicium. Des analyses
structurales par RMN du silicium-29 comparant trois formulations de xérogels sont dis-
ponibles en annexe 173.3

— Ponts siloxanes Si-O-Si

— Groupements silanols Si-OH

— Silanols isolés ou libres
— Silanols vicinaux ou pontant
— Silanols géminés

Ces différents types de silanols conférent au matériau des propriétés d’interaction entre
la silice et les composés piégés dans les pores.

Le tableau I1.3 montre la coloration prise par les xérogels en fonction de la molécule
sonde et du précurseur fonctionnalisé employé. Il est & noter que les couleurs sont iden-
tiques pour ’ABTES et TAPTES, ce qui est cohérent avec le fait qu’ils portent tous deux

un groupement amine.

3. Ces caractérisations ont été menées en collaboration avec le laboratoire de chimie de 'ENS-Lyon.
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Au sein de la matrice TMOS, les indicateurs colorés sont en présence de silanols et
d’eau adsorbée en surface de pores ou libre piégée dans les pores. La couleur prise par
les indicateurs colorés indique un pH,, compris entre 2,8 et 4,6. Lors de la syntheése, les
groupements alkoxydes du précurseur TMOS sont hydrolysés, ce qui conduit & un pH
acide. Des études RMN ont montré que les alkoxydes hydrolysés étaient majoritairement
de type Q2 et Q3. [54] La présence d’alkoydes hydrolysés au sein des pores explique un

pH équivalent acide.

BBP BBT BT

ABTES ou APTES . R

~46 =76  [28:8] | pH,, € [7,6:8]

n-butyl : = =

pH,, <3 [0:6] [1,2;2,8] | pH,, € [1,2;2,8]
TMOS
pH,, <3 [0;6] [2,8:8] | pH,, € [2,8;3]

Tab. I1.3 — Evaluation du pH équivalent des xérogels par indicateurs colorimétriques in-
ternes.Les interactions acido-basiques de Brgnsted sont détaillées p.78

Les groupements fonctionnels apportés par les précurseurs fonctionnalisés se concentrent
en surface des pores modifiant considérablement leurs propriétés.

Au sein des formulations ABTES et APTES, les pores contiennent, en plus des si-
lanols, des groupements amine accepteurs de protons. Ceux-ci modifient donc en partie
I’environnement et les silanols. Les couleurs prises par les monolithes correspondraient en
milieu liquide & un pH compris entre 7 et 8.

La formulation n-butyl porte une chaine alkyle donc apporte un caractére hydrophobe
modifiant ’environnement des pores. Les xérogels présentent des couleurs correspondant
en milieu liquide & un pH compris entre 1,2 et 2,8, caractéristique de la silice.

Afin de controler les gammes de valeurs obtenues précédemment, une seconde méthode

sans inclusion d’indicateur coloré a été testée.
Détermination du pH équivalent des xérogels par capture d’'un COV
Pour évaluer ce pH sans avoir recours a un indicateur coloré interne a la matrice,

la méthode suivante a été proposée. [63] Le 4-nitrophénol (4-NP) bactérien exogéne est

un COV intéressant car intrinséquement coloré. II absorbe & 318 nm (& jiquice= 8300
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L.mol™t.cm™!) sous forme moléculaire et & 401 nm (£ jiguige = 18100 L.mol™t.cm™)
sous forme déprotonée. Quant a lui, le pKa du 4-NP est de 7,5. La forme moléculaire
prise par le 4-NP piégé au sein d’un xérogel permet alors d’évaluer le pH équivalent.
Les xérogels de quatre formulations, TMOS, TMOS /n-butyl; 9 03, TMOS/ABTES; /o 3 et
TMOS/ABTES; 9,12 , sont exposés 1 h a la phase vapeur au-dessus d’une solution de
4-NP & 1073 mol.L 1.

