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Préface

Les matériaux poreux sont omniprésents dans notre quotidien. Qu’ils soient naturels ou
synthétiques, les matériaux poreux possèdent des cavités ou pores de dimensions nanomé-
triques et micrométriques qui leur confèrent des propriétés intéressantes et recherchées. La
découverte et l’étude de l’organisation des matériaux poreux naturels comme le bois, les
os ou les frustules de diatomées ont fasciné de nombreux chercheurs. Au-delà d’une orga-
nisation parfois presque parfaite, ces structures poreuses à différentes échelles présentent
des fonctionnalités bien précises. En effet, un réseau poreux hiérarchisé (à différentes
échelles) permet de combiner les avantages d’une diffusion élevée avec des surfaces spéci-
fiques importantes. L’élaboration de structures similaires en laboratoire est un véritable
défi et ouvre la voie vers des applications dans des domaines variés allant de la catalyse
hétérogène au stockage d’énergie en passant par la dépollution des eaux et des sols.

Les voies de synthèse traditionnellement utilisées en laboratoire nécessitent des condi-
tions de pression et de température extrêmes qui ne sont plus adaptées aux contraintes
environnementales actuelles. Dans cette optique, deux nouvelles voies de synthèse ont vu
le jour dans les années 80. Tout d’abord, en s’inspirant des matériaux naturels, S. Mann
propose une synthèse intégrative pour la formation de matériaux bio-inspirés en associant
des structures organiques avec des assemblages de briques élémentaires synthétiques. Au
même moment, J. Livage publie un article dans Le Monde sur le concept de la chimie
douce suite au choc pétrolier des années 70 et de l’émergence des problèmes énergétiques.
L’idée est simple, ce que l’Homme synthétise à hautes températures, la nature le synthé-
tise à température ambiante et avec une organisation remarquable. Ces approches ont
continué à se développer et les connaissances dans le domaine des fluides complexes, de
la chimie douce et des synthèses bio-inspirées ont permis la genèse de matériaux structu-
rés multi-échelles de morphologies complexes. Ainsi, la chimie intégrative peut se décrire
comme une approche permettant la formation de matériaux hiérarchisés en s’inspirant
de la nature et en combinant le procédé sol-gel avec les assemblages supramoléculaires,
la chimie colloïdale et les mésophases lyotropes. C’est grâce à cette méthode que nous
synthétiserons des matériaux à porosité hiérarchisée de diverses structures. En associant
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Préface

ces matériaux avec des entités biologiques ou des micro-organismes, des matériaux bio-
fonctionnels seront obtenus pour des applications principalement catalytiques.

Le premier chapitre de ce manuscrit sera consacré aux matériaux poreux et présen-
tera quelques exemples naturels pouvant être source d’inspiration. Les différents voies de
synthèses existantes en laboratoire pour la synthèse de matériaux poreux seront ensuite
discutées.

Ces matériaux étant complexes et multi-échelles, de nombreuses techniques sont néces-
saires à leur synthèse et leur caractérisation. Nous décrirons en détail dans le chapitre
deux chacune des méthodes utilisées dans la suite du manuscrit et la synthèse de ces ma-
tériaux à partir d’émulsions. En effet, chaque matériau obtenu est toujours caractérisé de
la même façon afin d’obtenir une carte d’identité du matériau rassemblant ses propriétés.

Dans le troisième chapitre, en associant les connaissances des matériaux mésoporeux
avec le monde des émulsions, nous montrerons qu’il est possible de générer des matériaux
présentant une mésostructure organisée et des macropores bien définis. Ces matériaux
pourront être optimisés et nous verrons que l’utilisation de sels lors de la synthèse est
primordiale pour l’obtention d’une organisation à l’échelle mésoscopique et pour avoir un
matériau monolithique.

Les chapitres quatre et cinq porteront sur l’utilisation de ces monolithes poreux pour
des applications catalytiques. Ces matériaux peuvent être fonctionnalisés de différentes fa-
çons par ajout de molécules organiques à leur surface. Ces fonctionnalisations permettent
une immobilisation des enzymes de manière covalente. Ainsi, en immobilisant des enzymes
à l’intérieur de ces structures poreuses, les matériaux agissent comme des biocatalyseurs
et présentent des activités catalytiques intéressantes. Grâce à leur squelette en silice, ils
possèdent des propriétés mécaniques intéressantes qui permettent leur utilisation en flux
continu, en réacteur agité ou encore sous CO2 supercritique à pression élevée. Enfin, pour
aller plus loin, des micro-organismes seront emprisonnés dans des matériaux monolithiques
poreux recouverts d’une coque en silice. Au-delà de leur développement et de leur survie
dans ces matériaux, nous montrerons que ces bactéries encapsulées sont capables de dif-
fuser et d’échanger avec le milieu extérieur. Cette diffusion sera mise à profit pour réaliser
des réactions enzymatiques en cascade ouvrant la voie vers l’utilisation de ces matériaux
comme bio-réacteurs pour des applications environnementales.
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Etat de l’art et méthodologie
expérimentale

« Il faut toujours viser la lune,
car même en cas d’échec on
atterrit dans les étoiles. »"

(Oscar Wilde)





Chapitre 1

Contexte général et état de l’art

1.1 Les matériaux poreux : généralités
Un matériau poreux est un milieu biphasique, constitué d’une phase continue solide

et d’une phase dispersée gazeuse. Les pores sont des cavités de diamètre et profondeur
variables. Dans la littérature, on trouve également l’appellation de cellules ou d’alvéoles
[1]. Les matériaux poreux sont caractérisés par leur porosité définie comme le rapport
du volume occupé par les pores Vp au volume apparent ou volume total occupé par le
matériau Vt :

φ = Vp
Vt

(1.1.1)

Si les pores forment un réseau interconnecté où un fluide extérieur peut circuler, la
porosité est dite « ouverte » et si les pores ne sont pas accessibles et ne participent pas au
transfert de matière, on parle de porosité « fermée ». Il existe également des matériaux
possédant à la fois une porosité ouverte et fermée (voir Figure 1.1.1). Ce paramètre est
important car suivant le type d’application visée, il sera nécessaire d’adapter la porosité.
Par exemple, pour élaborer des supports pour la catalyse, il est nécessaire d’avoir une
porosité principalement ouverte afin que les fluides, les subtrats (réactifs subissant une
réaction chimique en présence de catalyseur) et les produits puissent diffuser au sein du
matériau. A l’inverse, une porosité fermée sera recherchée pour des utilisations d’isolation
acoustique ou thermique.
Au-delà de leur porosité, les matériaux poreux sont caractérisés par leur densité relative.

Cette densité est définie comme le rapport des différentes densités et représente la fraction
volumique de matière :

drelative = dapparente
dréelle

(1.1.2)

La densité apparente dapparente est calculée sur l’ensemble du matériau et inclut toute
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Figure 1.1.1 – Echantillons présentant différents types de porosité, a) ouverte, b) fermée
et c) ouverte et fermée. Reproduit de Gibson et al. [1].

la porosité. Il est possible de la déterminer à partir de considérations géométriques en
calculant le volume du matériau et en le pesant. Seulement, cela ne peut être fait que
pour des structures géométriques définies (billes, monolithes, cubes, etc) et la précision va
dépendre de la balance utilisée. La densité réelle dréelle quant à elle, exclut toute forme de
porosité et est calculée à partir de la masse volumique du solide qui compose le matériau.
Pour des matériaux cellulaires, la densité rélative est en générale drelative < 0.3. Ces
notions de densité et de porosité concernent les matériaux poreux dans leur ensemble.
Il est également nécessaire d’introduire deux autres grandeurs qui permettent de corréler

la morphologie de nos matériaux avec leurs propriétés. La première est la surface spécifique
ou aire massique qui désigne le rapport de la surface réelle (accessible aux fluides) et de la
masse de l’objet et la seconde est la taille des pores. Bien que plus compliqués à calculer,
ces deux paramètres peuvent être mesurés par analyse de physisorption (cf Chapitre 2)
grâce à différents modèles bien définis et à des hypothèses sur la forme des pores par
exemple. Pour la taille des pores, selon la norme de l’International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC), trois tailles sont à distinguer :
— les micropores, dont le diamètre moyen est inférieur à 2 nm
— les mésopores, de diamètre moyen compris entre 2 et 50 nm
— les macropores, de diamètre moyen supérieur à 50 nm.

Les propriétés des matériaux poreux sont dépendantes de leur morphologie et de leur struc-
ture. La taille des pores, leur forme, leur rugosité ou encore leur degré de connexion vont
donner aux matériaux poreux des propriétés uniques d’un point de vue hydrodynamique,
de transfert de matière et de surface d’échange. La synthèse de matériau poreux pour des
applications précises nécessite une grande connaissance de la relation structure/propriété.
Dès lors, l’étude des matériaux poreux disponibles autour de nous a fasciné et inspiré les
scientifiques qui ont cherché à comprendre si un tel niveau de complexité pouvait être
adapté en laboratoire pour synthétiser de nouveaux matériaux toujours plus complexes.
Dans la suite du manuscrit nous parlerons à plusieurs reprises de matériaux à porosité
hiérarchisée. Ce terme fait référence à différents niveaux de porosité sur plusieurs échelles.
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Par exemple, un matériau présentant une macro- et une mésoporosité sera un matériau à
porosité hiérarchisée, sa gamme de pores allant de l’échelle nanométrique à micrométrique
voire macroscopique.

1.2 La nature comme source d’inspiration et le
biomimétisme

Pendant de très nombreuses années, l’Homme a utilisé des matériaux naturels pour
créer et construire sans avoir conscience de la beauté et du haut degré de complexité de
leurs structures. Avec l’avènement de la microscopie optique, les scientifiques ont pu avoir
un aperçu de la grande diversité morphologique des matériaux et organismes qui nous
entourent. La nature offre ainsi une multitude d’architectures basiques ou extrêmement
sophistiquées associées à des fonctions variées et précises. Ainsi, un morceau de bois
est constitué d’un réseau de cellules poreuses permettant d’acheminer l’eau. Une autre
illustration serait la coquille d’oeuf qui présente une multitude de pores permettant la
diffusion de l’eau et l’air et composée presque exclusivement de carbonate de calcium.
Plus récemment, le développement des techniques de microscopie électronique a permis
aux chercheurs d’observer et d’étudier les structures à l’échelle nanométrique. Il a été
montré que la couleur bleue du papillon du genre Morpho est d’origine structurelle. Les
ailes de ces papillons sont recouvertes de petites écailles, elles-mêmes composées de crêtes
et formées de couches successives (voir Figure 1.2.1). Le nombre de couches détermine le
caractère irrisé de la lumière réfléchie par effet photonique.

Figure 1.2.1 – a) Photo d’écailles du papillon Morpho au microscope électronique à ba-
layage (barre d’échelle : 50 µm). b) Coupe transversale d’une écaille au
microscope électronique à transmission (barre d’échelle : 1 µm). Adapté
de Vukusic et al. [2].
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En s’inspirant de la nature, la notion de biomimétisme est apparue. Le terme aurait
été utilisé pour la première fois par un ingénieur américain Otto Smith en 1963 avant
d’être réellement utilisé et mis en avant par Janine Benyus en 1997 dans son livre « Bio-
mimicry : Innovation inspired by Nature » [3]. De la même façon, les matériaux poreux
naturels sont omniprésents dans notre quotidien (voir Figure 1.2.2), comme les os, le bois,
certains minéraux et autres organismes vivants telles que les éponges siliciques ou les mi-
croalgues que nous détaillerons plus tard. Ces structures sont apparues au fur et à mesure
de l’évolution. Au-delà de leur beauté, elles ont des rôles bien définis : comment les scien-
tifiques peuvent-ils s’en inspirer pour synthétiser de nouveaux matériaux aux propriétés
exceptionnelles ?

1.2.1 La biominéralisation

La biominéralisation ou la synthèse de minéraux par des organismes vivants a toujours
existé et les premières observations microscopiques de biominéraux peuvent être attribuées
à Robert Hooke au XVIIème siècle dans son ouvrage « Micrographia ». Les biominéraux
peuvent être considérés comme des matériaux hybrides où les biomolécules et les compo-
sants inorganiques sont intiment liés et travaillent en symbiose. Il est alors vite apparu
que les molécules organiques sécrétées par les organismes vivants lors des processus de
biominéralisation possèdent un rôle essentiel dans la formation de structures minéralisées
complexes. Ces molécules sont aussi bien des protéines que des polysaccharides ou encore
des lipides. En 1983, Stephen Mann propose de scinder le processus de biominéralisation
en deux types : la minéralisation biologiquement induite ou contrôlée [5]. Dans le premier
cas, il s’agit principalement de minéraux issus de processus de biominéralisation d’ori-
gine bactérienne peu contrôlés et sans l’élaboration de matrices organiques structurées.
A l’inverse, la minéralisation biologiquement contrôlée est caractérisée par un contrôle au
niveau structural, spatial et chimique. C’est ce processus qui intervient dans la forma-
tion de nombreux minéraux comme les silicates par des microalgues extraordinaires : les
diatomées.

1.2.1.1 Les diatomées

Les diatomées sont des algues unicellulaires que l’on retrouve dans les milieux aqua-
tiques et apparues il y a environ 200 millions d’années, dont la taille varie de 20 µm à 2
mm. Les diatomées sont des organismes autotrophes, elles utilisent la photosynthèse pour
la synthèse de molécules organiques telles que les carbohydrates ou les lipides à partir
du dioxyde de carbone (CO2). Elles sont responsables de presque 50% de la fixation du
carbone dans les océans et assurent environ 20% de la photosynthèse planétaire [6, 7].

8
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Figure 1.2.2 – Vue d’ensemble de matériaux naturels poreux présentant des structures
hiérarchisées à différentes échelles. Reproduit de X. Y. Yang et al. [4].
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A ce jour, le nombre précis d’espèces de diatomées n’est pas connu mais les chercheurs
parlent d’environ 100 000 pour 10 000 espèces identifiées caractérisées par leur morpho-
logies uniques (voir Figure 1.2.3. e)). La structure basique des diatomées repose sur une
cellule recouverte d’un squelette silicique. Ce squelette de silice aussi appelé « frustule »
[8], se compose de deux valves qui se chevauchent à la manière d’une boîte de pétri. La
partie supérieure, l’épithèque, vient s’emboîter sur l’hypothèque (Figure 1.2.3. a)) [9].
Selon la géométrie de leur frustule, on distingue deux grandes catégories : les diatomées
centrales à symétrie radiale et les diatomées pennales à symétrie bilatérale où le frustule
est allongé [10].
Les diatomées ont fasciné les chercheurs pour leur beauté mais cette structure de silice

a de nombreux rôles. En effet, ce squelette silicique doit être assez résistant pour protéger
les diatomées mais il doit être également poreux afin de faciliter la diffusion des nutri-
ments et des métabolites [12]. Cette coque en silice présente plusieurs avantages : elle
rend les diatomées très résistantes (module d’Young de l’ordre de 20 GPa), la silice pos-
sède une solubilité connue et contrôlable dans certains solvants et enfin, elle présente une
porosité hiérarchisée. Les observations en microscopie électronique à balayage ont montré
que chaque valve est structurée de manière tridimensionnelle et possède une organisation
hiérarchisée de plaques poreuses et de parois siliciques avec des tailles de pores allant du
nanomètre au micromètre. Au XIXème siècle, Alfred Nobel utilisa les propriétés absor-
bantes de la terre de diatomées pour stabiliser la nitroglycérine alors jusque-là instable et
difficile à manipuler. Depuis, les diatomées sont devenues une source d’inspiration impor-
tante pour la synthèse de nouveaux matériaux poreux pour des applications très diverses
[13, 14] . Le développement des techniques de microscopie électronique à haute résolution
et de la microscopie à force atomique (AFM) ont permis d’étudier, de comprendre et de
révéler les secrets de la biominéralisation de la silice par les diatomées.

1.2.1.2 Les diatomées et la synthèse de biosilicates

Bien que la silice soit très présente dans la nature, les mécanismes de biosynthèse de
la silice par les organismes vivants sont encore mal connus. Depuis quelques années, le
séquençage génomique de plusieurs diatomées a permis de mieux comprendre les processus
de biominéralisation de la silice et ceux de la construction d’architectures complexes. La
formation de cette frustule de silice intervient lors du processus de division cellulaire et
au sein d’un compartiment intracellulaire ou vésicule appelé « silica deposition vesicle »
(SDV) en anglais. L’acide silicique présent à l’état naturel en concentration allant de 1 à
100 µM est transporté et stocké au sein du SDV. Cependant, les modes de transport et de
stockage associés sont encore méconnus [15] et c’est dans le SDV que vont se former les
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Figure 1.2.3 – a) Représentation schématique du chevauchement des deux parties de la
diatomée. b) Image de microscopie électronique à balayage du squelette
silicique de Coscinodiscus granii (barre d’échelle = 20 µm). c) Image de
microscopie électronique à balayage du squelette silicique de Stephano-
pyxis turris (barre d’échelle = 10 µm). d) Même image que c) mais à un
grossissement plus important (barre d’échelle = 5 µm). Reproduit à partir
de M. Sumper et al. [11]. e) Trois cents espèces de diatomées montées à la
main sur lame de verre. La dimension est de 1.78× 2.30 mm. Reproduit
de Gordon et al. [10].
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valves. La valve générée par la cellule fille va devenir une part de son hypothèque et celle
générée par la cellule mère sera une partie de la nouvelle épithèque. Différentes molécules
organiques impliquées dans le processus de silification et de la formation de la structure
ont été identifiées. Kröger et al. [16] ont travaillé sur la diatomée Cylindrotheca fusiformis
et à l’aide de procédés de purification et de dissolution, ils ont ainsi pu caractériser trois
peptides riches en sérine et lysine. Ces peptides sont appelés silaffines et plus précisément
silaffine 1A et B et silaffine 2. Les silaffines sont des zwitterions et sont composées d’une
longue chaîne polyamine attachée à la lysine qui apporte des charges positives et de
nombreux phosphates présentant des charges négatives. La présence de ces deux types
de charges permet aux silaffines de s’auto-assembler et de former des agrégats. Au delà
des chaînes polyamines liées aux peptides, la coque de silice des diatomées présente des
chaînes polyamines libres dont la structure est fortement dépendante de l’espèce étudiée.

Il est connu qu’en présence d’acide silicique, les silaffines sont capables de faire précipi-
ter la silice en quelques secondes et que la quantité de silice précipitée est fonction de la
quantité en silaffines [16]. Il est intéressant de remarquer qu’une silaffine synthétique ne
comportant pas la chaîne polyamine n’est pas capable de faire précipiter la silice. Cette
longue chaîne de polyamine est donc essentielle à la formation de silice dans des conditions
physiologiques au sein du SDV. Les structures complexes et hiérarchisées des diatomées
sont issues de la succession de mécanismes coopératifs entre la formation de nanoparticules
de silice et des processus de séparation de phase. En s’inspirant de ces organismes vivants,
les chimistes inorganiciens ont cherché à développer des voies de synthèse permettant de
simuler ces structures à l’échelle du laboratoire. Par exemple, l’utilisation de polyamines
synthétiques inspirées des organismes vivants couplées à des molécules tensioactives de
charge opposée a permis de synthétiser des matériaux présentant une mésoporosité orga-
nisée [17]. Des matériaux présentant une complexité élevée ont ainsi pu être synthétisés
grâce à l’association des concepts physico-chimiques de la matière molle et de la chimie
douce [18]. La chimie douce étant caractérisée par des synthèses s’inspirant du vivant,
dans des conditions de températures et de pressions proche de l’ambiant. Cette chimie
s’oppose aux synthèses de la chimie du solide « classique », réalisées à hautes températures
[19].
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1.3 La chimie douce pour l’élaboration de matériaux
poreux complexes

1.3.1 Le procédé sol-gel, cas du silicium

Le procédé sol-gel trouve son origine au milieu du XIXe siècle quand J. J. Ebelmen
décrit la « conversion en verre solide de l’acide silicique exposé à l’air humide ». Près
d’un siècle après cette découverte, le procédé sol-gel connaît un essor considérable. Dès
1930, l’entreprise allemande Schott Glaswerke utilisa la polymérisation sol-gel pour la
fabrication de verre. Au début des années 1980, une petite communauté de scientifiques
spécialistes du sol-gel commence à organiser des réunions, à étudier le procédé sol-gel
et à l’améliorer par ajout de fonctions organiques au sein d’entités inorganiques, c’est la
découverte des ORMOSIL pour « ORganically MOdified SIlicates ». L. Hench, connu pour
avoir créé la première entreprise dédiée au sol-gel (GelTech), va développer un procédé
sol-gel à basse température pour la synthèse de matériaux monolithiques [20]. En France,
J. Livage et al. ont étudié le processus d’hydrolyse condensation pour d’autres métaux de
transition comme le Titane, le Zinc ou le Chrome. Ils ont ainsi pu établir un lien entre les
cinétiques du système et l’électronégativité des métaux de transition utilisés [21, 22, 23].
La publication du livre « Sol-Gel Science » par C. J. Brinker et G. Scherer [24] marqua
un véritable tournant dans la chimie du sol-gel. Chaque étape du procédé sol-gel a été
largement étudiée et analysée et il est aujourd’hui possible de jouer sur les conditions
de synthèse pour obtenir des matériaux à porosité et forme variées. Il est nécessaire de
préciser que la plupart des mécanismes décrits ci-dessous sont issus du livre « Sol-Gel
Science ».
Le procédé sol-gel est une forme de chimie douce et repose sur une succession de réac-

tions d’hydrolyse et de condensation. Les précurseurs moléculaires utilisés peuvent être de
différentes natures, mais dans le cas de notre étude, ce sont généralement des alcoxydes
métalliquesM (OR)4 où M désigne un métal (ici le silicium) et OR un groupement alcoxy.
La formation d’un réseau macromoléculaire à partir de la conversion de ces précurseurs
se fait en deux étapes. La première étape est l’hydrolyse (partielle ou totale) des grou-
pements alcoxy en hydroxyle. Ces derniers vont réagir entre eux par polycondensation
pour former des oligomères puis des macrochaînes. Initialement, le système est à l’état
liquide et est composé d’un mélange d’oligomères de taille très petite (< 10 nm). Cette
dispersion stable de particules colloïdales est appelée « sol ». Au cours de la croissance,
ces objets atteignent une taille telle qu’ils se retrouvent au contact de leurs voisins. Cette
situation correspond au « point de gel » et l’on obtient un réseau tridimensionnel gonflé
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par le solvant et une cohésion mécanique assurée par des liaisons chimiques. Le réseau
tridimensionnel formé ou « gel » est gonflé par les réactifs résiduels et cette étape est
marquée par une forte augmentation de la viscosité du milieu. Enfin, la dernière étape est
une phase de vieillissement où les précurseurs encore présents vont potentiellement réagir
entre eux ou avec le squelette néoformé. Des phénomènes de réticulation vont entraîner
une diminution et un rétrecissement progressif du matériau par expulsion du solvant, c’est
la synérèse. Les propriétés finales des matériaux vont également pouvoir être modifiées
suivant le type de séchage. Sous conditions atmosphériques, les pressions capillaires im-
portantes vont induire une contraction du gel : le matériau final est qualifié de xérogel.
Afin d’éviter les phénomènes de rétraction et de fissures, il est possible d’effectuer un sé-
chage sous conditions supercritiques. Les matériaux obtenus sont beaucoup moins denses
et appelés aérogels.
Les cinétiques des réactions d’hydrolyse et de condensation sont fortement dépendantes

des caractéristiques des précurseurs. Dans notre cas, pour les synthèses, nous utiliserons
majoritairement le tétraéthoxysilane ou TEOS. Cependant, le silicium est peu électro-
phile, son nombre de coordination limité et les alcoxydes peu réactifs. De ce fait, il est
peu sensible aux attaques nucléophiles et l’utilisation d’un catalyseur est par conséquent
indispensable. La texture du gel étant fortement dépendante de la croissance du réseau
inorganique, la catalyse du procédé sol-gel va induire également des modifications structu-
rales. Ainsi, il est important de différencier deux voies catalytiques principales : la catalyse
en milieu acide et la catalyse basique.

1.3.1.1 Réaction d’hydrolyse

Cette étape permet d’initier la formation de fonctions hydroxyles autour du cation
métallique. En milieu aqueux, l’alcoxyde est solvaté par les molécules d’eau et l’hydrolyse
se produit par une attaque nucléophile des atomes d’oxygène contenus dans l’eau. Il y
a donc une substitution des groupements OR par des groupements OH et le départ de
groupes alcools nucléofuges. Dans le cas du TEOS, il s’agit de molécule d’éthanol.

Catalyse acide : pH < 7

L’hydrolyse est plus rapide et complète en milieu acide [25]. Un groupe alcoxyde du
précurseur est très rapidement protoné. Le silicium devient ainsi plus électrophile car sa
densité électronique diminue fortement et il est donc plus susceptible d’être attaqué par
les molécules d’eau. Un mécanisme de substitution nucléophile type SN2 est alors favorisé.
La molécule d’eau attaque l’atome de silicium et acquiert une charge partielle positive qui
abaisse proportionnellement celle de l’alcoxyde protoné ce qui en fait un très bon groupe
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partant. Ce mécanisme induit également une inversion de la configuration tétrahédrique
du silicium. Plusieurs études ont cependant proposé un mécanime d’hydrolyse avec une
attaque du côté du flanc sans inversion du tétrahèdre [24].

Figure 1.3.1 – Répresentation du mécanisme d’hydrolyse d’un alcoxyde de silicium en
milieu acide

En condition acide, les silanols sont protonés ce qui donne aux atomes de silicium un
caractère plus électrophile et les rend plus sensibles aux attaques nucléophiles.

Catalyse basique : pH > 7

Comme pour la catalyse acide, le mécanisme d’hydrolyse est de type SN2. Cepen-
dant, contrairement à la catalyse acide, ce sont les molécules d’eau qui, en se dissociant,
vont produire des anions hydroxydes nucléophiles. L’anion hydroxyde vient ainsi attaquer
l’atome de silicium tout en remplaçant le groupement alcoxyde avec une inversion de la
configuration tétrahédrique. Ici, comme précedemment, le mecanisme est dépendant à la
fois de facteurs stériques et inductifs. Les effets stériques étant plus importants ici car
l’atome de silicium acquiert une faible charge négative lors de l’état intermédiaire.

Figure 1.3.2 – Répresentation du mécanisme d’hydrolyse d’un alcoxyde de silicium en
milieu basique

1.3.1.2 Réaction de condensation et croissance des sols

Catalyse à un pH inférieur au point isoélectrique : < 2,1

La condensation en milieu acide implique des espèces silanols protonées. La protonation
du silanol rend l’atome de silicium plus électrophile, ce qui favorise les attaques nucléo-
philes. Les silanols les plus facilement protonés sont les silanols présentant le caractère

15



Chapitre 1 Contexte général et état de l’art

basique le plus important. La condensation va donc se faire préférentiellement entre des
espèces neutres et des silanols protonés situés sur les monomères ou les extrémités de
chaînes. De plus, une augmentation du pH entraîne une augmentation de la cinétique de
condensation. La catalyse acide induit des réseaux tridimensionnels très étendus, ouverts
et ramifiés. Lorsque le pH est très faible, la cinétique d’hydrolyse est très rapide et le
mécanisme de condensation ne commence qu’après une hydrolyse quasi-complète des pré-
curseurs inorganiques. En dessous du point isoélectrique de la silice, la condensation a lieu
seulement entre des silanols protonés ou des espèces alcoxydes. Ce modèle de croissance
va induire des agrégations de types amas-amas [26] et former des structures fractales
très denses. Deux modèles de croissance sont distinguables : l’agrégation amas-amas limi-
tée par la diffusion (« diffusion limited cluster agregation » noté DLCA) et l’agrégation
amas-amas limitée par la réaction (« reaction limited cluster agregation » noté RCLA). En
condition acide, la croissance RCLA est assurée par un processus en deux étapes suivant
la teneur en eau. Tout d’abord, l’hydrolyse en milieu acide se fait avec une addition de mo-
lécules d’eau de manière non stoechiométrique. Dans ces conditions, la condensation peut
débuter avant que l’hydrolyse ne soit complète et les molécules d’eau sont consommées
pour former des monomères qui vont rapidement condenser et produire des oligomères de
faible masse moléculaire. Dans un deuxième temps, l’ajout de molécules d’eau en excès
va hydrolyser les alcoxydes restants et forcer la condensation entre les espèces oligomères
et donc l’agrégation de type amas-amas. Si l’on se rapproche du point isoélectrique de la
silice, la dimension fractale augmente et le squelette inorganique sera plus dense.

Catalyse au dessus du point isoélectrique : pH > 2,1

Le mécanisme le plus courant pour la réaction de condensation implique une attaque
nucléophile d’un silanol déprotoné sur une espèce silicatée neutre pour des réactions au-
delà du point isoélectrique de la silice (pI ≈ 2, 1). Les silanols, qui sont les plus déprotonés,
sont ceux qui sont les plus condensés. Par conséquent, la vitesse de réaction augmente
au fur et à mesure de la condensation. La cinétique de réaction impliquant deux mo-
nomères pour former un dimère est relativement lente. En revanche, lorsque les dimères
sont formés, la cinétique de réaction entre les dimères avec les monomères est plus ra-
pide. La croissance se fait donc principalement par l’addition de monomères à des amas
très condensés. Contrairement à la catalyse acide, dans des conditions basiques, le mode
de croissance passe progressivement du gel vers une agrégation de type monomère-amas.
Comme nous l’avons vu précédemment, l’agrégation monomère-amas peut être limitée
par la diffusion (« diffusion limited monomer-cluster agregation » DLMCA) ou la réaction
(« reaction limited monomer-cluster agregation » RLMCA). Contrairement aux conditions
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acides, l’agrégation de type monomère-amas va favoriser la formation de structures colloï-
dales denses et homogènes avec une dimension fractale élevée. La structure finale possède
un caractère euclidien et c’est ce modèle de croissance qui est utilisé pour la génèse de
nanoparticules de silice monodisperses par le procédé dit Stöber [27].
Les réactions et les cinétiques d’hydrolyse-condensation du procédé sol-gel dépendent

de nombreux paramètres comme le choix du solvant ou la quantité de molécules d’eau.
Les différentes étapes de la transition du sol au gel sont fortement influencées par le ratio
r = quantité d′eau

quantité d′alcoxydes
et la quantité d’eau initiale pour démarrer l’hydrolyse va affecter

les futures réactions de polycondensation. Pour que l’hydrolyse soit complète, quatre
molécules d’eau sont nécessaires pour un alcoxyde tétravalent tel que le TEOS. Le ratio
est de 4 pour une réaction stoechiométrique mais un ratio de 2 est suffisant pour former
un hydroxyle et démarrer la polycondensation. On pourrait ainsi penser qu’une grande
quantité de molécules d’eau va accélérer la réaction d’hydrolyse et par conséquent la
polycondensation. Ceci n’est pas tout à fait vrai, car une augmentation de la quantité
d’eau entraîne une diminution de la concentration en silicate. Cet effet de dilution va avoir
un effet sur les cinétiques d’hydrolyse-condensation et sera marqué par une augmentation
du temps de gélification. Une connaissance du procédé sol-gel et des paramètres jouant
sur les cinétiques est nécessaire pour la synthèse de matériaux contrôlés et possédant les
propriétés désirées.

1.3.2 Structuration de matériaux à l’échelle mésoscopique

La première apparition de matériaux mésoporeux remonte au début des années 70. En
effet, dans un brevet de 1971, les inventeurs décrivent une synthèse de silice de très faible
densité obtenue en combinant le mécanisme d’hydrolyse condensation du TEOS avec la
présence d’un tensioactif cationique. A l’époque, ces travaux ont connu peu d’intérêt
en raison du manque de caractérisation de la porosité et des propriétés structurales de
ces matériaux. A partir des années 90, une nouvelle famille de matériaux ordonnés a
fait son apparition et a été le point de départ de nombreuses recherches ultérieures. Ces
matériaux poreux ont été synthétisés en combinant les connaissances dans le domaine de la
matière molle et de la chimie inorganique du sol-gel. Ces matériaux mésoporeux nommés
MCM-X pour « Mobil Crystalline of Materials » résultent d’un assemblage coopératif
entre des mésophases lyotropes de molécules tensioactives et des précurseurs inorganiques
de silice [28, 29]. Les exemples les plus connus sont : les MCM-41, silice mésoporeuse
avec des pores cylindriques ordonnés de manière hexagonale ou les MCM-48 avec une
porosité de structure cubique. Typiquement, ces matériaux sont synthétisés dans des
conditions où l’auto-assemblage des molécules tensioactives intervient simultanément avec
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la condensation des espèces inorganiques, ce qui conduit à des composites parfaitement
ordonnés à l’échelle mésoscopique. Pour la famille des MCM, les tensioactifs utilisés sont
des tensioactifs ioniques. Ces matériaux ont été largement étudiés afin de comprendre leurs
structures et de pouvoir la modifier. Par exemple, en couplant la mésophase lyotrope avec
un agent gonflant, il est possible d’augmenter la taille de pores au-delà de 10 nm [30]. De
plus, ces silices mésoporeuses ont trouvé de nombreuses applications telles que la catalyse
ou la libération de principes actifs [31, 32].
Quelques années plus tard, D. Zhao et al [33] ont développé une synthèse utilisant un co-

polymère à bloc amphiphile et non ionique de la famille des Pluronic : (polyoxyéthylène)n−
(polyoxypropylène)m− (polyoxyéthylène)n. Selon les auteurs, l’utilisation de copolymère
à bloc de haut poids moléculaire comme agent de structure permet d’élargir la gamme
de porosité à l’échelle mésoscopique. Ces matériaux ont été nommés SBA pour Santa
Barbara Amorphous en écho à la famille des MCM. Par la suite, nous discuterons plus en
détails la synthèse d’un matériau mésoporeux intéressant pour la suite de notre étude : le
SBA-15.

1.3.2.1 Rôle du tensioactif pour la structuration à l’échelle mésoscopique

Avant de décrire les détails de la synthèse des matériaux mésoporeux, il est important de
rappeler certaines propriétés des tensioactifs en solution. Au-delà d’une certaine concen-
tration, appelée concentration micellaire critique (CMC), les interfaces sont saturées et les
molécules tensioactives en excès vont s’auto-assembler sous forme de micelles. La CMC est
déterminée selon deux forces compétitives : l’attraction hydrophobe des chaînes alipha-
tiques et les répulsions entre les têtes polaires qui s’opposent à la formation des micelles.
En fonction de la concentration en tensioactifs mais également d’autres facteurs tels que
la température, la pression, ou la concentration en sel, les micelles peuvent prendre des
formes diverses et variées telles que des sphères, des cylindres, des bicouches ou des mi-
celles inverses (voir Figure 1.3.3). La géométrie des molécules en solution va dépendre
de paramètres simples et connus comme leur surface par tête polaire a0, la longueur de
la chaîne aliphatique lc et le volume de la molécule v. Israelachvili a ainsi déterminé un
paramètre de forme : v

lca0
dont la valeur correspond à la forme de la molécule de tensioactif

en solution et donc à la structure formée [34].
Une augmentation de la concentration en tensioactif permet de former des structures

cristallines avec des arrangements particuliers comme des hexagones ou des cubes (voir
Figure Diagramme phase typique). La formation des structures en solution aqueuse ne
dépend pas seulement de la concentration en tensioactif mais également du tensioactif en
lui-même. En effet, la longueur de la chaîne carbonée, l’hydrophilicité de la tête polaire
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Figure 1.3.3 – En haut : relation entre le paramètre de forme, la courbure spontanée,
la forme de la molécule tensioactive et les structures obtenues. En bas :
diagramme de phase du P123 dans l’eau en fonction de la concentration
et de la température. Reproduit de G. Wanka et al. [35]
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et tous les paramètres extérieurs tels que la force ionique, la température, la pression, les
solvants et le contre-ion (pour les tensioactifs ioniques) vont diminuer ou augmenter la
valeur de la CMC. Pour que des mésophases puissent se former et donner des matériaux
mésoporeux, il est nécessaire qu’il existe une intéraction attractive entre le tensioactif et
les précurseurs inorganiques. Selon Huo et al., ces interactions peuvent être de différentes
natures suivant le type de tensioactif utilisé et le pH [36]. Par exemple, en condition
basique si le tensioactif utilisé est de type cationique (cas du bromure de cétyltriméthy-
lammonium ou CTAB), l’interaction peut s’écrire de type S+I−ou S répresente l’espèce
tensioactive et I l’espèce inorganique. En revanche, en condition acide, les précurseurs in-
organiques de silice sont chargés positivement. Pour avoir une interaction, il est nécessaire
d’ajouter un contre ion de type X−et l’interaction s’écrit S+X−I+. Dans le cas inverse,
pour les tensioactifs anioniques, l’intéraction en milieu basique va s’écrire S−M+I−alors
qu’elle s’écrit S−I+ en milieu acide. Dans ces conditions l’interaction attractive est de
nature électrostatique. Enfin, pour les tensioactifs non-ioniques, l’interaction se fera par
l’intermédiaire de liaisons hydrogène et les intéractions s’écriront S0I0 [37] ou N0I0 [38].
Les différentes interactions entre tensioactifs et précurseurs inorganiques à l’interface sont
présentées sur la Figure 1.3.4.