Estimation pH équivalent a partir d’'une analyse visuelle des spectres d’ab-

sorbance

La figure I1.4 présente les spectres d’absorbance issus de cette exposition. Au sein
de la matrice TMOS seule ainsi que dans le xérogel ayant le n-butyl comme précurseur
fonctionnalisé, le 4-NP est sous sa forme moléculaire. Le pH équivalent est donc inférieur
au pKa du 4-NP soit inférieur a 7,5. La présence du groupement aminé favorise nettement
I'absorption de la forme déprotonée. Le xérogel TMOS/ABTES; /o3 présente les deux
formes, le pH équivalent est donc proche de 7,5. Le xérogel ABTES) 12 piege le 4-NP
uniquement sous sa forme déprotonée, le pH équivalent est donc supérieur au pKa du
4-nitrophénol. Ces résultats donnent des gammes de pH similaires & celles apportées par

la détermination avec les molécules sondes.

Absorbance (u.a.)
i

0.8+

0.6

0.4

0.2+

o T T T T T T T T T —— T T T T A B b e e B S T T T i
200 210 220 230 240 250 280 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 480 470 480 490 SO0

Longueur d'onde en (nm)

T™MOS TMOS N-butyl 0,03 TMOS_ABTES_0,03 e .. TMOS_ABTES 0,12
TMOS ANP TMOS_N-buty 0,03 4ANP ———————— TMOS_ABTES 0,03 4NP ——— TMOS_ABTES_0,12_4NP

Fig. I1.4 — Influence de la fonctionnalisation du xérogel sur la forme prise par le 4-NP
au sein des pores. Dans une matrice TMOS (Bleu) la bande d’absorbance du 4-NP correspond
a sa forme protonée : pHey < 7,5. De méme au sein d'un xérogel TMOS/Nbutyl; /g 93 (Vert), le
4-NP est sous forme protonée : pHe, < 7,5. A I'inverse au sein d’un xérogel TMOS/ABTESUMQ
(Rose) pHeq > 7,5, le 4-NP est sous sa forme déprotonée. La formulation TMOS/ABTES; /g o3
conduit a une large bande d’absorbance contenant les longueurs d’onde d’absorbance des deux
formes : pHeq ~ 7,5.
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Déconvolution des spectres d’absorbance et calcul du pH équivalent

A partir de ces courbes, la concentration de chaque forme du 4-NP est calculée.

Pour cela le ratio des deux formes du 4-NP est estimé selon la méthodologie suivante.

La ligne de base d’absorbance intrinséque de chaque xérogel est soustraite au spectre
aprés exposition au 4-NP. Aprés déconvolution des deux pics, nous évaluons le ratio de
4-NP, donc la concentration de ces deux formes, en normalisant ’absorbance par le coef-
ficient d’extinction molaire correspondant ainsi que par I’épaisseur des xérogels (2 mm)
(IL.4). 1l est a noter que pour la suite des calculs, nous faisons I’hypothése que les co-
efficients d’extinction (4-NP~ et 4-NPH) au sein de la solution aqueuse intra-pore des
xérogels sont similaires a ceux mesurés en solution aqueuse standard.

Le pH équivalent des xérogels est évalué par I'équation II.2. Les concentrations sont
calculées par la loi de Beer-Lambert (Equation II.1), considérant 1 = 2 mm, ¢ yypy = 8
300 et € 4np_ = 18 100 L.mol~t.cm~".

[4— NP~

DO, :g)\.[élNP])\.l (H‘l) pHe, :pK“+lOg[4 NPH]

(I1.2)

Les résultats sont regroupés dans le tableau I1.4. Dans le cas des xérogels TMOS
et n-butyl, les pH équivalents sont plus élevés que ceux évalués par colorimétrie. Pour les
formulations ABTES, les pH équivalents sont plus faibles que les pH équivalents colori-
métriques. La mesure des densités optiques, notamment & 318 nm, peut étre considérée
comme litigieuse, du fait que ’absorbance n’est pas pleinement imputable a I'une ou

I’autre des formes du 4-NP. Ce qui montre les limites de cette méthode.