1.3.2.2 Exemple de synthèse de matériaux mésoporeux : cas du SBA-15

Pour la synthèse de silices mésoporeuses, nous avons vu que différents types de tensioac-
tifs peuvent être utilisés : cationique, anionique ou non-ionique [40, 41, 42]. Par exemple,
les Pluronic ou Poloxamers ont été créés en 1973 et sont composés d’un coeur (ou bloc
central) de polyoxypropylène (PPO) et de deux blocs externes de polyoxyéthylène (PEO).
C’est l’assemblage de ces blocs qui leur confère des propriétés amphiphiles et donc tensio-
actives. Comme dit précedemment, la concentration en Pluronic et la température vont
avoir un rôle crucial sur les formation des micelles. Ces dernières sont composées d’un
coeur hydrophobe de PPO et de chaînes hydrophiles de PEO qui viennent former une
couronne autour du coeur central. Sous l’effet de la température, on peut distinguer trois
régimes : le régime des unimères où les molécules de tensioactifs sont non agrégées, le
régime transitoire et enfin le régime micellaire. A basse température, les groupements mé-
thyles du PPO vont s’hydrater et former des liaisons hydrogène avec les molécules d’eau
puis au-dessus d’une certaine température, les liaisons hydrogène se brisent. A la tem-
pérature micellaire critique (CMT) et dans le régime transitoire, il y a coexistence entre
les micelles et les unimères. Les molécules de PPO vont interagir entre elles et former
des micelles au coeur apolaire. Enfin, dans le régime micellaire, toutes les molécules de
tensioactifs sont agrégées sous forme de micelles. Avoir connaissance de la température
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Figure 1.3.4 – Schémas réprésentant les différentes interactions existantes entre les es-
pèces inorganiques et les tensioactifs. Interactions électrostatiques pour
un tensioactif cationique en milieu basique (a) et acide (b) et pour un ten-
sioactif anionique en milieu basique (c) et acide (d). Interactions de type
liaisons hydrogène pour les tensioactifs non-ioniques (e) et (f). D’après F.
Hoffmann et al. [39] et inspiré de [18].
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micellaire critique est nécessaire pour la synthèse des matériaux mésoporeux car elle est
dépendante à la fois de la concentration en pluronic, mais également de facteurs extérieurs
comme l’ajout de sel. La synthèse des matériaux SBA-15 se fait par un mécanisme coopé-
ratif entre les micelles de Pluronic 123 (P123) et les précurseurs inorganiques de silice en
solution (voir Figure 1.3.5).

Figure 1.3.5 – Schéma du mécanisme coopératif pour la synthèse de structures hexago-
nales. Reproduit de S. Tolbert [43].

Des études de diffraction des rayons X aux petits angles et de diffusion de neutrons ont
été réalisées pour mieux appréhender la formation de ces matériaux. Ainsi, les travaux
de M. Imperor-Clerc et al. [44, 45] ont montré qu’initialement des micelles mixtes P123-
silicate sont formées et composées d’un coeur de PPO entouré d’une couronne composée
de PEO, eau et silicate. Ces micelles commencent à s’allonger et à s’organiser de manière
hexagonale. Le TEOS étant hydrophobe, il entre au coeur des micelles et les précurseurs
hydrolysés vont venir s’adsorber sur les chaînes de PEO [46]. La minéralisation va alors
prendre place à l’interface coeur/couronne puis uniquement dans la couronne. La conden-
sation à l’interface coeur/couronne est concomitante avec l’élongation des micelles alors
que la condensation, uniquement dans la couronne, va induire une force attractive entre
les micelles, ce qui conduit à la précipitation de flocs. Après calcination, le tensioactif est
éliminé et l’on obtient la silice mésoporeuse ordonnée de manière hexagonale et dont la
taille des pores est modulable de différentes façons. L’augmentation du volume hydro-
phobe des agrégats auto-assemblés permet d’augmenter la taille des pores jusqu’à 30 nm
grâce à l’ajout d’agent gonflant type mésitylène [33] (voir Figure 1.3.6) ou en changeant
la composition des blocs du copolymère.
L’ajout d’agents extérieurs lors de la synthèse comme le sel, les co-tensioactifs ou les

solvants ont également été étudiés [47]. Par exemple, il a ainsi été montré que l’ajout de
sel permet d’accélérer la synthèse des SBA-15 et d’influencer les propriétés des micelles
coeur/couronne. D’autre part, de nombreuses équipes à travers le monde ont cherché à

22



1.3 La chimie douce pour l’élaboration de matériaux poreux complexes

Figure 1.3.6 – a) Images de microscopie électronique à balayage des matériaux mésopo-
reux SBA-15. Images de microscope électronique à transmission de maté-
riaux mésoporeux SBA-15 calcinés présentant différentes tailles de pores :
b) 6 nm, c) 8,9 nm, d) 20 nm et d) 26 nm. Adapté de Zhao et al. [33].

modifier la taille des pores de ces matériaux [48, 49], leur forme [50, 51] ou encore à les
fonctionnaliser [52].

1.3.2.3 Fonctionnalisation des matériaux mésoporeux

La combinaison de ces matériaux mésoporeux avec les connaissances en chimie or-
ganique a permis de donner naissance à des matériaux qualifiés d’hybrides organiques-
inorganiques. Ces derniers présentent de nombreux avantages et offrent la possibilité d’in-
corporer diverses fonctionnalités par rapport aux matériaux de base pris séparément. De
nombreux travaux ont été réalisés pour obtenir une symbiose parfaite entre les propriétés
apportées par la partie organique et la partie inorganique. Deux méthodes pour obte-
nir des matériaux hybrides organiques-inorganiques existent : la synthèse en une étape
dite de co-condensation ou « one-pot » et la post-fonctionnalisation. Le principe de la
co-condensation est assez simple. Les matériaux mésoporeux sont préparés à partir d’un
agent de structure (molécules de types tensioactives) en présence d’un tétraalcoxysilane
de type (RO)4 Si et d’un trialcoxyorganosilane de type (R′O)3 SiR. Les matériaux finaux
présentent ainsi des résidus organiques ancrés de manière covalente à la surface des pores.
En 1996, S. L. Burkett et al. [53] présentent la synthèse de matériaux hybrides à partir
de MCM-41 par co-condensation de TEOS et d’organosilanes présentant une chaîne al-
kyle à huit carbones ou un groupement phényle. D’autres études ont suivi et permis la
synthèse de matériaux présentant des fonctions organiques de types vinyles [54], thioles
[55] ou aromatiques [56]. Wang et al. [57] ont synthétisé des matériaux SBA-15 modifiés
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à partir d’un mécanisme de co-condensation du TEOS et de l’APTES en milieu acide. Ils
ont ensuite utilisé ces matériaux pour catalyser des réactions de type addition de Michael
ou condensation de Knoevenagel. L’un des avantages de cette méthode est la répartition
homogène des fonctions organiques au sein du matériau. Cependant, il est nécessaire de
faire attention aux interactions pouvant exister entre les micelles tensioactives qui vont
structurer le matériau et les groupements organiques.
La première étape de la post-fonctionnalisation est la synthèse du matériau mésopo-

reux. Lors de la synthèse, la condensation des précurseurs de silice à l’interface est in-
complète. Il existe alors une grande quantité de groupements silanols présents à la surface
des matériaux mésoporeux. Ces derniers offrent des points d’ancrage pour introduire des
groupements organiques au sein de ces matériaux. Le greffage de molécules organiques
post-synthèse permet de conserver la structure mésoporeuse initiale mais induit une di-
minution de la porosité et de la taille des pores du matériau hybride final. Les molécules
étant greffées à la surface des pores mais également à l’intérieur. Différentes stratégies
de greffage ont été utilisées. Mal et al. [58, 59] ont ancré une molécule photosensible (la
coumarine) à l’entrée des mésopores pour permettre la libération controlée de molécules
actives. Pour ce faire, ils ont synthétisé un matériau du type MCM-41 qu’ils n’ont pas
calciné. L’agent de structure tensioactif est donc toujours présent au sein du matériau. De
ce fait, la coumarine ne peut réagir qu’à l’entrée des mésopores ou sur la surface externe
car les pores sont encombrés par les molécules tensioactives résiduelles. Ces dernières ont
été extraites, libérant les mésopores et permettant l’encapsulation de molécules actives et
leur libération sous l’effet de l’irradiation UV. La fonctionnalisation post-synthèse a égale-
ment été utilisée pour l’immobilisation de biomolécules au sein des matériaux mésoporeux
[60] comme nous le verrons plus en détails dans le Chapitre 4. Par exemple, Canilho et
al. [61] ont synthétisé des matériaux SBA-15 présentant des fonctions isocyanates par
post-fonctionnalisation. Ces derniers ont été utilisés pour l’immobilisation de la lipase de
Mucor miehei pour la transesterification de l’huile de colza en présence de méthanol. Le
biocatalyseur présente une activité importante et l’avantage d’être réutilisable.
Les nombreuses recherches et la bonne compréhension des mécanismes de synthèses

des matériaux mésoporeux offrent à ces derniers une multitude d’applications allant de
l’optique à la catalyse. Néanmoins, l’utilisation de mécanismes coopératifs ou d’auto-
assemblages supramoléculaires ne permettent qu’un contrôle de la porosité aux échelles
micro et mésoscopiques et la taille des pores est limitée par la taille des agrégats de
tensioactifs. De ce fait, de nombreuses synthèses « intégratives » ont vu le jour pour
concevoir des matériaux à porosité hiérarchisée et possédant un squelette macrocellulaire.
Ainsi, la combinaison de la chimie douce, de l’auto-assemblage supramoléculaire et d’em-
preintes douces ou dures a donné naissance à des matériaux fonctionnels et multi-échelles
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[62, 63, 64].

1.3.3 Matrices pour la synthèse de réseaux macroporeux

1.3.3.1 Empreintes dyamiques

Au début des années 90, K. Nakanishi et al. [65, 66] présente la synthèse de matériaux à
base de silice présentant une macroporosité contrôlée grâce à un processus de séparation de
phase. Ce procédé implique un système initial composé d’un précurseur inorganique, d’un
solvant et d’un additif qui est généralement un polymère. Il existe alors une compétition
entre les cinétiques de séparation de phase induite par la polymérisation et les étapes
d’hydrolyse-condensation du procédé sol-gel.

1.3.3.2 Empreintes dures

L’utilisation d’empreintes dures est apparue pour la première fois avec les travaux de
S. Mann et al. [67] et de O. D. Velev et al. [68]. Dans le premier cas, S. Mann et son
équipe ont travaillé avec des filaments multicellulaires de Bacillus subtilis imprégnés par
un sol inorganique (TEOS) pour obtenir des fibres macroporeuses. L’utilisation de ces
matériaux biologiques et naturels pour l’obtention de matériaux poreux a été combinée
avec les connaissances des matériaux mésoporeux pour synthétiser des matériaux possé-
dant différents niveaux de porosité. On peut citer les travaux de M. W. Anderson et al.
[69] qui ont, de leur côté, utilisé les diatomées en association avec les zéolites pour la
formation d’un réseau à porosité hiérarchisée. Leur procédé se compose en deux étapes :
le squelette de la diatomée est d’abord recouvert de nanoparticules de silicate d’environ
80 nm (de structure de type MFI) puis un traitement hydrothermal a été réalisé pour
former des cristaux zéolitiques. En partant d’une structure principalement macroporeuse,
la croissance des cristaux au sein du squelette de silice a permis d’introduire un second
niveau de porosité contrôlée.
D’autre part, O. D. Velev et al. [68] ont utilisé des particules colloïdales comme em-

preintes pour former un réseau macroporeux. Des particules de latex de taille comprise
entre 200 et 1000 nm sont déposées couche par couche et forment petit à petit un « cristal
colloïdal ». Les couches de particules sont minéralisées par une solution de silice qui va
diffuser au sein des cavités et à la surface des particules. Après chauffage à 450°C, il reste
uniquement le squelette de silice et le matériau obtenu présente des macropores de tailles
bien contrôlées et variables suivant le type de particules utilisées. En 1998, M. Antonietti
et al. [70] proposent une synthèse pour la fabrication de silice à porosité hiérarchisée avec
une taille de pore bimodale (de 20 à 400 nm) en combinant des particules de latex et des
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micelles de tensioactif. Cette stratégie a été utilisée par différentes équipes de recherche
en associant également des particules de latex avec des copolymères à blocs pour la syn-
thèse de matériaux présentant différents niveaux de porosité [71] . Depuis, de nombreuses
méthodes ont vu le jour pour synthétiser des matériaux à porosité hiérarchisée associant
l’utilisation de tensioactifs, d’assemblages supramoléculaires ou de copolymères à blocs
avec des cristaux colloïdaux [72, 73], des matériaux biologiques, ou encore des cristaux
[74].

1.3.3.3 Empreintes douces

L’utilisation d’empreintes dures permet un bon contrôle de la macroporosité mais né-
cessite parfois de nombreuses étapes de synthèse ainsi que des matériaux initiaux parfois
complexes à obtenir. De plus, pour des sphères dures et ordonnées, l’empilement est li-
mitée à 74%. Une autre voie pour organiser la porosité à l’échelle macroscopique est
d’utiliser des empreintes dites « douces » comme les mousses [75, 76], les particules li-
pidiques [77] ou les émulsions. Nous allons principalement nous intéresser à l’utilisation
d’émulsions comme empreintes douces. En effet, le développement de nouvelles techniques
d’émulsification a permis d’obtenir des émulsions avec des tailles de gouttes contrôlées et
considérées comme monodisperses [78, 79].

Les émulsions

Les émulsions sont des dispersions d’au moins deux liquides non miscibles. L’un des deux
est dispersé (appelé phase dispersée) dans le second (appelé phase continue) sous forme
de gouttes sphériques allant de 0,1 à plusieurs dizaines de microns [80]. Les émulsions
sont de différents types selon la nature de la phase dispersée et continue. On parle alors
d’émulsions directes ou huile-dans-eau (H/E) ou oil-in-water (O/W) en anglais si la phase
dispersée est l’huile et les émulsions sont qualifiées d’inverses ou eau-dans-huile (E/H) ou
water-in-oil (W/O) en anglais, si l’huile est cette fois la phase continue et l’eau la phase
dispersée. Les émulsions sont des systèmes thermodynamiquement instables. L’état le plus
stable est la démixtion résultant de plusieurs phénomènes. Tout d’abord, le processus
de coalescence induit la fusion des gouttes entre-elles par rupture du film et conduit
à la séparation macroscopique des deux phases (voir Figure 1.3.7). Ce phénomène de
coalescence implique différentes étapes. Dans un premier temps, les interfaces sont mises
en contact par effet de drainage ou si l’émulsion est concentrée, elles sont spontanément
en contact. Ensuite, la rupture du film provoque la formation d’un canal entre les deux
gouttes. Enfin, le canal s’élargit jusqu’à une taille critique où il devient instable et entraîne
la fusion complète des gouttes. Finalement il y a relaxation de la forme sous l’effet de la
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tension de surface et une goutte sphérique dont le volume est la somme des volumes des
deux gouttes initiales est obtenue.

Figure 1.3.7 – Représentation schématique du processus de coalescence. a) mise en
contact des deux interfaces par effet de drainage. b) étape de nucléation
et formation d’un canal entre les gouttes. c) élargissement du canal jus-
qu’à la fusion complète des gouttes donnant naissance à une seule goutte
par relaxation de forme.

D’autre part, le mûrissement d’Ostwald [81, 82, 83], est une conséquence de la tension
interfaciale qui existe entre les deux milieux. Ce processus est gouverné par la pression
de Laplace

(
∆p = 2γ

R

)
et induit une diffusion de la phase dispersée des petites gouttes

vers les plus grandes à travers le milieu continu. Le mûrissement d’Ostwald intervient
dès qu’il existe une solubilité (même faible) de la phase dispersée dans la phase continue.
Ce phénomène se traduit donc par la disparition des petites gouttes et l’augmentation
du diamètres des plus grosses. Ce processus est auto-ralenti et devient très lent pour des
gouttes de diamètre supérieur à 1 µm.
Pour stabiliser les émulsions de manière cinétique, il est nécessaire d’y ajouter un agent

amphiphile. Cet agent peut être un tensioactif, un polymère, une proétine ou une par-
ticule. Dans le cas des particules solides, on parle alors d’émulsions de Pickering [84].
Ces molécules tensioactives vont venir s’adsorber aux interfaces eau/huile et diminuer la
tension interfaciale (voir Figure 1.3.8). Dans le cas des émulsions stabilisées par des molé-
cules tensioactives, W. C. Griffin a établi au milieu du XXème siècle la méthode « HLB »
pour Hydrophilic Lipophilic Balance [85]. Cette notion de HLB caractérise la solubilité du
tensioactif dans chacune des deux phases de l’émulsion. La valeur de la HLB est comprise
entre 1 et 40 et plus le chiffre est élevé, plus le tensioactif est dit hydrophile.
Les émulsions peuvent être diluées ou concentrées. Si la phase dispersée est supérieure

à 70%, les gouttes sont au contact les unes des autres. En effet, pour des particules sphé-
riques dans un volume donné, G.D. Scott et al. [86] ont montré en 1969 que l’empilement
compact aléatoire était égal à 64% et que des compacités plus élevées pouvait être obte-
nues si certaines zones sont ordonnées ou cristallines. En 1974, K. J. Lissant et al. [87] ont
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Figure 1.3.8 – Représentation schématique des différents types d’émulsions (directes et
inverses) et du comportement des molécules tensioactives aux interfaces.

introduit la notion de High Internal Phase Emulsion (ou HIPE) pour les émulsions très
concentrées. L’utilisation de ces émulsions concentrées comme empreintes pour générer
des matériaux poreux fut proposée au début des années 80 par D. Barby et al. [88]. Les
inventeurs ont formulé une émulsion inverse avec une phase continue composée d’un mé-
lange styrène/divinylbenzène (DVB) et d’eau comme phase dispersée. La polymérisation
de la phase continue a permis d’obtenir un matériau macroporeux nommé poly(HIPE).
Quelques années plus tard, J. Williams et al. utilisèrent la même recette pour la syn-
thèse de polymères poreux présentant une porosité ouverte ou fermée [89, 90]. Depuis,
de nombreux matériaux poly(HIPE) de formes variées ont été synthétisés à partir de dif-
férents couples monomère/réticulant [91, 92]. L’utilisation d’émulsions concentrées pour
la synthèse de matériaux poreux a été étendue au procédé sol-gel en 1989 pour générer
des matériaux poreux inorganiques à partir d’une émulsion directe contenant du cyclo-
hexane comme phase dispersée et des précurseurs inorganiques de silice [93]. Quelques
années plus tard, A. Imhof et al. [94, 95] ont utilisé des émulsions directes contenant
de l’isooctane dispersé dans du formamide couplées au procédé sol-gel pour synthétiser
des matériaux macroporeux présentant des pores homogènes allant du nanomètre au mi-
cromètre. Quelques années plus tard, B. P. Binks propose l’utilisation d’émulsions de
Pickering pour la formation de monolithes macroporeux [96]. Les particules de silice utili-
sées présentent des groupements silanols de surface qui peuvent réagir avec un silane (ici
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le dichlorodiméthylsilane) et ainsi leur conférer un caractère hydrophobe plus ou moins
marqué. C’est l’excès de particules de silice dans la phase continue qui va rigidifier le
milieu et des monolithes peuvent être obtenus après évaporation de l’eau et de l’huile
dans les conditions ambiantes. Malgré un bon contrôle de la morphologie et l’absence de
molécules tensioactives résiduelles, cette méthode nécessite la synthèse et la fonctionna-
lisation des nanoparticules. De plus, des monolithes n’ont été obtenus que dans certaines
conditions et aucune information n’est donnée à propos du facteur de contraction et de
leur résistance. De leur côté, H. Zhang et al. [97] ont synthétisé des billes hybrides poly-
mère/silice présentant une porosité hiérarchisée et un volume poreux important à partir
d’une émulsion concentrée. Pour cela, ils ont d’abord préparé un sol à partir d’un mélange
de TEOS et d’acide chlorhydrique. Ce sol est incorporé à une phase aqueuse comprenant
un monomère (acrylamide) et un tensioactif (Triton X-405) puis l’huile est ajoutée au
goutte-à-goutte sous agitation pour former une émulsion concentrée. Cette émulsion est
ensuite injectée dans un milieu de sédimentation chauffé à 60°C pour enclencher la po-
lymérisation. Lorsque la polymérisation est complète, les billes sont lavées puis calcinées
pour obtenir des billes millimétriques poreuses prêtes à être utilisées.
Il y a une dizaine d’années, F. Carn et al. [98] ont proposé la synthèse de monolithes

poreux à partir d’émulsions concentrées directes couplées au procédé sol-gel (voir Figure
1.3.9). Différents paramètres ont été étudiés comme le pH ou la fraction volumique en
huile. Ainsi, il a été mis en évidence que la variation de pH permet de contrôler le proces-
sus de polycondensation (voir Figure 1.3.9). A pH acide (inférieur à 0), la condensation
se fait préférentiellement à l’interface eau/huile et il est possible d’obtenir des structures
macroporeuses constituées principalement de l’assemblage de sphères vides. En revanche,
pour des pH un peu plus élevés et proches du point isoélectrique de la silice, la polycon-
densation s’étend dans toute la phase aqueuse et l’on obtient un réseau continu de silice
entre les gouttes. La taille des ces gouttes est facilement modulable via l’augmentation de
la fraction volumique en huile. En plus du contrôle intéressant sur la morphologie du ma-
tériau final, le mode opératoire est assez simple et rapide : émulsification par cisaillement
manuel puis polycondensation à température ambiante. Après calcination les matériaux
présentent également des propriétés mécaniques intéressantes et sont appelés Si(HIPE)
pour « Silica-based High Internal Phase Emulsion ».
Afin d’améliorer la distribution de la taille des pores des Si(HIPE), des émulsions de

Pickering ont été utilisées. Dans le cas des émulsions de Pickering, les gouttes sont re-
couvertes de particules solides qui peuvent être : des nanoparticules solides [99, 100], des
particules stimulables [101] ou encore des particules d’origine biologique [102]. L’utilisation
des émulsions de Pickering permet un contrôle du diamètre des gouttes en jouant sur le
phénomène de coalescence limitée. Comme nous l’avons vu précedemment, le phénomène
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Figure 1.3.9 – a) Photographie d’un monolithe Si(HIPE). Image MEB représentant
l’évolution de la macrostructure d’un matériau Si(HIPE) synthétisé à pH
= 0,5 (b) et à pH = 0,035 (c). Reproduit de F. Carn et al.

de coalescence est un processus inhomogène et catastrophique. Or, dans les émulsions
de Pickering, la couche de particules présente à la surface des gouttes va s’opposer à la
coalescence. Suivant la nature de l’émulsion, si le taux de couverture des gouttes (noté
C pour indice de compacité) atteint une valeur seuil alors le phénomène de coalescence
est stoppé. Dans le cas de particules sphériques, si les gouttes sont recouvertes d’une mo-
nocouche, C est égal à 0,9. Il est alors possible de déterminer la masse de particules mp

nécessaire pour stabiliser des gouttes de diamètre moyen Dg désiré selon l’équation :

mp = 4.C.ρp.dp.Vd
Dg

(1.3.1)

où Vd représente le volume de la phase dispersée et dpet ρp le diamètre et la masse
volumique des particules. Lors de l’émulsification, si la quantité de particules est plus
faible que la masse calculée, les gouttes obtenues juste après fabrication seront de diamètre
inférieur à Dg . Alors la quantité d’interface huile/eau sera plus importante que la surface
totale que les particules pourront couvrir. Une partie de la surface des gouttes sera non
protégée et les gouttes vont coalescer jusqu’à atteindre le diamètre Dg . Ce phénomène est
appelé phénomène de « coalescence limitée », caractéristique des émulsions de Pickering
et décrit par Whitesides [103] (voir Figure 1.3.10).
Grâce au contrôle de ce phénomène et en jouant sur la quantité de particules, Destribats

et al. [104] ont été en mesure de produire des Si(HIPE) possédant une macroporosité de
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Figure 1.3.10 – Schéma de principe du phénomène de coalescence limitée. Les sphères
jaunes représentent les gouttes et les sphères argentées des particules
solides.

taille contrôlée et homogène (voir Figure 1.3.11). La quantité de pores a quant à elle été
modulée indépendamment de la taille en augmentant ou diminuant la quantité de phase
dispersée pour un rapport particules sur phase dispersée constant.

Figure 1.3.11 – a) Cliché de microscopie optique représentant une émulsion de Pickering
à 64% en huile. b) Si(PHIPE) obtenu à partir de la minéralisation de
l’émulsion a). c) Si(PHIPE) présentant une plus grande quantité de pores
due à l’augmentation de la fraction volumique en huile.

1.4 Utilisation des matériaux poreux

1.4.1 Des matériaux mésoporeux

De nombreuses équipes travaillent sur l’utilisation de matériaux mésoporeux pour la
décontamination des eaux, la libération d’actifs ou pour l’énergie. En effet, la contami-
nation des eaux par les métaux lourds ou les molécules organiques est aujourd’hui un
problème majeur dans le domaine environnemental. Dans cette optique, l’adsorption de
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ces métaux sur des substrats solides à base de silice, d’alumine, de carbone ou de titane
constitue l’un des moyens les plus efficaces pour la séparation et l’élimination des polluants
[105, 106, 107]. Depuis le développement des premières sphères mésoporeuses à la fin des
années 90 [108], de nombreuses études ont été réalisées pour créer des sphères de tailles
et porosités contrôlées [109]. En effet, il est très vite apparu que ces matériaux sont éga-
lement des candidats idéaux pour la libération contrôlée de principes actifs [110, 32, 111].
Ainsi en modifiant ces particules de silice mésoporeuses, H. Meng et al. [112] ont déve-
loppé des nouveaux matériaux sensibles au pH et permettant une libération contrôlée de
molécules anticancéreuses. Plus récemment, X. Yao et al. [113] ont associé des quantum
dots de graphène avec des nanoparticules mésoporeuses de silice pour la libération d’actifs,
l’hyperthermie magnétique et la thérapie photothermique.
Les exemples dans la littérature sont nombreux et démontrent le fort intérêt de la

communauté scientifique pour les matériaux mésoporeux.

1.4.2 Des matériaux macroporeux type Si(HIPE)

Au laboratoire, les matériaux Si(HIPE) ont déjà été utilisés pour différentes applica-
tions. Par exemple, S. Ungureanu et al. [114] ont utilisé ces matériaux fonctionnalisés
avec du palladium pour des réactions de couplage organique de type réaction de Heck.
Ces matériaux ont également servi de supports pour la fixation d’enzymes, ce qui en fait
de très bon biocatalyseurs. Grâce à leur structure poreuse, les fluides peuvent diffuser et
les pertes de charge sont minimes lors du passage d’un flux. Ces biocatalyseurs ont été
utilisés pour la production en continu de biodiesel [115, 116].
Pour d’autres applications, ces matériaux ont servi d’empreintes dures pour la formation

de monolithes de carbone. Une résine est imprégnée, polymérisée puis pyrolysée au sein
du matériau poreux. Ce matériau est ensuite lavé à l’acide fluorhydrique pour éliminer
la structure en silice et un monolithe de carbone macro- et microporeux est obtenu.
Ces derniers sont ensuite utilisés comme électrodes ou pour le stockage de l’hydrogène
[117, 118].
De nombreuses applications sont envisageables, cependant en dépit d’un contrôle pos-

sible au niveau de la macroporosité, il n’a pour l’instant pas été possible d’optimiser ces
matériaux aux échelles inférieures et notamment mésoscopiques. A l’égard des diverses
applications des matériaux méso- et macroporeux, il est tout à fait envisageable que la
synthèse de matériaux parfaitement contrôlés à toutes les échelles serait une avancée
majeure et ouvrirait de nombreuses portes. Ce chapitre nous a permis de comprendre
comment en s’inspirant du vivant, les chimistes ont su développer des nouveaux maté-
riaux. Ainsi, en combinant les connaissances en physique, en chimie et en biologie, il a été
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possible d’obtenir des matériaux dont les fonctions sont intimement liées à leur structure
et leur texture.

1.5 Conclusion

L’élaboration de matériaux poreux inspirés du vivant par voie sol-gel s’est donc lar-
gement développée ces dernières années. En effet, comme nous venons de le voir préce-
demment, depuis leur découverte au début des années 1990, en partie grâce a la taille de
leurs pores supérieure à celle des zéolites les matériaux mésoporeux ont été des candidats
prometteurs pour de nombreuses applications en optique, catalyse ou encore pour la li-
bération d’actifs [119, 120, 121]. Cependant, très peu d’applications réelles ont vu le jour
malgré les nombreuses études réalisées sur la compréhension de ces matériaux au niveau
de leur structure et de leur organisation. Les principaux inconvénients de ces matériaux
sont : l’utilisation d’un agent sacrificiel pour l’organisation du matériau, une taille de
mésopores souvent monodisperse et limitée entre 2,5 nm et environ 30 nm [38, 33] et sur-
tout l’obtention de matériaux sous forme de poudre parfois très pulvérulente et difficile à
manipuler aux grandes échelles. C’est pourquoi, les matériaux offrant une double porosité
ont suscité beaucoup d’intérêt [122]. Ce type de matériaux allie les avantages des maté-
riaux mésoporeux où la réactivité moléculaire est importante grâce à leur grande surface
spécifique accessible et des macroporeux où le transfert de fluide est optimisé grâce à la
taille de leurs pores. Ces macropores peuvent être obtenus à partir d’empreintes dures
[123] ou douces [94]. L’utilisation des émulsions concentrées a permis la synthèse de maté-
riaux nommés Si(HIPE) pour Silica High Internal Phase Emulsion à partir d’un système
TTAB/Dodécane/Eau et de TEOS comme précurseur inorganique [98]. Ces monolithes
présentent une surface spécifique très élevée (de l’ordre de 800 m2/g) et un réseau macro-
poreux polydisperse. Ces matériaux ont été utilisés pour générer des matériaux hybrides
organiques-inorganiques pour la photonique [124], pour le stockage d’hydrogène [125] et
la catalyse enzymatique [116] ou métallique [126]. Pour autant, malgré une surface spéci-
fique élevée, seulement une petite fraction de celle-ci est accessible aux grosses molécules
comme les enzymes dont la taille peut atteindre 5-6 nm et l’essentiel de la surface spé-
cifique provient de la microporosité amenée par la condensation des tétrahèdres de silice
lors de l’hydrolyse-condensation des précurseurs et des micelles de TTAB.
Une façon d’optimiser ces matériaux est d’améliorer leur surface mésoporeuse afin de

la rendre plus accessible. L’idée étant de combiner les émulsions concentrées avec l’assem-
blage supramoléculaire de molécules tensioactives utilisées pour la synthèse de mésopo-
reux, afin d’obtenir des matériaux présentant une porosité hiérarchisée avec une surface

33



Chapitre 1 Contexte général et état de l’art

spécifique beaucoup plus accessible et un transport de matière optimisé. Les matériaux
néoformés présentent une double porosité pouvant être parfaitement contrôlée ainsi que
les avantages des matériaux macro- et mésoporeux.
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Chapitre 2

Méthodes expérimentales et techniques
de caractérisation

Nous verrons, dans les chapitres suivants, différents types de matériaux poreux. Tous
ont été préparés à partir d’émulsions concentrées. Bien que la synthèse soit plus ou moins
identique, il existe de nombreuses méthodes pour formuler ces émulsions. Nos matériaux
ont été caractérisés à l’aide de techniques et d’outils divers, tous complémentaires. Par
exemple, la porosité à l’échelle micro et mésoscopique peut être déterminée par physisorp-
tion d’azote et la porosité macroscopique à l’aide de la porosimétrie à intrusion de mercure.
Nos matériaux étant multi-échelles, l’association de ces deux techniques est nécessaire à
leur caractérisation. Cependant, ces techniques ne permettent pas de nous informer sur
l’organisation et la structure des pores. Pour cela, l’utilisation de la diffusion des rayons
X aux petits angles combinée à la microscopie électronique à transmission nous a per-
mis d’analyser et de visualiser en détails la mésostructure. La microscopie électronique à
balayage nous a permis de comprendre et d’observer la morphologie de nos matériaux à
l’échelle microscopique.

2.1 Elaboration des émulsions

Les matériaux poreux présentés dans ce manuscrit ont tous été réalisés à partir d’émul-
sions concentrées. Dans la majorité des cas, le protocole de synthèse est fortement inspiré
de celui développé par F. Carn et al. [98]et schématisé à la Figure 2.1.1. Une solution
aqueuse contenant un tensioactif en concentration importante (entre 5% et 35% en masse
suivant le tensioactif) est préparée. Différents types de tensioactifs seront utilisés : un ten-
sioactif cationique : le tétradécyltriméthylammonium bromide (TTAB) et un tensioactif
non ionique : le Pluronic 123. Leur concentration massique en phase aqueuse pourra varier
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Figure 2.1.1 – Schéma de synthèse de Si(HIPE) à partir d’émulsions concentrées

suivant les synthèses mais sera toujours très largement supérieure à la CMC, afin d’avoir
suffisamment de micelles en solution pour apporter une mésostructure plus ou moins im-
portante et organisée. A noter que le TTAB est très similaire au CTAB, tensioactif utilisé
pour la synthèse de mésoporeux tels que les MCM-41 et le Pluronic 123 est quant à lui
utilisé pour la synthèse des matériaux type SBA-15 (voir Chapitre 3). Pour produire un
matériau, environ 3,2 g de phase aqueuse contenant le tensioactif sont mélangés avec 1
g de tétraéthoxysilane (TEOS) et 1 g d’acide chlorhydrique (HCl) à 37% massique. Le
pH du mélange est proche de 0 et la préhydrolyse est très rapide (environ 5 minutes). Le
mélange est agité pendant quelques minutes et l’hydrolyse du TEOS est complète lorsque
le mélange initialement turbide et biphasique devient limpide et homogène. Le dodécane
est ajouté à la phase aqueuse au goutte-à-goutte (7 g) et l’émulsification est réalisée ma-
nuellement à l’aide d’un pilon dans un mortier. La fraction volumique finale en huile est
de φ = 0.65. L’émulsion est ensuite coulée dans un moule de forme variable et laissée au
repos afin que la condensation prenne place pendant environ une semaine à température
ambiante ou moins si la condensation se fait en traitement hydrothermal. Ce vieillissement
permet une polycondensation complète du squelette silicique. Le matériau est ensuite lavé
dans des bains contenant un mélange de THF et d’acétone trois fois pendant 24h ou au
soxhlet avec de l’éthanol afin d’enlever une partie de l’huile miscible dans ces composés et
une partie du tensioactif. Les matériaux sont ensuite séchés. L’étape de séchage est très
importante, en effet un séchage rapide va induire des forces capillaires importantes dues à
une évaporation très rapide des solvants résiduels entraînant la fracture du matériau final.
Enfin, les matériaux sont calcinés au four à moufle à 650°C pendant 6h avec une rampe de
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2°C/min jusqu’à 180°C puis de 1°C/min. Suivant le type de matériau synthétisé, les pa-
liers et rampes ont pu être légèrement ajustés. Le traitement thermique permet de fritter
notre matériau mais également d’éliminer toutes les espèces tensioactives résiduelles au
sein de notre structure. Ces matériaux sont nommés Si(HIPE) pour « Silica-based High
Internal Phase Emulsion » et peuvent ensuite être caractérisés par différentes méthodes.