AL A2 [4-NPH,erogel]  [4-NPH

TMOS 314 0,216 0,017 1,30.1074 7,76.1076 5,7
n-butylpos 308 0,707 0,029 4,26.10~% 8,00.1076 5,42
ABTES 03 0,336 0,346 2,02.1074 9,56.107° 6,8
ABTES) 12 400 0,559 1,696 3,37.1074 4,68.107% 7.3

Tab. I1.4 — Evaluation du pH équivalent des xérogels par indicateur colorimétrique externe

Ce mode de détermination du pH équivalent reste fonction des molécules piégées au
sein des pores. Pour aboutir & une évaluation plus fine, il serait nécessaire d’effectuer
des analyses similaires avec d’autres composés volatils. Par ailleurs, si I’exposition avait
été plus longue, il n’est pas stir que nous aurions eu les mémes résultats. En effet, en
une heure la diffusion du COV n’a pas pu atteindre le cceur du monolithe. L’équilibre
moléculaire du COV au sein des pores du xérogel n’est pas effectif. Il serait intéressant de

reconduire la mesure aprés une semaine d’exposition et de comparer les résultats. Cette
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notion d’équilibre au sein du xérogel pose la question de la diffusion des COV et du

transfert de matiére en général au sein des xérogels (cf. p46).

Limites de la détermination du pH équivalent

L’incorporation de molécules sondes comme indicateur pH au sein des matrices mo-
difie la nature du xérogel. Les photos du tableau I1.3 montrent ainsi des xérogels partielle-
ment fragmentés dans le cas d’une incorporation d’indicateur coloré dans une matrice sans
précurseur fonctionnalisé. A ’échelle nanométrique, d’autres limites apparaissent. D’une
part, il existe une échelle & partir de laquelle les phénomenes dus & la monocouche d’eau
liée ne sont plus négligeables. En effet, dans ’eau libre, 'autoprotolyse de l’eau a bien
lieu, donc tant que ’eau libre reste fortement majoritaire la notion de pH est pertinente.
Le comportement des molécules d’eau est, par contre, extrémement modifié lorsqu’il s’agit
d’eau liée. Le ratio eau libre / eau liée au sein d’'un pore dépend du diamétre de celui-ci.
D’autre part, il y a statistiquement quelques molécules sondes colorées dans le volume
d’un pore, si ce nombre de molécules pHmétriques est de 'ordre du nombre de molécules
d’eau libre. Un effet de tampon des molécules sonde sur leur environnement va entrer en

jeu.

L’utilisation d’un indicateur post-synthése apparait comme une alternative. Cepen-

dant, il convient 1a encore d’étre prudent. En effet, la détermination du pH équivalent ne
forme — basique

repose que sur le ratio . Or la concentration des deux espéces est éva-

forme — acide
luée par déconvolution des pics d’absorbance, traitement mathématique restant soumis a

I'interprétation de I'expérimentateur.

Le pH équivalent est donc bien un outil qui apporte des indications utiles sur le
plan applicatif mais qui n’est pas rigoureux. Il permet d’appréhender le compromis entre

compréhension du matériau et pragmatisme opérationnel.

L’eau étant un élément omniprésent au sein des pores, il est intéressant d’estimer le

nombre moyen de molécules d’eau au sein d’un pore.

Pour estimer grossiérement la proportion d’eau liée au sein des pores, ceux-ci sont
schématisés par une sphére de rayon d, contenant une monocouche d’eau liée (Figure I1.5
a et b). Une molécule d’eau est considérée comme une sphére ayant un rayon de 0,9 A

(Figure c).
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5

b) Mono-couche
d’eau Jiée

Fig. I11.5 — Modeéle d’étude : Une molécule d’eau est considérée comme une sphére ayant un
rayon de 0,9 A

Les caractérisations, détaillées plus loin dans ce chapitre, nous ont permis de dé-
terminer que le diamétre des pores varie d’une dizaine & d’une centaine d’Angstrom. Le

tableau I1.5 évalue la proportion d’eau liée en fonction de la taille de pore.