2.1.1 Obtention des diagrammes de phases

Pour obtenir les diagrammes de phases, les échantillons ont été préparés en pesant
les quantités requises de tensioactifs, d’eau et d’huile (si nécessaire) dans des tubes de
verre. L’homogénéisation des échantillons a été induite par mélange avec un agitateur
vortex ou par broyage mécanique. Pour favoriser l’homogénéisation, les échantillons ont
été centrifugés à plusieurs reprises.
Le diagramme de phase P123/TTAB/eau a été établi en préparant des échantillons sur

toute la gamme de concentration en tensioactifs, en les maintenant dans un bain-marie
à 23 °C jusqu’à atteindre un équilibre thermodynamique (après quelques jours). Des
observations macroscopiques combinées à un microscope optique équipé de polariseurs
croisés (Olympus BX 50) ont permis d’identifier les différentes phases et de déterminer
les limites de ces phases. Des mesures de diffusion des rayons X aux petits angles ont
également été effectuées pour établir avec précision les limites des phases, pour confir-
mer la nature des différentes phases et pour déterminer le groupe spatial des structures
cubiques. L’effet de la solubilisation du dodécane a également été étudié pour deux rap-
ports de masse P123/TTAB, 0,14 et 1,30, ce qui correspond à certains rapports utilisés
pour la préparation des matériaux. Les diagrammes de phases des mélanges de tensio-
actifs/dodécane/eau correspondants ont été déterminés selon la même méthodologie que
pour le système P123/TTAB/eau.

2.1.2 Techniques d’émulsifications

Il existe différentes méthodes d’émulsification, chacune possédant des avantages et des
inconvénients. Comme décrit précedemment, l’émulsification peut être manuelle et c’est
donc le cisaillement induit par la main qui vient fragmenter les gouttes. C’est cette mé-
thode qui a été majoritairement utilisée.
Cependant, cette méthode est rapide mais entraîne une distribution polydisperse de

la taille des gouttes. Des agitations mécaniques peuvent se faire au moyen d’appareil de
type Ultra-Turrax. Ce dernier fonctionne comme un batteur électrique et dispose d’un
axe composé de deux pièces, un stator et un rotor qui sont séparés par un entrefer. Il
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existe différents diamètres de stator, de rotor et d’entrefer suivant le type d’axe utilisé.
La très grande vitesse du rotor entraîne l’aspiration de l’émulsion dans le sens axial et
le comprime dans le sens radial à travers les fentes du système rotor/stator. La haute
turbulence qui règne dans l’entrefer entraîne la fragmentation des gouttes de manière
homogène. L’appareil utilisé est un Ultra-Turrax T25 de chez IKA et la vitesse du rotor
peut varier de 3200 à 24000 rotations par minute ce qui équivaut à un taux de cisaillement
compris entre 6× 103 s−1 et 45× 103 s−1.

2.2 Mesure de la porosité aux différentes échelles

2.2.1 Analyse par physisorption

La physisorption est l’adsorption physique d’un gaz inerte à la surface d’un solide. Il
s’agit le plus souvent de molécules de gaz d’azote. Lors de la première phase, les molécules
de gaz vont venir s’adsorber à la surface (c’est l’adsorption) puis les molécules se retirent
et c’est le phénomène de désorption. La quantité de gaz adsorbée en fonction de la pression
permet d’obtenir ce qu’on appelle un isotherme d’adsorption. Selon la norme IUPAC , les
isothermes sont regroupés en six catégories [127] (voir Figure 2.2.1).

Figure 2.2.1 – Les six types d’isothermes d’adsorption que l’on peut rencontrer selon la
classification IUPAC. Reproduit de Pierotti et al. [127]

Les isothermes de type I sont caractéristiques des matériaux microporeux. L’adsorption
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est importante et rapide à basse pression. Le plateau est très vite atteint, ce qui indique
une surface externe très faible.
Les isothermes de type II sont typiques des matériaux macroporeux ou non-poreux. Au

point B que l’on peut observer sur la figure, une monocouche a été complètement adsorbée
à la surface du matériau et une adsorption en multicouches démarre ensuite. A l’aide de
ce point B, il est possible de déterminer la quantité nécessaire de molécules à adsorber à
la surface du matériau pour obtenir une monocouche.
Les isothermes de type III sont peu communes et concernent les matériaux ou l’ad-

sorption des molécules de gaz à la surface du matériau est faible. On peut donc dire que
les interactions entre adsorbat et adsorbant sont très faibles. Ce type d’isothermes est
rarement rencontré.
Les isothermes de types IV sont caractéristiques des matériaux mésoporeux. On peut

remarquer que le début de l’isotherme est similaire à celui du type II et correspond à l’ad-
sorption d’une monocouche de molécules. On observe ensuite un palier de taille variable,
caractéristique du phénomène de condensation capillaire. L’augmentation de la quantité
adsorbée aux pressions relatives plus élevées résulte d’une adsorption multicouche. Enfin
le cycle d’hystérèse à haute pression est caractéristique des isothermes de type IV et peut
être de différents types comme nous le verrons plus tard (voir Figure 2.3).
Les isothermes de type V sont typiques des matériaux poreux présentant des interactions

adsorbant-adsorbat très faibles (comme pour le type III) mais avec un cycle d’hystérèse
à haute pression.
Enfin, les isothermes de type VI présentent différents paliers pour une adsorption couche

par couche sur une surface uniforme du matériau. Les paliers sont donc des couches
adsorbées les unes sur les autres.

Figure 2.2.2 – Les quatre types de cycle d’hystérèse selon la classification IUPAC.

De leur côté, les différents types de cycle d’hystérèse donnent des informations sur la
structure et la forme des pores. Le cycle d’hystérèse H1 présente une courbe de désorp-
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tion parallèle à l’adsorption. Cela signifie que les pores sont homogènes et se remplissent
complétement lors de la phase d’adsorption avant de se vider pendant la désorption. Dans
le cas H2, le palier entre l’adsorption et la désorption est large et moins abrupte, caracté-
ristique de matériaux présentant des pores non uniformes en taille ou structure.
Le cycle d’hystérèse de type H3 a été observé pour des échantillons d’argiles de mont-

morillonite et est associé à des agglomérats de particules [128]. On peut noter que le type
H3 ne présente pas de plateau à pression relative élevée. Enfin le type H4 se différencie du
type H3 par la présence d’un plateau horizontal, caractéristique des matériaux adsorbants
présentant une microporosité.
Grâce à l’analyse de ces courbes de physisorption, il est possible de déterminer la surface

spécifique, la distribution, le volume et la taille des pores. L’appareil utilisé est un ASAP
2010 de chez Micromeritics et les échantillons ont été dégazés à 200°C pendant une nuit
avant analyse.

2.2.1.1 Mesure de la surface spécifique

La méthode couramment utilisée pour la détermination de la surface spécifique est la
méthode de Brunauer-Emmet-Teller (BET) [129]. L’équation BET sous sa forme linéaire
s’écrit :

p

n.(p0 − p) = 1
nm.C

+ (C − 1).p
nmC.p0 (2.2.1)

où n désigne la quantité de molécules adsorbées à la pression relative p/p0 , nm la
quantité maximale d’absorption et donc la formation d’une monocouche et C est une
constante dépendant du système. La surface spécifique BET est ensuite calculée à partir
de la capacité maximale d’absorption nm selon l’équation suivante :

as = As
m

= nm.NA.σ

m
(2.2.2)

où aset As désignent respectivement la surface spécifique et la surface totale,m la masse
de l’adsorbant, NA le nombre d’Avogadro et σ l’aire occupée par une molécule d’adsorbat
dans la monocouche. Dans le cas de l’azote et en considérant que la monocouche possède
un arrangement compact, l’aire occupée par une molécule vaut σ = 0.162 nm2 à 77 K.

2.2.1.2 Analyse de la taille des mésopores

L’analyse et la distribution de la taille des pores sont basées sur le phénomène de
condensation capillaire et l’application de l’équation de Kelvin :
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ln
p

p0 = −2.γ.Vm
RT

(
cos θ
rK

)
(2.2.3)

où γ est la tension superficielle du liquide, Vm le volume molaire du liquide, θ l’angle
de contact et rK le rayon de Kelvin ou rayon de courbure du ménisque. Pour des pores
cylindriques de rayon rp on a rK = rp − t où t définit l’épaisseur de la couche adsorbée.
Il existe différentes méthodes de calcul pour mesurer la taille des pores. L’une des plus

utilisées est basée sur la méthode Barrett-Joyner-Halenda (BJH) [130] Cette méthode
considère que les pores sont de forme cylindrique. Lors de la condensation capillaire dans
des pores cylindriques, le rayon de Kelvin peut s’écrire comme :

rK

(
p

p0

)
= 2.γ.Vm
RT.ln p

p0
(2.2.4)

Le diamètre des pores s’obtient ensuite en ajoutant l’épaisseur de la couche adsorbée
et la largeur de pores s’écrit :

rp = 2. (rK + t) (2.2.5)

Ainsi on peut définir des intervalles de pression relative et considérer que pour chaque
point de pression relative, le gaz désorbé provient de la désorption du gaz condensé en-
traînant une diminution de l’épaisseur de la couche adsorbée. On connaît alors l’épaisseur
t et il est possible de déterminer l’aire et le volume pour chaque intervalle de pression. Il
est important de noter que cette méthode sous-estime la taille des pores [131].

2.2.2 Porosimétrie à mercure

La porosimétrie à mercure est une technique extrêmement efficace pour la caractérisa-
tion des matériaux poreux. Il est possible de mesurer des pores allant de 3.5 nm à 500 µm
pour les appareils les plus performants. Elle permet d’accéder à de nombreuses informa-
tions telles que la taille des pores, le volume poreux total, la porosité ou encore la densité
squelettique et apparente. La méthode consiste à faire pénétrer au sein du matériau du
mercure liquide sous l’effet de la pression. Le mercure étant un fluide non mouillant, il
ne rentrera pas spontanément au sein des pores. A mesure que la pression augmente, le
mercure va s’introduire dans des pores de taille de plus en plus petite. Au-delà de ses
avantages, la porosimétrie à mercure présente un inconvénient majeur. En effet, cette
technique va uniquement tenir compte de l’entrée du pore, c’est-à-dire que si le pore
s’élargit ou se rétrécit en profondeur, la porosimétrie à mercure ne pourra pas vraiment
en mesurer l’intérieur comme nous pouvons le voir sur la Figure 2.2.3. Lors de l’étude des
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résultats obtenus par porosimétrie à mercure, il est important de garder en mémoire que
de nombreuses hypothèses sont faites lors de l’analyse.

Figure 2.2.3 – Réprésentation schématique des différents pores qui peuvent exister au
sein d’un matériau. Reproduit de H. Giesche [132].

Comme pour la méthode BJH vue précedemment, l’une des principales hypothèses de
la porosimétrie à mercure est de considérer les pores comme cylindriques. Le rayon des
pores rpore peut être calculé à partir de l’équation de Washburn

rpore = −2.γ. cos θ
PHg

(2.2.6)

L’angle de contact entre le matériau et le mercure est généralement compris entre 110°
et 160° et la tension superficielle du mercure à 25°C est de γHg = 0, 485 N.m−1. Ainsi, à
la pression P , les pores de rayon supérieur à rpore seront totalement remplis de mercure,
le pores de diamètre inférieur resteront vides. A partir de la masse de l’échantillon et
du volume qu’il occupe dans le pénétromètre, il est possible de déterminer la densité
apparente. Le volume apparent est déduit du volume de mercure nécessaire pour remplir
la cellule de mesure à basse pression, c’est-à-dire avant que le métal ne pénètre dans les
pores. La densité squelettique et la porosité du matériau pourront aisément être calculées
à partir de la densité apparente et de celle de la matrice. On peut également préciser que
dans notre cas, nous synthétisons principalement des matériaux sous forme monolithique
ou sphériques (billes). La densité apparente peut donc être directement calculée à partir
d’équations géométriques simples. Toutes les analyses ont été réalisées avec un AutoPore
IV 9500 de chez Micromeritics.
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2.3 Analyses par diffraction des rayons X aux petits
angles

La diffraction des rayons X aux petits angles (SAXS) est une technique qui permet
d’étudier la structure et l’organisation de tout type de matériau à l’échelle nanométrique.
Comme pour la diffraction des rayons X aux grands angles, cette technique repose sur la
loi de Bragg qui relie l’angle de diffraction 2θavec la distance entre deux plans réticulaires
d.

nλ = 2dhklsinθ (2.3.1)

On observe ainsi que plus la distance est grande et plus l’angle de diffraction sera petit.
Contrairement à la diffraction des rayons X aux grands angles, il est possible grâce au
SAXS de détecter des signaux réémis avec un angle très faible, quasiment équivalent à
l’axe du faisceau incident. D’après la loi de Bragg, plus la distance interréticulaire est
grande, plus l’angle entre le faisceau direct et diffracté est faible. Dans notre cas, les
motifs de répétition sont de l’ordre de plusieurs nanomètres. Par exemple dans le cas des
matériaux mésoporeux qui présentent une organisation hexagonale, on peut observer trois
pics de diffraction bien distincts. Le rapport entre ces pics est de 1,

√
3 et 2. A partir de

la première raie, on peut déterminer le paramètre de maille a0 qui s’écrit

a0 = 2d100√
3

(2.3.2)

Figure 2.3.1 – Schéma de principe du SAXS. D’après P. Bernado et al [133].

En soustrayant la taille des pores obtenue par physisorption au paramètre de maille a0,
on détermine ainsi l’épaisseur des murs.
Pour les analyses présentes dans ce manuscrit, les données de diffusion des rayons X aux
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petits angles (SAXS) ont été mesurées sur un instrument "SAXSess mc2" (Anton Paar),
à l’aide d’un système de collimation linéaire. Cet instrument est relié à un générateur de
rayons X de laboratoire ID 3003 (General Electric) équipé d’un tube à rayons X scellé
(PANalytical, λCu Kα = 0,1542 nm) fonctionnant à 40 kV et 50 mA. Chaque échantillon a
été introduit dans un capillaire "Special Glass" pour les liquides et les cristaux liquides (φ=
1,5 mm et 2,0 mm pour les solutions micellaires et les cristaux liquides, respectivement),
ou entre deux feuilles de Kapton® pour les matériaux, puis placé dans une chambre à
échantillon sous vide et exposé au faisceau des rayons X.
La diffraction du faisceau de rayons X a été enregistrée par un détecteur CCD (Princeton

Instruments, réseau de 2084 × 2084 pixels avec une taille de pixels de 24 × 24 µm2) à
309 mm de l’échantillon. A l’aide du logiciel SAXSQuant (Anton Paar), l’image 2D a été
intégrée pour donner des intensités de diffusion unidimensionnelles I(q) en fonction de
l’amplitude du vecteur de diffusion q = 4π

λ
× sin θ, où 2θ est l’angle de diffusion total.

Grâce à un diaphragme translucide permettant la mesure d’un faisceau primaire atténué
à q = 0, toutes les intensités mesurées sont calibrées en normalisant l’intensité primaire
atténuée. Les données ont ensuite été corrigées pour tenir compte de la diffusion du
bruit électronique à partir de la cellule vide par une procédure de désenrobage du logiciel
SAXSQuant, selon la méthode Lake. Pour les solutions micellaires, après traitement, les
intensités obtenues ont été mises à l’échelle en unités absolues en utilisant l’eau comme
référence.

2.4 Caractérisation par microscopie électronique
Les méthodes d’analyses présentées ci-dessus présentent l’avantage d’être quantitatives

et représentatives de nos échantillons. Cependant, afin d’observer la morphologie et la
structure de nos matériaux à différentes échelles, nous avons utilisé les outils de micro-
scopie électronique.

2.4.1 Microscopie électronique à transmission

La microscopie électronique à transmission (MET) permet de visualiser des objets ayant
une taille allant du micromètre au nanomètre (voir de l’Angstrom pour les appareils les
plus performants). Un canon va créer un faisceau d’électrons qui va passer au travers de
différents condenseurs, l’objectif étant de pouvoir régler l’angle d’incidence et la taille du
faisceau. Les électrons vont être transmis à travers un échantillon de faible épaisseur puis
une image sera produite grâce à la lentille objectif. Afin d’observer la structure de nos
matériaux, une petite partie sera broyée et dispersée dans de l’éthanol. Quelques gouttes
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seront ensuite déposées sur des grilles Formvar/carbon. Après évaporation de l’éthanol à
température ambiante, l’échantillon est piégé entre les grilles. Les analyses ont été faites
avec un microscope électronique à transmission Hitachi H600 en travaillant à une tension
d’accélération de 75 kV.
Après observation, les images peuvent-être analysées par transformation de Fourier

rapide (voir Figure 2.4.1). Cela permet d’obtenir le motif de diffraction, l’orientation des
grains ou l’organisation des pores pour des silices mésoporeuses. Ce type d’informations
peut-être complémentaires des analyses SAXS, bien qu’elles soient obtenues à partir d’une
image et non de l’échantillon entier comme pour la diffraction des rayons X.

Figure 2.4.1 – Cliché de microscopie électronique à transmission présentant des pores
organisés de manière hexagonale. En bas à gauche, transformée Fourier
rapide de l’image de microscopie électronique à transmission.

2.4.2 Microscopie électronique à balayage

La microscopie électronique à balayage (MEB) a été utilisée pour observer la texture et
la structure des matériaux. Pour l’observation de nos matériaux deux types de MEB ont
été utilisés : un MEB dit de paillasse (Hitachi TM-1000 opérant à 15 kV) ainsi qu’un MEB
haute résolution couplé avec un module EDS pour l’analyse dispersive en énergie (Hitachi
S-4500 opérant entre 5 et 15 kV suivant le type d’échantillon analysé) (voir Figure 2.4.2).
Comme dans le cas du MET, le MEB est composé d’un canon produisant une source

d’électrons ainsi que de plusieurs condenseurs (lentilles) qui vont permettre de focaliser
le faisceau sur l’échantillon. Au contact des électrons avec la surface des matériaux, dif-
férentes intéractions électrons-matière vont se produire. Les principales intéractions vont
générer des électrons secondaires, issus du choc entre les électrons primaires et les atomes
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Figure 2.4.2 – Exemple d’images obtenues en microscopie électronique à balayage
(MEB) haute résolution d’un Si(HIPE). A gauche, à faible grossissement
et à droite à fort grossissement. Le rectangle orange correspond à la zone
qui a été zoomée.

de l’échantillon (de faible énergie), des électrons rétrodiffusés, qui sont les électrons pri-
maires ayant réagis de manière élastique avec les atomes de l’échantillon et sont renvoyés
avec une grande énergie et enfin l’émission de rayons X et des électrons Auger. Le détec-
teur va ensuite récupérer une quantité importante d’électrons et reconstruire une image
de la surface du matériau. Sur certains MEB, il est possible de changer les détecteurs
afin de choisir entre les électrons secondaires ou rétrodiffusés. Par exemple dans le cas
des électrons rétrodiffusés, plus les atomes seront lourds (numéros atomiques Z élevés) et
plus la zone riche en ces atomes apparaîtra brillante. Ceci est simplement dû à la quan-
tité d’électrons rétrodiffusés émis qui est proportionnelle au numéro atomique Z. Ce type
d’analyse permet d’observer la topographie du matériau mais également de donner une
information sur la composition chimique de la surface.