Rpores  Rspherecaujibre ~ Nombre de molécules d’eau lice Nombre de molécules d’eau libre  Proportion d’eau liée
50 A 49,1 A 9094 162 394 0,05

20 A 19,1 A 1441 9 558 0,15

10 A 9,1 A 344 1034 0,25

5A 4,1 A 78 95 0,45

Tab. II.5 — Estimation de la proportion d’eau liée dans les pores

Pour les pores les plus petits de nos matériaux, il apparait que la quantité d’eau
liée n’est pas négligeable. Le comportement global des molécules d’eau est modifié. En
effet, les molécules de la monocouche liée a la surface sont beaucoup moins mobiles que
les molécules d’eau libre.

Cette estimation numérique est cohérente avec les valeurs apportées par la littérature.
L’accumulation de COV au sein d'un xérogel repose sur la capacité des molécules
captées a diffuser au sein des matériaux. Aussi la diffusion de COV au sein de trois types

de sol-gels a été étudiée.

I1.1.4 Diffusion des COV au sein de matériau sol-gel

La figure I1.6 illustre la diffusion des COV au sein d’échantillons de xérogels dans trois
formulations :

— TMOS/ABTES = Détection sans sonde du 4-NP

— TMOS/n-butyl BBP = Détection avec sonde pH-métrique peu spécifique

— TEOS/n-butyl/HCl/DMACA = Détection avec sonde spécifique de 'indole

Pour ce faire une partie du xérogel est protégé de ’exposition contrairement a I'autre
extrémité du monolithe. Le temps d’homogénéisation est ensuite observé hors de la pré-

sence de tout gaz extérieur au matériau.
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Ces trois formulations possédent des cinétiques de gélification trés différentes, de
I'ordre de la minute pour la premiére, de la journée pour la deuxiéme, et de la semaine

pour la troisiéme. Les molécules d’indole et de 4-NP ont des tailles similaires.

Le premier mode de détection est une simple capture du COV sans liaison. Le
groupement fonctionnel aminé influengant juste la forme moléculaire du COV au sein des
pores. Le temps de diffusion du gaz a I'intérieur du xérogel est de deux jours. Le second
mode de détection met en jeu des interactions faibles. Tandis que le troisitme mode se

base sur une interaction spécifique sonde-cible irréversible.

Malgré ces différences dans la stratégie de détection, il commence a apparaitre que
plus le temps de gélification est long, plus la diffusion des COV dans le xérogel demande
du temps. Or la nanofluidique montre, qu’a ’échelle des fluides confinés, la viscosité est
considérablement accrue prés des parois. [69] De fait, les matériaux ayant les plus petits

pores sont extrémement défavorables a la diffusion.

La diffusion au sein des sol-gels TEOS apparait beaucoup plus longue que dans un
capteur TMOS.

Cinétique diffusion4-NP

1Jour 2 Jours

Cinétique capteur pH-métrique
i B
t, 16 h 1 Semaine

Pseudo-cinétique diffusion de I'indole

— ;
- o¥

t, 1 Semaine 1 Mois

Fig. I1.6 — Diffusion de COV a l’intérieur de monolithes sol-gel de formulations dif-
férentes
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I1.1.5 Développement de formulations éthanoliques

Les formulations de xérogels historiquement développées utilisent le TMOS, comme
silane principal. En effet, comme le montre I’étude précédente la diffusion d'un COV est
plus rapide au sein d’un sol-gel TMOS que dans un sol-gel TEOS. Or le TMOS est classé
comme produit cancérogéne, mutageéne et reprotoxique par I'Institut national de recherche
et de sécurité (INRS), puisqu’il libére lors de son hydrolyse du méthanol, lui-méme un
CMR notoire. La réglementation insiste de plus en plus fortement sur la nécessité de
substituer les produits toxiques par des équivalents moins nocifs. Des travaux ont été
menés dans ce sens. L’objectif est ici de remplacer le TMOS par du TEOS, ce dernier

libérant de 1’éthanol lors de son hydrolyse, il n’est pas un CMR.

Le TEOS n’avait pas été sélectionné initialement car les propriétés mécaniques et
optiques obtenues aprés synthése selon le protocole conventionnel n’étaient pas optimales.
Une premiére série de tests a été menée en interne par Arnaud LEMELLE afin de mettre
en ceuvre cette substitution. Des xérogels possédant de bonnes tenues mécaniques ont
été obtenus. Cependant, ces matériaux présentaient une certaine opacité. Il a néanmoins
pu étre utilisé dans le cadre d’une détection colorimétrique visuelle de mercaptan avec

réaction sonde/cible.