2.5 Autres techniques de caractérisation

2.5.1 Analyse par RMN du silicium 29Si en phase solide

L’analyse par RMN du silicium en phase solide est une technique idéale pour déter-
miner l’environnement chimique des atomes du silicium. La RMN du solide est un peu
particulière car contrairement à la RMN en milieu liquide, le mouvement des molécules
est plus lent que le temps d’acquisition du signal RMN. Ainsi, dans les années 80, E.R.
Andrew [134] a démontré que si l’échantillon solide est mis en rotation très rapidement, il
est possible d’obtenir une moyenne de l’interaction dipolaire. Pour cela, l’angle de rotation
par rapport au champ magnétique est choisi de sorte que 3 cos2 θ−1 = 0. Cette angle égal
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à 54,74° est appelé l’angle magique et désigné par l’acronyme anglais MAS pour « Magic
Angle Spinning ».
Différents types de silanes peuvent être caractérisés en RMN et on distingue deux

groupes : le groupe des silanes de type Qn associé aux silanes non modifiés du squelette
et le groupe des silanes de type Tn correspondant aux espèces organosilanes présentant
au moins une liaison silicium-carbone (voir Figure 2.5.1).

Figure 2.5.1 – Représentation des espèces silanes des groupe Qn et Tnpouvant être détec-
tés en RMN du silicium 29Si. R, représente la fonction organique associée
au précurseur organosilane utilisé pour la fonctionnalisation.

Les analyses RMN à l’état solide ont été réalisés à l’Unité de Catalyse et de Chimie
du Solide à Lille à l’aide d’un spectromètre Bruker Avance 400 (29Si à 79,5 MHz). Pour
l’analyse, la fréquence de rotation était de 6 kHz, le délai de recyclage de 3 secondes et
6000 balayages ont été effectués. Les simulations de fit ont été réalisées à l’aide du logiciel
Dmfit d’après D. Massiot et al. [135].

2.5.2 La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier
La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (couramment appelé IRTF ou

FTIR en anglais) est une technique d’analyse très utilisée pour déterminer la composi-
tion d’un échantillon à l’échelle moléculaire. Cette technique repose sur la vibration des
molécules. En effet, lorsqu’un rayonnement infrarouge est transmis au travers de l’échan-
tillon, il peut-être absorbé par le matériau. Le faisceau sera absorbé si les liaisons entre
les atomes du matériau si la fréquence du faisceau correspond à la fréquence de vibration
des ces liaisons. Il existe deux grands types de vibration : les vibrations d’élongation et
celles de déformation [136]. En mesurant la quantité de lumière transmise pour chaque
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longueur d’onde entre 400 et 4000cm−1, on obtient un spectre en transmittance qui permet
de déterminer la nature des liaisons chimiques de l’échantillon.
La spectroscopie FTIR a principalement été utilisée dans cette thèse pour caractériser

les groupements fonctionnels de surface lors de la fonctionnalisation des matériaux par
des entités organiques ou pour valider le greffage d’enzymes au sein du matériau. Le
spectrophotomètre utilisé est un Thermo Fisher fonctionnant en réflexion totale atténuée
(ou ATR), ce qui permet une analyse rapide et sans préparation de l’échantillon. Ce
mode est basé sur le phénomène de la réflectance mais il est important de préciser qu’ici
le faisceau incident ne traverse pas l’échantillon et qu’il s’agit surtout d’une analyse de
surface.

2.5.3 Analyse thermogravimétrique (ATG)
La thermogravimétrie est une méthode d’analyse thermique qui permet d’étudier la

variation de masse d’un échantillon en fonction de la température ou du temps sous
atmosphère contrôlée. Cette technique est particulièrement utilisée pour étudier l’oxyda-
tion de certains matériaux ou dans notre cas la décomposition des fonctions organiques
présentes au sein de nos matériaux. L’échantillon est placé dans une petite coupelle en
platine et la masse est mesurée grâce à une balance de précision. L’analyse peut se faire
sous différents types d’atmosphère : air, argon, azote. L’échantillon est ensuite chauffé
plus ou moins vite selon la rampe imposée par l’opérateur jusqu’à la température désirée.
Au cours du chauffage, on peut suivre directement la perte de masse en fonction de la
température.
Les analyses thermogravimétriques ont été réalisées avec un appareil TGA Q50 de chez

TA Instruments. L’échantillon a été chauffé à 5°C/min jusqu’à 650°C pendant 30 minutes
puis refroidi à raison de 10°C/min jusqu’à la température ambiante.
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Chapitre 3

Elaboration de matériaux à porosité
hiérarchisée organisée

Comme nous avons pu le voir dans le Chapitre 1, les matériaux poreux ont suscité un
grand intérêt dans de nombreux domaines. L’un des principaux avantages des matériaux
poreux synthétiques est leur grande diversité aussi bien en terme de structure et de forme
qu’au niveau de la taille de leurs pores aux différentes échelles. Cependant, en dépit de
nombreuses recherches dans le domaine, la synthèse de matériaux présentant une macro-
et une mésoporosité a été peu étudiée. Dans ce chapitre, nous présenterons différentes
méthodes envisagées pour synthétiser des matériaux macroporeux à partir d’émulsions
concentrées présentant une mésostructure organisée issue de l’assemblage supramolécu-
laire de molécules tensioactives.
Dans un premier temps, nous avons gardé le système ternaire TTAB/Dodecane/Eau

pour la formulation d’émulsions concentrées et la structuration des macropores et nous
avons ajouté des micelles de P123 pour structurer la silice à l’échelle mésoscopique. Pour
rappel, les Pluronic sont des copolymères composés de trois blocs et non-ioniques. Le bloc
central est hydrophobe : poly(oxyde de propylène) (PPO) et les deux blocs latéraux sont
hydrophiles : poly(oxyde d’éthylène) (PEO). La taille des blocs est variable et joue un
rôle sur les propriétés finales du Pluronic. Les Pluronic sont couramment désignés par
une lettre suivi de deux ou trois chiffres. La lettre permet de définir l’état physique du
Pluronic : P pour paste, L pour liquid et F pour flake. Le premier ou les deux premiers
chiffres multipliés par 300 donnent la masse molaire du bloc central et le dernier chiffre,
multiplié par 10, le taux de motifs oxyde d’éthylène. Par exemple, dans notre cas nous
avons utilisé le P123 et le bloc central possède une masse molaire égale à 3600 g/mol et
le taux de motifs oxydes éthylène est de 30%. Il est connu que les interactions pouvant
exister entre les tensioactifs non ioniques et ioniques peuvent conduire à des systèmes
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mixtes de tensioactifs. Ces derniers seront étudiés ainsi que leur effet sur la structure du
matériau final. Dans un second temps nous remplacerons complètement le TTAB par du
P123 pour stabiliser notre émulsion concentrée et amener de la mésoporosité. L’objectif
est de réussir à élaborer des matériaux poreux possédant une porosité hiérarchisée et
sous forme monolithique pour de futures applications en catalyse sous flux continu.

3.1 Synthèse de matériaux à partir d’un système mixte
P123/TTAB

3.1.1 Etude du système TTAB/P123/eau

Pour synthétiser des matériaux méso-macroporeux sans changer toute notre formula-
tion, nous avons d’abord décidé d’utiliser la même émulsion que pour les Si(HIPE) clas-
siques mais en ajoutant des micelles de P123 pour jouer sur la mésostructure. Pour cela,
le diagramme de phase ternaire du système TTAB/P123/eau à température ambiante a
été étudié. Pour préparer le diagramme de phase, différentes quantités de tensioactifs et
d’eau ont été mélangées au vortex. Le diagramme de phase n’a pas pu être réalisé pour les
hautes concentrations en tensioactif car au-delà de 70% en masse en tensioactif, un do-
maine multiphasique complexe apparaît et il est difficile de savoir précisément de quelles
phases il s’agit. D’après la Figure 3.1.1, on peut voir que le domaine micellaire s’étend jus-
qu’à 22% en masse pour le P123 et jusqu’à 35% en masse pour le TTAB. Pour le mélange
de tensioactifs P123/TTAB, ce domaine micellaire s’étend jusqu’à 70% en masse pour
un ratio 1 :1. Comme cela a déjà été démontré pour les systèmes binaires eau/P123 [35]
et eau/TTAB [137], à haute concentration en tensioactifs, des domaines cristaux liquides
apparaissent. Pour le système contenant uniquement du TTAB, une phase hexagonale ap-
paraît de 37% à 57% en masse et reste stable après ajout de 10% maximum en P123. Pour
le P123, pour des concentrations massiques comprises entre 22 et 37%, une phase isotrope
cubique est observée. Les analyses SAXS ont permis de détecter des pics de réflexion à
1 ;
√

8
3 ;
√

11
3 ; 2, caractéristiques des groupes d’espace Fd3m ou Fm3m. Au vu de la loca-

lisation dans le diagramme de phase, la phase cubique est attribuée au groupe d’espace
Fm3m représentant une phase cubique micellaire directe et consistant en l’assemblage de
micelles quasi-spériques sur un réseau cubique centré [138]. A partir de 37% en masse en
P123 dans l’eau, une phase hexagonale apparaît et reste stable malgré l’incorporation de
TTAB. Afin de déterminer les paramètres structuraux des phases hexagonales de notre
sytème, nous avons choisi deux compositions : la première étant riche en TTAB avec un
ratio entre les tensioactifs P123/TTAB égal à 0,11 (ligne pointillée verte sur la Figure
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3.1 Synthèse de matériaux à partir d’un système mixte P123/TTAB

3.1.1) et notée HT
1 , la seconde étant riche en P123 avec un ratio égal à 9,0 (ligne pointillée

bleue sur la Fig 3.1.1) et noté HP
1 . Une structure hexagonale est composée de cylindres

de longueur infinie, parallèles et arrangés hexagonalement (voir Figure 3.1.1). Les deux
diffractogrammes correspondant aux deux ratios étudiés sont visibles sur la Figure 3.1.2.
Ces structures sont caractérisées en SAXS par la présence de pics de diffraction aux po-
sitions q0 ; q1 =

√
3 et q2 = 2× q0. Les paramètres caractéristiques de cette strucure sont

la distance entre deux plans réticulaires d10, le rayon de la queue hydrophobe RH et le
paramètre de maille a0 défini comme a0 = 2d10√

3 .

Le coeur de chaque cylindre est composé des queues apolaires des tensioactifs alors que
les têtes polaires sont orientées vers l’extérieur. On peut écrire que :

volume apolaire total

volume (apolaire+ polaire) total = volume apolaire élémentaire

volume (apolaire+ polaire) élémentaire (3.1.1)

Avec pour chaque cylindre, le volume apolaire total V ′B = n.VB, le volume (apolaire +
polaire) total V ′B+V ′A = n (VTA + α.VE), α le nombre de molécules d’eau par molécule de
tensioactif et le volume apolaire élementaire étant égal à πR2

H . Par conséquent, on peut
en déduire que l’hexagone formé de sept cylindres à un volume total élémentaire égal à
3
√

3a
2
0
2 . Ce volume est finalement relié à seulement trois cylindres, celui du centre et à une

partie des six cylindres du bord qui appartiennent à trois hexagones simultanément. On
peut alors écrire :

nVB
n (VTA + αVE) = 3πR2

H

3
√

3a
2
0
2

(3.1.2)

Le rayon apolaire est alors défini comme :

R2
H =

√
3a2

0
2π × VB

VTA + αVE
(3.1.3)

où VTA et VE représentent respectivement le volume molaire du tensioactif et de l’eau. A
l’aide de l’équation (3.1.3) et de la définition du paramètre du maille, on peut en déduire
que pour une composition donnée, la distance réticulaire d est reliée au rayon hydrophobe
et l’équation (3.1.3) s’écrit ainsi :

π
√

3R2
H

2d2
10

= VB
VTA + αVE

(3.1.4)

On peut également en déduire la surface par tête polaire égale à :
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Chapitre 3 Elaboration de matériaux à porosité hiérarchisée organisée

Figure 3.1.1 – a) Diagramme de phase partiel du mélange P123/TTAB/eau à tempéra-
ture ambiante où L1 représente la phase micellaire directe, I1 la phase mi-
cellaire cubique directe et HP

1 et HT
1 les phase hexagonales directes riches

en P123 et TTAB respectivement. Les lignes en pointillés correspondent
aux différents ratios massiques P123/TTAB étudiés : 0,11 (vert), 0,13
(orange), 1,3 (rose), 2,33 (violet) et 9,0 (bleue). b) Représentation sché-
matique de la structure hexagonale et des paramètres caractéristiques :
a0, d10 et RH
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3.1 Synthèse de matériaux à partir d’un système mixte P123/TTAB

S = 2πRH

nombre de queues hydrophobes
(3.1.5)

Le nombre de queues est égal au rapport du volume du coeur apolaire sur le volume de
la queue et du solvant soit NπR

2
H

VB
et l’équation (3.1.4) devient :

S = 2VB
NRH

(3.1.6)

Pour les deux phases hexagonales (riche en P123 et riche en TTAB), on observe une
augmentation de la distance réticulaire avec l’ajout d’eau (voir Figure 3.1.2). Pour les
échantillons préparés dans la phase HP

1 , le rayon hydrophobe décroit de 4,5 à 4,0 nm
avec l’incorporation d’eau alors que la surface par tête polaire augmente légèrement et
passe de 1,3 à 1,5 nm2. En considérant la longueur de la chaîne PPO égale à 24,5 nm, on
peut alors considérer que les molécules sont courbées au sein du coeur des cylindres et
que les chaînes hydrophobes adoptent une configuration enchevêtrée. En revanche, pour la
phase hexagonale riche en TTAB

(
HT

1

)
, le rayon hydrophobe et la surface par tête polaire

restent constants et sont égaux à 1,7±0,1 nm et 0,57±0,01 nm2. Comme précedemment, si
l’on considère la longueur de la chaîne alkyle égale à 2,0 nm, on peut dire que les chaînes
sont étendues dans le coeur du cylindre et que la dimension du coeur n’est pas affectée
par la présence de P123.
De la même manière, la phase cubique a été étudiée en utilisant un ratio de 2,33 (ligne

pointillée violette sur la Figure 3.1.1). Le diffractogramme correspondant est visible sur la
Figure 3.1.2. La démarche est exactement la même mais cette fois le paramètre de maille
est égal à a = d111

√
3 et l’équation (3.1.4) s’écrit :

16πR3
H

3a3 = VB
VTA + αVE

(3.1.7)

La surface par tête polaire quant à elle est définie par :

S = 3VB
NRH

(3.1.8)

L’ajout d’eau entraîne une légère diminution du rayon hydrophobe de la phase cubique
de 4,4 à 4,0 nm pour une surface par tête polaire qui reste constante et égale à 0,9 nm2

(voir Figure 3.1.2).

3.1.1.1 Etudes des micelles de P123 et de TTAB

Des analyses SAXS ont ensuite été réalisées avant d’étudier la structure des micelles de
P123 et TTAB pure. Les diffractogrammes obtenus ont été analysés par la Transformée de
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Chapitre 3 Elaboration de matériaux à porosité hiérarchisée organisée

Figure 3.1.2 – Evolution des diffractogrammes SAXS obtenus pour les solutions mi-
cellaires avec l’augmentation de la teneur en eau pour différents ratios
P123/TTAB égaux à 9 (a), 0,11 (c) et 2,33 (e). Evolution des paramètres
structuraux en fonction de α pour les ratios P123/TTAB égaux à 9 (b),
0,11 (d) pour les phases hexagonales riches en P123 et TTAB respective-
ment et pour la phase cubique avec un ratio P123/TTAB égal à 2,33 (f).