En repartant de ces travaux, des formulations ont été testées et mises au point pour
les différents modes de transductions. Elles seront développées au cours des chapitres

correspondants.

II.2 Caractérisation des xérogels par diffusion des rayons

X aux petits angles

La diffusion des rayons X aux petits angles, abrégée SAXS pour Small Angle X-
rays Scattering, est une méthode de caractérisation structurale des matériaux. L’objectif
de ces caractérisations par SAXS est d’analyser différentes séries de xérogels, afin de
répondre & nos questionnements sur la structure de nos matériaux et I'impact des différents

parameétres affectant les productions de xérogel.

Des tests préliminaires avaient été réalisés en interne, en 2013, sur des xérogels de
silices mésoporeuses (Figure I1.7). Il avait été possible de mettre en évidence des courbes de
diffusion différentes selon ’aspect des matériaux transparents ou opaques. Il apparait donc

possible de procéder & une analyse fine du matériau via cette méthode de caractérisation.
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Fig. I1.7 — Courbes de diffusion de deux xérogels TMOS/ABTES; g 3. L’opacité et la transpa-
rence de ce matériau se traduisent par des courbes de diffusions distinctes. L’intensité du signal
est fonction de la densité électronique du matériaux (cf. p51).

I1.2.1 Quelques notions de SAXS

Les analyses par diffraction des rayons X classiques explorent des distances de type
inter-plan atomique de 'ordre de I’Angstroem. Dans le cas de la diffusion SAXS, I’échelle
étudiée est beaucoup plus grande, allant du nanométre a la centaine de nanométres.
L’intérét est, en effet, porté sur 'organisation de la matiére & une échelle non locale.

La méthode d’analyse consiste a exprimer l'intensité diffusée en fonction du vecteur
de diffusion Q*. Mathématiquement l'intensité diffusée s’obtient par la transformée de
Fourier de la fonction de corrélation de la densité électronique de I’échantillon. Les analyse
SAXS reposent donc sur le contraste des densités électroniques des différentes phases
présentes au sein d’un échantillon. [70] Dans notre cas il devrait donc étre possible de
distinguer la silice des pores. Les méthodes SAXS permettent d’explorer un domaine
allant de 10°4 A7 a4 1071 A™". Selon I'échelle observée, il est possible d’accéder a trois
types de propriétés structurales :

Domaine des « grands » Q5 (1071 A7 4102 A™") : structure de la surface

des particules étudiées et porosité

Domaine des Q « intermédiaires » (102 A~ 41073 A™") : taille, morphologie

et structure interne des particules.

Domaine des « petits » Q (1073 A a0 A™Y) : distances et interactions entre

particules.

La figure I1.8 récapitule de facon simpliste, les informations disponibles sur une courbe
de diffusion SAXS selon I’échelle d’observation.

4. Le vecteur de diffusion @ est proportionnel & l'inverse de la longueur d’onde selon ’équation @ =

4. 0
27 sine ou 6 est 'angle de diffusion et X la longueur d’onde. Travailler dans cet espace en A~! permet

de dilater les échelles aux petits angles et d’observer des comportements intéressants a 1’échelle de la
structure du matériau
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Fig. II.8 — Schéma général d’interprétation : exemple de suspension colloidale. [71]
L’analyse des courbes de diffusion aux différentes échelles de la matiére permet d’obtenir diffé-
rentes informations et caractéristiques de ’échantillon. Les valeurs en Q™" associées aux inter-
prétations des formes correspondent aux valeurs de la pente de la courbe de diffusion lors de
représentation logarithmique de 'intensité 1(Q)

Pour mieux comprendre les notions d’interface définie ou peu définie présentées figure
I1.8, il faut considérer 'interface du point de vue de la densité électronique. La figure
I1.9 présente le passage d’'une phase de densité électronique py a une phase de densité
¢lectronique p; (p, > p1). Cette transition peut étre nette (I'interface entre deux phases
sera bien définie) ou progressive (I'interface entre les deux phases sera moins bien définie,
voire floue). Cette description bien que qualitative permet de comparer les matériaux

entre eux.
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Fig. I1.9 — L’interface entre deux phases d’un matériau se caractérise par un chan-
gement de densité électronique. La distance de transition delta entre la phase pure d’un
composé et la phase pure du second composé caractérise la netteté de 'interface. Plus delta est
petite plus 'interface est franche, il s’agit donc 1a encore d’une question d’échelle d’observation.

L’analyse des différents régimes permet de remonter aux caractéristiques de ’échan-
tillon et ainsi d’émettre des hypotheéses sur sa structure.

La pente de courbe de diffusion représentée en échelle logarithmique est associée a
la forme des porosités et permet de caractériser 'interface. La pente de cette courbe de
diffusion aux alentours de 10~ A apporte des informations sur la présence et la nature des
interfaces a 1’échelle observée. Les pentes en Q~* correspondent 4 un changement brutale
de densité électronique entre les deux phases c’est-a-dire a des interfaces bien définies.
Il s’agit d’interfaces d’objets (particules ou pores) dont le rayon est supérieur a I’échelle
observée. La distance de transition  est largement inférieure aux dimensions de I'objet.
Les pentes en Q™3 correspondent & des interfaces plus floues. La séparation entre les deux
phases est moins bien définie. La présence d’interfaces témoigne de la présence de pores
aux échelles supérieures a celles observées, mais la distance ¢ est moins faible par rapport
aux dimensions des objets que dans le cas de pentes en Q*. Lorsque la pente est en
Q72 ou Q71 la porosité est assimilée & un ensemble lamellaire. Dans le cas de sol-gel le
terme lamellaire pose question, n’ayant pas de sens a prior: dans un xérogel. Ces valeurs
de pente peuvent donc étre interprétées comme le signe d’une porosité fractale, dont les
grandeurs caractéristiques sont proches des distances caractéristiques a laquelle se déroule
I’analyse.

L’analyse par SAXS permet de recueillir I'intensité diffusée en fonction du vecteur de
diffusion (Q). Les données peuvent étre mise en forme selon deux types de graphiques. Re-
garder 'allure des courbes de diffusion selon une échelle logarithmique apporte des infor-
mations sur 'interface des porosités. Il est aussi possible d’étudier directement I'intensité

en fonction du vecteur de diffusion. L’information est apportée par Q,,., correspondant
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a la valeur de l'intensité I(Q) la plus grande. La valeur de Q,,q, permet de remonter a la
distance moyenne inter-objet. Plus @),,.. augmente, plus la distance moyenne inter-pore
diminue, donc plus le nombre d’objet au sein du volume augmente.

Les mesures présentées ci-dessous ont été effectuées au sein du laboratoire de I'institut
INAC, sous la direction d’Arnaud DE GEYER.

La connaissance de la géométrie des pores revét un intérét particulier pour des mé-
thodes de caractérisations complémentaires. Lors du calcul des distributions de la taille
des pores a partir des isothermes issues de ’adsorption-désorption d’azote par la théo-
rie fonctionnelle de la densité, une hypothése est faite sur la géométrie de la porosité.
Connaitre au préalable les formes des pores serait donc un atout pour sélectionner les
modéles de traitement.

L’objectif est ici d’étudier le comportement des courbes de diffusion de matrices TMOS
et de matrices TEOS (synthétisées selon les protocoles présentés en annexe page 167). Ces
sol-gels différent par la nature de leurs précurseurs principaux. Leurs propriétés chimiques
et réactives imposent des protocoles de synthése différents (avec pré-hydrolyse dans le cas
des TEOS) l'organisation des deux réseaux d’oxyde est donc a priori distincte. Il s’agit

donc d’observer si de telles différences conduisent a une signature différente par analyse
SAXS.