56



3.1 Synthèse de matériaux à partir d’un système mixte P123/TTAB

Fourier Indirecte Généralisée (GIFT) [139] en tenant compte des interactions entre parti-
cules. Cette méthode permet de déterminer la fonction de distribution par paire (PDDF)
qui représente un histogramme des distances entre les particules. Les diffractogrammes
SAXS pour les micelles pures et les fonctions de distribution de distance correspondantes
sont visibles sur la Figure 3.1.3. Le spectre des micelles de P123 présente un pic distinct à
0,57 nm-1 caractéristique du facteur de forme (voir Figure 3.1.3 a). Le PDDF est en forme
de cloche (voir Figure 3.1.3 c) et présente une dimension maximale de 20 nm ainsi qu’un
épaulement vers les 5 nm typique de l’inhomogénéité de la structure appelée particule de
type « coeur-écorce ». Le profil de la densité électronique est obtenu par déconvolution
du PDDF et confirme la structure « coeur-écorce » des micelles de P123 avec un rayon
total de 9,3 nm (voir Figure 3.1.3 d)). A partir de ces données, on peut déterminer le
rayon hydrophobe qui est évalué à 3,9-4,0 nm et correspond au changement de signe de
∆ρ(r). La longueur de la partie hydrophobe de PPO est d’environ 24,5 nm, on peut donc
en déduire que la chaîne de PPO est repliée sur elle-même dans les micelles et adopte
une conformation tortueuse. Ces résultats sont en cohérence avec ceux obtenus pour la
phase cristal liquide riche en P123. La Figure 3.1.3 e) présente le spectre des micelles de
TTAB pures. On peut observer deux larges pics à 0,70 nm-1 et 1,2 nm-1. Le premier à 0,70
nm-1 correspond au facteur de structure et le deuxième à la condensation des contre-ions
Br- qui forment une coque autour des micelles. Comme vu précedemment, le PDDF a une
forme de cloche et un rayon maximal de 2,1 nm.
Ensuite, des solutions micellaires de différents ratios massiques P123/TTAB ont été

étudiées par SAXS. Les rapports massiques P123/TTAB choisis sont 19, 9, 3, 1 et 0,33
ce qui équivaut à des rapports molaires de 1,1 ; 0,53 ; 0,18 ; 0.058 ; 0,019. L’intensité des
diffractogrammes pour les solutions micellaires riches en P123 est inférieure à celle obtenue
pour les micelles pures de P123 (voir Figure 3.1.4 a). Il en va de même pour les spectres
des solutions micellaires riches en TTAB par rapport aux micelles de TTAB pures (voir
Figure 3.1.4 b). Cette diminution de l’intensité provient de l’augmentation des interactions
avec l’ajout de l’espèce cationique. Ce phénomène a déjà été observé par Jansson et al.
[140]avec l’ajout de chlorure d’hexadécyltriméthylammonium (CTAC) dans une solution
de P123 à 5% en masse. Les diffractogrammes des solutions micellaires ont également
été analysées par la méthode GIFT (voir Figure 3.1.4 c, d). Comme pour les micelles de
P123 pures, la courbe présente une forme en cloche typique des particules sphériques avec
une taille maximale d’environ 14-15 nm. De plus, le PDDF présente un léger épaulement
vers 4 nm qui caractérise l’inhomogénéité du système. Le profil de densité électronique
est visible sur la Figure 3.1.4 e et confirme la structure « coeur-écorce » des micelles
de P123/TTAB avec un rayon hydrohobe à 2,5 nm. L’ajout de TTAB va entraîner une
diminution de la taille des micelles mais la forme reste identique. Pour des faibles quantités
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Chapitre 3 Elaboration de matériaux à porosité hiérarchisée organisée

Figure 3.1.3 – a) Spectres SAXS pour les micelles pures de P123 et pures de TTAB (e)
à 5% en masse de tensioactif dans l’eau. Spectres SAXS expérimentaux
(pointillés) et GIFT (ligne continue) pour les micelles de P123 pures (b)
et de TTAB pures (f). Fonction de distribution par paires (PDDF) pour
les micelles de P123 pures (c) et de TTAB pures (g).
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3.1 Synthèse de matériaux à partir d’un système mixte P123/TTAB

de TTAB, les chaînes alkyles vont intéragir avec le coeur hydrophobe de PPO du P123
mais la tête polaire du TTAB ne va pas modifier le comportement de la couronne de PEO.
Le même comportement a été observé par Y. Li et al. [141] avec l’ajout de TTAB dans
des solutions de F127. Les auteurs ont supposé que les chaînes de PEO hydratées dans
la couronne sont relativement mobiles et que les interactions avec le TTAB cationique
sont faibles. Pour 10% du TTAB dans le mélange, l’intensité du pic large devient très
faible et pour 25% du TTAB il disparaît. Pour 25% en TTAB, des micelles similaires
à celles de TTAB se forment et pour des concentrations plus élevées (voir Figure 3.1.4
b), les diffractogrammes sont similaires à ceux observés pour les micelles de TTAB mais
avec une intensité plus faible. Cela indique que les monomères P123 sont associés aux
micelles de la TTAB. Les données obtenues en GIFT sont présentées sur la Figure 3.1.4
f et g. Comme pour les micelles TTAB pures, les micelles mélangées sont sphériques et
leur taille est de respectivement 1,6 et 1,8 nm pour 50% et 75% de TTAB en masse
dans le mélange. La taille de ces micelles est légèrement inférieure à celle des micelles
TTAB pures. L’ajout de TTAB entraîne une diminution de la taille des micelles comme si
les molécules P123 n’étaient plus agrégées dans les micelles. Ces molécules P123 restent
sous forme de monomère en solution aqueuse dans la limite de la concentration micellaire
critique et l’autre est associée aux molécules TTAB.

3.1.2 Effet de la solubilisation d’huile pour le système ternaire
tensioactifs/eau/huile

L’influence de l’huile sur le mélange mixte a été étudiée pour deux ratios massiques
P123/TTAB égaux à 0,14 et 1,3 (lignes pointillées orange et rose sur la Figure 3.1.1) par
ajout progressif de dodécane. Les diagrammes de phase correspondant aux deux ratios étu-
diés sont présentés sur la Figure 3.1.5. On peut remarquer que pour le ratio P123/TTAB
égal à 0,14 (voir Figure 3.1.5) presque 5% de dodécane peut être solubilisé au sein des
micelles pour des concentrations en tensioactifs inférieures à 42% en masse. Une phase
hexagonale est visible à plus haute concentration en tensioactif (de 48 à 67%) où il est
possible d’incorporer jusqu’à 10% de dodécane. Enfin, une phase cubique apparaît après
ajout de 5% de dodecane pour des rapports tensioactifs/eau (RTA/Eau) compris entre 1,1
et 1,8. Cette phase cubique peut incorporer près de 16% de dodécane au maximum. Pour
le ratio en tensioactifs égal à 1,3 (voir Figure 3.1.5), la phase micellaire s’étend jusqu’à
60% en tensioactif et il est possible de solubiliser seulement 2% de dodécane. Seule une
phase cubique est observée pour des rapports tensioactifs/eau compris entre 1,0 et 2,3
après ajout d’une très faible quantité d’huile (moins de 1%).
La phase cubique a été caractérisée en SAXS et les pics de diffraction obtenus ont pour
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Chapitre 3 Elaboration de matériaux à porosité hiérarchisée organisée

Figure 3.1.4 – a) et b) Diffractogrammes de solutions micellaires mixtes de P123/TTAB
à 5% en masse en tensioactif pour différents rapport. c) SAXS expéri-
mental (pointillés) et calculé GIFT (courbe orange) des micelles mixtes.
d) Fonction de distribution par paire (PDDF) et profil de densité élec-
tronique correspondant (e). f) SAXS expérimentaux et calculés pour dif-
férents ratios et fonctions de distribution par paire (PDDF) g).
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3.1 Synthèse de matériaux à partir d’un système mixte P123/TTAB

Figure 3.1.5 – Diagramme de phase ternaire tensioactifs/eau/huile pour un ratio
P123/TTAB égal à a) 0,14 et b) 1,3.
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position : 1 ;
√

8
3 ;
√

11
3 et 2, caractéristiques d’une phase micellaire cubique directe de groupe

d’espace Fm3m. Comme nous l’avons vu précedemment, il est possible de déterminer
les équations reliant le paramètre de maille avec le rayon hydrophobe. La démarche est
ici légèrement différente car dans un système ternaire tensioactifs/eau/huile, le volume
apolaire total s’écrit V ′B = n (VB + β.VH) où VH et β sont respectivement le volume molaire
d’huile et le nombre de molécules d’huile par molécule de tensioactif. Le volume apolaire
+ polaire s’écrit alors V ′B + V

′
A = n (VTA + αVE + βVH). Par conséquent, les équations

(3.1.7) et (3.1.8) deviennent :

16πR3
H

3a3 = VB + βVH
VTA + αVE + βVH

et S = 3 (VB + βVH)
NRH

(3.1.9)

De la même façon, la distance réticulaire est liée au rayon hydrophobe pour la phase
hexagonale et les équations (3.1.4) et (3.1.6) s’écrivent maintenant :

π
√

3R2
H

2d2
10

= VB + βVH
VTA + αVE + βVH

et S = 2 (VB + βVH)
NRH

(3.1.10)

Pour le sytème mixte de ratio 0,14 et RTA/Eau = 1, 5, le rayon hydrophobe est égal à
1,9 nm pour la phase hexagonale contenant 4,5% en masse de dodécane et 3,7 nm pour la
phase cubique contenant 15% en masse en dodécane. La surface de la tête polaire est de
0,6 nm2 pour les deux phases. Ces valeurs sont similaires à celles obtenues pour la phase
hexagonale riche en TTAB en l’absence d’huile. Enfin pour le ratio P123/TTAB de 1,3
et RTA/Eau = 1, 5, le rayon hydrophobe calculé est égal à 5,2 nm en présence de 15% en
masse de dodécane et la surface par tête polaire est estimée à 0,8 nm2.
A partir des informations que nous avons obtenues des diagrammes de phase, des maté-

riaux ont été synthétisés à partir d’émulsions concentrées comme présenté dans le Chapitre
2 mais en mixant le TTAB, utilisé habituellement, avec différents concentrations de P123
afin de mieux structurer nos matériaux.

3.1.3 Synthèse de matériaux méso-macroporeux à partir du système
mixte P123/TTAB

Comme pour la synthèse de Si(HIPE) classique, la fraction volumique en huile de l’émul-
sion directe est fixée à φ = 0, 65. En revanche, les Si(HIPE) sont obtenus à partir d’une
solution de TTAB à 35% massique. Dans un premier temps, nous avons mélangé cette
solution micellaire de TTAB avec une solution micellaire de P123 à 5% massique. Le ratio
massique P123/TTAB a varié de 0,0075 à 1,28 ; ce qui correspond également à une dimi-
nution de la concentration totale en tensioactif dans l’émulsion de 8,8% à 2% massique.
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3.1 Synthèse de matériaux à partir d’un système mixte P123/TTAB

Dans un deuxième temps, nous avons décidé de garder la concentration totale en tensio-
actif constante (35% massique) et de mélanger directement les tensioactifs entre eux à
différents ratios massiques.

3.1.3.1 A différente concentration totale en tensioactif

Les matériaux ont d’abord été réalisés en mélangeant deux solutions micellaires de ten-
sioactif. D’une part une solution de TTAB à 35% en masse et d’autre part une solution
de P123 à 5% en masse. Les proportions P123/TTAB ont varié de 5/95 (en pourcen-
tage total) à 90/10 et donc les ratios massiques de 0,0075 à 1,28. Les analyses SAXS
(voir Figure 3.1.6) ont montré que pour les matériaux préparés avec un ratio massique
P123/TTAB inférieur à 0,14, aucun pic de réflexion n’est visible. Ces résultats sont confir-
més par les courbes d’adsorption désorption d’azote qui sont entre le type I et IV (voir
Figure 3.1.6). D’après Dubinin [142], ce type d’isotherme est caractéristique des maté-
riaux super-microporeux c’est-à-dire des matériaux présentant une taille de pores à la
limite du domaine mésoporeux. L’augmentation de la teneur en P123 se traduit par l’ap-
parition d’un large pic typique des mésotructures vermiculaires. Ce pic donne également
une indication de la distance pore-pore au sein du réseau vermiculaire qui ne présente
pas d’organisation visible. Lorsque le rapport P123/TTAB continue d’augmenter, le pic
est décalé vers les petites valeurs de q et les isothermes d’adsorption désorption d’azote
sont de type IV et typiques des matériaux mésoporeux [127]. Pour le ratio P123/TTAB
égal à 1,28 ; la condensation capillaire se produit à une pression relative légèrement plus
élevée. En sachant que le diamètre moyen des pores est relié à la pression relative d’après
l’équation de Kelvin (voir Chapitre 2), on peut dire que la taille des mésopores augmente
avec la concentration en P123. Cela est confirmé par les courbes de distribution de taille
de pores où le maximum passe de 2,6 à 4,2 nm lorsque le ratio P123/TTAB augmente de
0,14 à 1,28.
Les images MEB correspondant à des matériaux préparés avec les ratios P123/TTAB

égaux à 0,048 ; 0,14 et 0,43 sont présentées sur la Figure 3.1.7 a), b) et c) respectivement.
La structure macroporeuse de ces matériaux semble similaire et présente une distribu-
tion polydisperse de macropores. Pour le ratio P123/TTAB égal à 0,048, la structure est
composée majoritairement de sphères ouvertes et d’un réseau de vide externe dû à une
minéralisation incomplète de la phase continue. Une augmentation du ratio P123/TTAB
de 0,048 à 0,43 entraîne une diminution de la concentration totale en tensioactif de 7,2%
massique à 3,3% et l’émulsion devient légèrement instable. En effet, les molécules de
TTAB vont interagir avec les monomères de P123 et les empêcher de venir stabiliser les
gouttes de dodécane. Cette déstabilisation est caractérisée par la présence d’un réseau de
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Chapitre 3 Elaboration de matériaux à porosité hiérarchisée organisée

vide important entre les empreintes des gouttes de l’émulsion et la faible présence de pores
au sein des murs. Les analyses de porosimétrie à mercure (voir Figure 3.1.8) révèlent que
pour les trois ratios, des macropores de taille comprise entre 9 et 15 µm sont présents et
correspondent aux jonctions internes au sein des murs. Cependant, si l’on augmente la
concentration en P123, on observe que l’intensité du pic diminue au profit de l’apparition
d’un pic vers 45 µm qui confirme la théorie de la déstabilisation de l’émulsion pour les
hautes concentrations en P123. Les résultats de porosité à intrusion sont récapitulés dans
le Tableau 3.1.

Figure 3.1.6 – a) Evolution des diffractogrammes obtenus par SAXS pour les différents
ratios P123/TTAB. b) Isothermes d’adsorption désorption d’azote et dis-
tribution de la taille des pores (c) pour les différents matériaux synthéti-
sés.

Des matériaux méso-macroporeux ont donc été obtenus à partir d’émulsions directes
concentrées et du système mixte P123/TTAB. Différents ratios ont été testés en mélan-
geant deux solutions micellaires : une de TTAB à 35% massique et une de P123 à 5%
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3.1 Synthèse de matériaux à partir d’un système mixte P123/TTAB

Figure 3.1.7 – Images MEB des matériaux méso-macroporeux obtenus pour des ratios
P123/TTAB égal à 0,048 (a), 0,14 (b) et 0,43 (c)

Ratio massique
P123/TTAB Porosité (%)

Volume
d’intrusion
(cm3/g)

Densité
squelettique
(g/cm3)

0,048 93 27,1 0,50
0,14 93 24,6 0,58
0,43 84 22,3 0,23

Table 3.1 – Tableau récapitulatif des données obtenues en porosité à intrusion à mercure
pour les matériaux P123/TTAB.
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Figure 3.1.8 – Distribution de la taille des pores obtenus par analyse de porosimétrie
mercure des matériaux méso-macroporeux.

massique. Les analyses de diffraction SAXS ont permis de montrer que pour des concen-
trations élevées en TTAB, seulement des micelles riches en TTAB seront formées. Le
TEOS va interagir préferentiellement à l’interface eau/huile entraînant la présence de
macropores mais également autour des micelles riches en TTAB. La taille des micelles
riches en TTAB étant très petite, cela va former un réseau mésoporeux avec des pores
de petites tailles. L’augmentation de la teneur en P123 entraîne la formation de micelles
riches en P123 de taille plus importante et donc la construction d’un réseau mésoporeux
vermiculaire présentant une taille de pore d’environ 4 nm. En revanche, la formation de
micelles mixtes de P123 et de TTAB entraîne une diminution de la quantité de tensioactif
disponible pour stabiliser l’interface et l’émulsion devient alors instable. Afin de pallier
ce problème, nous avons synthétisé d’autres matériaux mais en mélangeant cette fois di-
rectement les tensioactifs entre eux et en gardant la concentration totale en tensioactif
constante.

3.1.3.2 A concentration totale en tensioactif constante

La concentration en tensioactif dans la phase aqueuse est fixée à 35% massique. La
proportion en P123 dans la phase aqueuse a varié de 25 à 75% au regard des 35% total.

66



3.2 Synthèse de matériaux méso-macroporeux à partir de Pluronic P123

Le ratio en masse P123/TTAB a donc varié de 0,33 à 3,0. Avant émulsification, les tensio-
actifs ont été mélangés puis l’eau a été ajoutée pour former la solution micellaire. Après
ajout du mélange d’acide chlorhydrique et du TEOS préhydrolysé, l’émulsification a été
réalisée manuellement par ajout goutte-à-goutte du dodécane. Enfin, comme décrit dans
le Chapitre 2, l’émulsion finale a été coulée dans un moule et placée à 100°C pendant 24h
pour favoriser la condensation. Le matériau obtenu est ensuite séché, lavé et calciné avant
analyse.
Les matériaux ont été analysés par SAXS (voir Figure 3.1.). On observe que plus le ratio

massique P123/TTAB est élevé et plus le pic est décalé vers les petites valeurs de q. Les
analyses réalisées en BET confirment cette tendance et le diamètre des mésopores varie de
3,0 à 4,3 nm pour un ratio allant de 0,33 à 3,0. L’augmentation de la taille des mésopores
est liée à la présence de plus grosses entités lorsque la teneur massique en P123 augmente.
En revanche, comme on peut le constater sur la Figure 3.1.9, la macroporosité évolue.
Pour le ratio le plus faible, la structure macroporeuse est constituée majoritairement d’un
agencement de sphères vides présentant des jonctions internes correspondant à l’empreinte
des gouttes de l’émulsion initiale. L’augmentation de la teneur en P123 entraîne une
déstabilisation de l’émulsion ce qui se traduit par l’absence de macropores pour le ratio
P123/TTAB égal à 3. Les analyses de porosimétrie mercure (voir Figure 3.1.10) révèlent
un caractère bimodal pour un ratio de 0,33 avec des pics à 1,8 et 6,7 µm et un caractère
trimodal pour un ratio de 1 avec des pics distincts à 0,9 ; 6,7 et 70 µm. Les évolutions
dans la taille des pores et la déstabilisation de l’émulsion à haute teneur en P123 sont en
concordance avec le domaine d’émulsion concentrée (CE) visible sur la Figure 3.1.5 qui
décroît progressivement avec l’augmentation du ratio P123/TTAB.

3.2 Synthèse de matériaux méso-macroporeux à partir de
Pluronic P123

Des matériaux présentant une mésoporosité majoritairement vermiculaire ont pu être
obtenus par ajout de P123 dans la phase aqueuse initiale. Nous avons cherché à aller
plus loin et voir s’il était possible d’obtenir une mésoporosité parfaitement organisée
de manière hexagonale, en jouant uniquement avec l’utilisation de P123 dans la phase
aqueuse et en l’absence de TTAB pour éviter la formation de micelles mixtes comme
décrit précedemment. Pour rappel, les synthèses de matériaux Si(HIPE) et de matériaux
mésoporeux type SBA-15 se font majoritairement dans des conditions très acides. Lorsque
nous avons essayé de réaliser un Si(HIPE) classique en changeant le tensioactif par du
P123, nous n’avons jamais pu obtenir de monolithes mais toujours une poudre parfois
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Figure 3.1.9 – Clichés MEB des matériaux méso-macroporeux obtenus pour des ratios
P123/TTAB égal à 0,33 (a), 1,00 (b) et 3,00 (c).