I1.2.2 Analyses de formulations TMOS et TEOS sans précurseur

fonctionnalisé

La figure I1.10 présente les courbes de diffusion obtenues par analyse SAXS de xérogels
TMOS et TEOS, lorsque le faisceau d’analyse cible le coeur du monolithe. La figure I11.10-a
correspond a la représentation logarithmique permettant de visualiser la pente en Q7".

La figure I1.10-b représente l'intensité en échelle linéaire, elle permet de déterminer Q42
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Fig. I1.10 — Courbes de diffusions de xérogels TMOS et TEOS. a) Représentation log-log : les
pentes sont de I'ordre de Q2. b) Intensité en échelle linéaire : détermination de Qnaz

Analyse de la figure I1.10-a :

L’information recherchée est la valeur de la pente dans le domaine des grandes
valeurs de Q. Pour les échantillons TMOS, elles sont de I'ordre de Q2 tandis qu’elles sont
comprises entre Q7! et Q2 pour les TEOS.

L’absence de pente en Q3et Q~* témoigne de ’absence d’interface liée & des pores de
diamétre supérieur a 1’échelle observée. Les matériaux ne présentent donc pas de pores
supérieurs a la centaine d’Angstrom. Ce que confirme la distribution de tailles de pores

caractéristique de formulations TMOS présentée figure I1.11.
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Fig. I1.11 — Distribution de la taille des pores d’une formulation TMOS de sur-
face spécifique 270 m2.g~! d’aprés la méthode de Brunauer, Emmet et Teller (BET). La
porosité,déterminée via la théorie de la fonctionnelle de densité (DFT), est comprise entre une
vingtaine et une centaine d’Angstrom. [59]

Les pentes en Q™2 apparaissent donc liées & de la micro ou de la méso porosité.
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Analyse de la figure I1.10-b :

Ce mode de représentation permet de repérer la valeur de Q nommée Q.. pour
laquelle I'intensité est maximale. Ces valeurs sont plus faibles (~0,015 A -1 ie. 66 A)
pour les formulations TMOS que pour les formulations TEOS (~0,025 A1 e, 40 A)
La distance inter-pores apparait donc plus grande au sein des formulations TMOS qu’au

sein des formulations TEOS.
Interprétation de 'intensité 1(Q)

Pour des échantillons fins de 'ordre 100 pm d’épaisseur, I'intensité traduit le nombre
de pores. Dans le cas des échantillons monolithiques, il n’aurait pas été pertinent d’étudier
des matériaux si minces puisqu'’ils ne refléteraient pas la réalité des matériaux utilisés (e
= 800 pm & 2 mm). Le signal requ par le récepteur est d’autant plus faible que 1'épais-
seur du matériau est importante. Pour s’affranchir de ce biais, le signal a été normalisé
par 'épaisseur du matériau. [72] La mesure de 1'épaisseur de I’échantillon influence donc
I'intensité représentée figure 11.10 et impose la prudence. Il apparait que 1’échantillon
TMOS-1 est probablement plus poreux que I’échantillon TMOS-2. Les deux échantillons
TEOS sont eux semblables. Les analyses précédentes ont montré une légére différence
entre les deux formulations et une unité de comportement au sein d’une formulation. Le
faisceau d’analyse couvrant une surface inférieure au < 1 mm 2, il a été possible de cibler

d’autres parties du monolithe afin d’étudier son homogénéité.
Homogénéité au sein d’un monolithe

Afin d’évaluer 'homogénéité au sein d’'un monolithe, des courbes de diffusion sont
enregistrées en différents points d’'un méme monolithe. Comme présenté sur le schéma
I1.12, P1 correspond a la zone de ménisque présentée par les matériaux, le point P2 au

coeur du matériau, et enfin le point P3 au pied du matériau.

Fig. I1.12 — Schéma type d’un xérogel. Les points P1, P2 et P3 correspondent aux différentes
zones d’un méme xérogel qu’il a été possible de caractériser par SAXS. d ~ d’ ~ 2 mm

Le tableau I1.6 regroupe les différentes caractéristiques obtenues.
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Pour 'ensemble des mesures, la pente correspond & une structure pour laquelle la
porosité est inférieure a la centaine d’angstroms. Pour les formulations TEOS, les trois
positions sont homogénes au sein des monolithes. Dans le cas des formulations TMOS
la position P1 se détache des deux autres. Il apparait que prés du ménisque, la distance

intra-pores diminue par rapport aux distances intra-pores dans le reste du matériau.

Qmaa:
Position Pentes
AL
—~ P1 < Q72 0,024
w
S P Q2 001
>
P3 Q2 0,01
~ P1 < Q72 0,026
w
S P2 Q2 001
=
P3 Q2 0,01
_ P1 < Q7% 0,025
o9
S P2 Q2 002
=
P3 < Q72 0,025
o P1 < Q7% 0,027
w
S P2 Q% 0024
=

P3 < Q72 0,025

Tab. I1.6 — Pentes et Qnqe obtenus en trois positions différentes des xérogels

L’étude des matrices TMOS et TEOS sans précurseur fonctionnalisé montre
que ces formulations, différentes par la nature de leur précurseur principal et leur pro-
tocole de synthése, conduisent a des comportements certes distincts mais néanmoins
proches. Leur pente sont de ’ordre de Q 2, attribuables & de la micro et/ou méso-

porosité.

Par ailleurs, un comportement particulier a pu étre mis en évidence prés du mé-
nisque pour les formulations TMOS. En effet, la pente des courbes de diffusion est
plus faible prés du ménisque que dans le cceur du matériau. La distance entre les pores y

est également plus faible.
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I1.2.3 Analyses de formulations TMOS et TEOS contenant un

précurseur fonctionnalisé

D’un point de vue purement applicatif, les formulations les plus utilisées sont les
TMOS-ABTES. En effet, ces xérogels combinent trois critéres majeurs de notre cahier des
charges : bonne tenue mécanique, bonne cinétique de détection de COV en absorbance
sans sonde (notamment du 2-NP) et temps de production court (tgesfication < 5 mn;
tsechage 1 D jours). C’est donc sur cette gamme de xérogels que 1'étude compléte a été
réalisée. Des xérogels TMOS-ABTES produits par la société Ethera [73] ont également
été analysés. Les formulations TMOS/N-buyl (tgeii fication <1 JOUT'; tsechage = 10 jours) et
TEOS n’ont été caractérisées que pour certains pourcentages de précurseur fonctionnalisé.
De plus leur vitesse de gélification étant faible, le séchage sous hotte qui n’est pas utilisé
pour ces formations n’a pas été étudié. Les conditions de séchage de ces deux derniers
échantillons sont controlées mais inconnues. La figure 11.13 récapitule les différents lots et

leur mode de séchage..

|
J ees | |

Fig. I1.13 — Caractérisation des formulations TMOS et TEOS sans précurseur fonctionnalisé

Les courbes de diffusion sont disponibles en annexe tandis que la tableau I1.7 regroupe
I'ensemble les valeurs des pentes et des Q3. La figure I1.14 illustre les résultats obtenus
pour le lot de xérogels TMOS-ABTES séchés sous hotte.
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Fig. I1.14 — Courbe de diffusion pour la gamme TMOS-ABTES séchés sous hotte. a)
Représentation logarithmique : les pentes sont de I'ordre de Q3. b) Intensité en échelle linéaire :
les valeurs de Q;nq indiquent que la distance inter-pores diminue avec la quantité de précurseur
fonctionnalisé. c¢) Vecteur de diffusion correspondant a l'intensité maximum en fonction du ratio

d’ABTES
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Intensité des courbes de diffusion

Les courbes de diffusions des xérogels TEOS se superposent. L’ajout de précurseur
fonctionnalisé ne modifie pas 'intensité du signal. Dans le cas des xérogels TMOS/ABTES,
Iinclusion de porogéne augmente 'intensité. Les intensités les plus fortes sont obtenues
pour les ratios d’ABTES les plus faibles, typiquement 0,001.

Dans le cas de la gamme de xérogels TMOS/ABTES séchés sous hotte (Figure I11.14-b),
deux comportements sont observés. Pour des ratios 