Figure 3.1.10 – Distribution de la taille des pores obtenus par analyse de porosimétrie
mercure des matériaux méso-macroporeux préparés à concentration en
tensioactif totale constante.
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composée de quelques blocs. Des synthèses similaires en milieu basique ont été réalisées par
Jordi Esquena et al. [143], pour lesquelles les auteurs ont utilisé du F127 comme tensioactif
non ionique pour la mésostructure. Des monolithes présentant une macroporosité et une
mésoporosité d’organisation cubique ont ainsi été obtenus mais ils sont très fragiles et
friables. Ainsi, la bonne résistance des Si(HIPE) traditionnels est probablement due au
tensioactif cationique, le TTAB. En effet, en plus de son rôle de stabilisant, ce tensioactif va
modifier la force ionique du milieu et il est également possible que l’ammonium quaternaire
de la tête polaire promeuve l’organisation des clusters de silice aux interfaces. Afin de
modifier la force ionique du milieu, du sel a été ajouté à l’émulsion. Le sel va avoir un
double impact sur l’émulsion, il va modifier la force ionique et jouer un rôle sur la stabilité
de l’émulsion finale. En effet, il est connu que chaque ion va posséder des propriétés
intéressantes et modifier par exemple la solubilité ou la tension de surface.

3.2.1 La série de Hofmeister et la balance Kosmotrope-Chaotrope

Dans les années 1880, Franz Hofmeister et ses collaborateurs étudièrent les effets de
différents sels sur la précipitation des protéines. Ainsi, la solubilisation des protéines dé-
pend à la fois de la force ionique mais aussi de la nature de l’électrolyte utilisé. Les études
ont été réalisées avec différents sels sur plusieurs types de protéines et également sur
d’autres matériaux tels que la gélatine. En effet, en fonction de la force ionique, deux
phénomènes vont entrer en jeu. A faible force ionique, les ions vont écranter les charges
électrostatiques, les protéines seront ainsi plus hydratées par les molécules d’eau et leur
solubilité améliorée : c’est l’effet de « salting-in ». A l’inverse, pour une force ionique éle-
vée, il va y avoir compétition entre les ions à solvater et les protéines. Si la quantité de
molécules d’eau pour solvater les protéines est insuffisante alors elles vont précipiter : c’est
l’effet de « salting-out » . L’idée principale de Hofmeister, était de pouvoir classer chaque
ion en terme d’interactions spécifiques avec l’eau et c’est ainsi qu’a été créée la série de
Hofmeister pour les anions et les cations (voir Figure 3.2.1).
Les anions situés à gauche de Cl− sont dits kosmotropes. Ils sont de petites tailles,

possèdent une importante couche de solvatation et présentent de fortes interactions avec
les molécules d’eau. Ces anions vont diminuer la solubilité des protéines et entraîner
leur précipitation. A l’inverse, les anions situés à droite de Cl− sont dits chaotropes. Ils
sont peu hydratés et ne sont pas capables d’arracher les molécules d’eau au soluté. Ces
anions vont ainsi permettre à la molécule d’augmenter sa solubilité. On retrouve des effets
similaires pour les cations mais moins prononcés. En se basant sur ce que nous avons dit
précedemment, deux émulsions concentrées ont été réalisées à l’aide de P123 en ajoutant
du sel à force ionique équivalente. La synthèse est identique à celle des Si(HIPE) classiques
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Figure 3.2.1 – Séries de Hofmeister pour les anions et les cations ainsi que les différents
effets qui les accompagnent. Inspiré de Zhang et al. [144, 145].

(voir Chapitre 2) mais les émulsions sont cette fois-ci coulées dans des moules en téflon
et placées dans une étuve thermostatée à 100°C pendant 24h avant lavage. Les deux sels
testés sont le chlorure d’ammonium (NH4Cl) et le sulfate d’ammonium ((NH4)2SO4).
Le matériau synthétisé en présence de sulfate d’ammonium est sous forme monolithique
alors que celui réalisé avec du chlorure d’ammonium est sous forme de poudre (voir Figure
3.2.2).

Figure 3.2.2 – Photographies de matériaux préparés avec deux sels différents : a) NH4Cl
et b) (NH4)2 SO4.

Pour aller plus loin, d’autres matériaux ont été synthétisés mais cette fois en remplaçant
le cation afin de voir s’il présentait un impact sur la structure finale du matériau. Pour
cela, trois sels ont été utilisés : le sulfate de magnésium (MgSO4), le sulfate de sodium
(Na2SO4) et le sulfate de tétraméthylamonium ((N(CH3)4)2SO4). Malgré la présence de
quelques blocs pour le matériau synthétisé avec le sulfate de magnésium, un monolithe a
été obtenu seulement avec le sulfate de tétraméthylammonium (voir Figure 3.2.3).
Ces quatre matériaux ont également été analysés par diffraction des rayons X aux pe-

tits angles. En effet, l’objectif de ces synthèses est de former des matériaux structurés à
l’échelle macroscopique et donc sous forme monolithique mais également d’organiser leur
mésostructure. Les analyses SAXS montrent l’existence d’un premier pic pour tous les
matériaux et de trois pics bien définis pour le matériau synthétisé à partir de sulfate de
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Figure 3.2.3 – Photographies de matériaux préparés avec différents sels : a) (MgSO4),
b) (Na2SO4), c) ((N(CH3)4)2SO4) et d) (NH4)2 SO4.

sodium (voir Figure 3.2.4). Ces pics peuvent être attribués aux plans (100), (110) et (200)
caractéristiques du groupe d’espace p6mm et indiquant une organisation hexagonale 2D
typique des matériaux SBA-15 [33]. Les images de MET permettent de confirmer cette
hypothèse. On peut également observer que le matériau réalisé à partir de sulfate d’ammo-
nium présente une organisation hexagonale malgré deux pics qui sont alors probablement
confondus sur l’analyse SAXS (voir Figure 3.2.4).

Figure 3.2.4 – Diffractogramme des différents matériaux synthétisés avec 0,5 M en sel
et clichés de microscopie électronique à transmission correspondants.

Ces résultats préliminaires permettent de montrer l’impact du sel sur la synthèse de
matériaux monolithiques à partir du Pluronic P123. De plus, le cation et l’anion ont tous
les deux un rôle très important. Leur effet peut être dû à leur nature kosmotrope mais
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il serait également possible que l’ammonium amène de la cohésion grâce à sa structure
quaternaire qui était finalement aussi présente lors de la synthèse classique de Si(HIPE)
où le tensioactif utilisé est le TTAB. Au vu des premiers résultats obtenus, le sulfate
d’ammonium s’est avéré le candidat de choix pour l’obtention de matériaux monolithiques
avec une mésostructure organisée.

3.2.2 Effet de la concentration en sel

3.2.2.1 A l’échelle macroscopique

Après avoir déterminé le sel le plus pertinent pour la synthèse de nos matériaux mono-
lithiques à porosité hiérarchisée, nous avons étudié l’effet de la concentration en sulfate
d’ammonium sur la structure finale du matériau. La concentration a varié de 0,1 M à
2,0 M et les matériaux sont appelés SBA-15xSi(HIPE) où x représente la molarité en sel.
D’après les photos prises pour chaque matériau, on peut voir qu’à faible concentration en
sel (0,1 M), une poudre a été obtenue (voir Figure 3.2.5). Sur les images MEB, on observe
également une augmentation de la taille des empreintes de gouttes avec la concentration
en sel (voir Figure 3.2.5). Ce phénomène peut s’expliquer par deux raisons. Tout d’abord,
il est important de préciser qu’initialement l’émulsion est instable. Bien que la tempéra-
ture de synthèse soit de 100°C et que le phénomène de condensation soit très rapide à
cette température, les gouttes ont tout de même le temps de coalescer. De plus, comme
nous l’avons vu précedemment, le sel utilisé a un effet de salting-out. Dans le cas d’un
tensioactif non ionique comme le Pluronic, il est admis que le sel va diminuer le point
de trouble du tensioactif et modifier la capacité de l’eau à agir comme un bon solvant
pour les chaînes du Pluronic. Cela va créer à la fois des interactions répulsives entre les
ions et les chaînes de PEO mais aussi des interactions attractives entre les chaînes de
PEO. Ces dernières vont former des aggrégats en solution et induire la formation de mi-
celles plus rapidement [146]. Ce phénomène de salting-out va avoir un impact direct sur
la stabilité des émulsions en diminuant la quantité de tensioactif disponible pour couvrir
l’interface huile/eau [147]. Pour bien comprendre ce phénomène, un matériau a été réalisé
à un pH plus élevé afin de ralentir la condensation. Sous les émulsions qui ont légèrement
crémé, un précipité blanc est observé et correspond à la formation d’agrégats. Cela est
caractéristique d’une diminution de la solubilité du P123 en présence de sel dans de l’eau
(voir Figure 3.2.6). Il est ainsi évident que si la quantité de tensioactif disponible pour
couvrir toute l’interface huile/eau diminue, la taille des gouttes va augmenter entraînant
une augmentation de la taille des pores dans le matériau final.
Le matériau SBA-150,5Si(HIPE) semble interconnecté et présente un réseau continu avec
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des pores de taille polydisperse. Cela est probablement dû au fait que l’effet de salting-
out entraîne une expulsion du solvant et une augmentation de la fraction volumique en
huile. La fraction poreuse finale sera donc plus importante. A l’inverse pour les matériaux
synthétisés avec 1,0 et 2,0 M de sel, la structure présente un assemblage de sphères vides
adjacentes les unes aux autres qui correspondent à l’empreinte des gouttes de l’émulsion
initiale. La taille de ces sphères est polydisperse : ceci est lié à la méthode d’émulsification,
le cisaillement manuel ne peut être parfaitement homogène durant toute l’émulsification.
On distingue deux types de macropores bien distincts : les jonctions internes qui sont les
trous présents à la surface des murs et les jonctions externes ou chemin continu de vide
qui proviennent de la juxtaposition des sphères sans qu’elles soient connectées entre elles.
Le matériau SBA-151,0Si(HIPE) présente peu de jonctions internes mais un chemin de
vide important (voir Figure 3.2.5 (e-f)) contrairement au SBA-152,0Si(HIPE) où les murs
sont remplis de jonctions internes et les jonctions externes peu présentes (voir Figure 3.2.5
(g-h)).
Le caractère bimodal de la macroporosité est confirmé par la porosimétrie à mercure.

Il est important de préciser que les matériaux de type SBA-15xSi(HIPE) présentent des
propriétés mécaniques suffisantes pour résister à l’intrusion de mercure, tout comme les
Si(HIPE) classiques. En outre, nous mesurons seulement les jonctions externes et internes
mais pas la taille des sphères en elles-mêmes c’est-à-dire la taille des ouvertures contrôlant
l’infiltration du mercure. La distribution de taille des macropores pour les différents maté-
riaux est présentée sur la Figure 3.2.7. Pour les matériaux SBA-150,1Si(HIPE), deux pics à
120 µm et 20 µm et pour le SBA-150,5Si(HIPE) à 68 µm et 4 µm sont bien visibles. Les pics
aux plus petites tailles sont caractéristiques des jonctions internes et ceux aux grandes
tailles des jonctions externes. Pour le matériau SBA-150,1Si(HIPE), les pores sont de plus
grande taille à cause de la structure éclatée et de la distance entre les grains de poudre qui
va être considérée comme des pores lors de l’analyse, le mercure pouvant s’y introduire et
circuler librement. A concentration en sel plus élevée, on distingue trois tailles de pores
pour le SBA-151,0Si(HIPE) à 28, 52 et 95 µm qui correspondent aux jonctions internes,
externes et également aux sphères complètement vides associées aux gouttes d’huile de
l’émulsion initiale comme on peut le voir sur la Figure 3.2.5 (e). Enfin pour le matériau
SBA-152,0Si(HIPE), la distribution est multimodale et s’étend de 15 à 100 µm. Ces tailles
concernent uniquement les jonctions internes, en effet les jonctions externes sont absentes
pour ce matériau (voir Figure 3.2.5 (g-h)).
Les valeurs de porosité ainsi que les densités sont rassemblées dans le Tableau 3.2. La

porosité est très importante et par conséquent la densité apparente est très faible comparée
aux matériaux traditionnels, excepté à haute concentration en sel où celle-ci se retrouve
dans la même gamme de densité que les Si(HIPE) classiques soit environ 0,1 g/cm3
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Figure 3.2.5 – Images MEB à différents grossissements des matériaux synthéti-
sés à différentes concentrations en sulfate d’ammonium. a,b) SBA-
150,1Si(HIPE), c,d) SBA-150,5Si(HIPE), e,f) SBA-151,0Si(HIPE) et g,h)
SBA-152,0Si(HIPE). Les encarts sont les photographies des matériaux
synthétisés.
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Figure 3.2.6 – Photographies des émulsions concentrées réalisées à un pH plus élevé et
contenant 0,5 M en sel (à gauche) et 1 M en sel (à droite).

Figure 3.2.7 – Distribution de taille de pores obtenue par porosimétrie à intrusion mer-
cure pour les matériaux SBA-15xSi(HIPE).
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x (mol/L) Porosité (%) Volume
d’intrusion
(cm3/g)

Densité
apparente
(g/cm3)

Densité
squelettique
(g/cm3)

0.1 94 21.2 0.04 0.78
0.5 95 29.2 0.03 0.68
1.0 95 27.7 0.03 0.76
2.0 89 8.4 0.11 0.98

Table 3.2 – Tableau récapitulatif des données obtenues par porosimétrie à intrusion de
mercure pour les différents matériaux SBA-15xSi(HIPE).

3.2.2.2 A l’échelle micro et mésoscopique

Comme nous l’avons vu précédemment, les matériaux Si(HIPE) classiques présentent
une surface spécifique très importante (comprise entre 800 et 900 m2/g). La majeure
partie de cette surface spécifique provient de la microporosité et seulement une petite
partie (environ 90 m2/g) représente une mésoporosité désorganisée vermiculaire [98]. Afin
de quantifier les matériaux synthétisés en terme de micro et mésoporosité, des mesures
d’adsorption d’azote ont été réalisées pour chaque échantillon. Les résultats obtenus sont
présentés sur la Figure 3.2.8. D’après la classification IUPAC, pour toutes les concentra-
tions en sel, les isothermes sont de type IV [127]. L’augmentation du volume adsorbé aux
basses pressions est caractéristique de la microporosité. Pour des pressions relatives su-
périeures à 0,4, la présence d’une hystérèse de type H1 entre la courbe d’adsorption et de
désorption est attribuée au phénomène de condensation capillaire au sein des mésopores.
Ce type d’hystérèse montre également une taille de mésopores relativement homogène. Les
matériaux synthétisés à partir de Pluronic présentent une mésoporosité importante. Les
valeurs de surfaces spécifiques BET, les surfaces mésoporeuses et la taille des mésopores
ont été calculées selon la méthode BJH et sont présentées dans le Tableau 3.3. On peut
remarquer que pour la plupart des matériaux la surface mésoporeuse atteint au moins
50% de la surface spécifique totale contre à peine 10% pour les matériaux classiques. La
taille des pores quant à elle, varie entre 5 et 9 nm avec une distribution assez homogène.
Pour vérifier l’organisation des mésopores, des analyses de diffraction des rayons X aux

petits angles combinées à des observations en microscopie électronique à transmission ont
été réalisées (voir Figure 3.2.9). D’après les diffractogrammes obtenus, trois pics sont vi-
sibles pour l’échantillon synthétisé avec 1,0 M en sel. Ces pics peuvent être attribués aux
plans (100), (110) et (200) et ces réflexions indiquent une organisation hexagonale en deux
dimensions de symétrie p6mm comme nous avions pu le voir dans la partie 3.2.1. Pour
des faibles concentrations en sel, les pics des plans (110) et (200) semblent confondus ou
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Figure 3.2.8 – Isothermes d’adsorption désorption d’azote et distribution de taille des
pores en encart pour les différents matériaux SBA-15xSi(HIPE). a) SBA-
150,1Si(HIPE), b) SBA-150,5Si(HIPE), c) SBA-151,0Si(HIPE), d) SBA-
152,0Si(HIPE).

x (mol/L)
Surface

spécifique
BET (m2/g)

Surface
mésoporeuse
BJH (m2/g)

Volume
poreux total

Taille
moyenne des
pores (nm)

0.1 580 280 0.74 7.2
0.5 760 340 0.79 6.3
1.0 450 210 0.63 9
2.0 560 320 0.52 5

Table 3.3 – Tableau récapitulatif de la porosité à l’échelle mésoscopique pour les maté-
riaux SBA-15xSi(HIPE).
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sont trop proches pour être bien résolus. A haute concentration, supérieure à 1,0 M, les
trois pics sont observables et bien distincts mais leur intensité est très faible et indique
un réseau moins bien organisé. A partir des valeurs de q obtenues pour le plan (100), on
peut déterminer le paramètre de maille a décrit dans le Chapitre 2. Les valeurs obtenues
sont 11,2 nm, 11,9 nm, 11,2 nm et 9,5 nm pour les matériaux synthétisés avec respecti-
vement 0,1 ; 0,5 ; 1,0 et 2,0 M en sel. Les observations MET permettent de confirmer à
la fois la présence d’une mésostructure organisée mais aussi les résultats obtenus grâce
aux diffractogrammes. Cependant, il est nécessaire de préciser que les images MET ne
peuvent donner qu’une idée locale de la structure : en effet la surface d’échantillon ana-
lysée est très faible. L’organisation hexagonale est bien visible pour tous les matériaux
synthétisés avec des concentrations en sel inférieures à 1,0 M. Au-délà de cette concen-
tration, la mésostructure commence à se désorganiser. Comme à l’échelle macroscopique,
où l’effet de salting-out induit un phénomène de coalescence important, le sel entraînera
à l’échelle mésoscopique une précipitation et diminuera la quantité de tensioactif pouvant
participer à l’organisation de phases lyotropes. Lorsque la concentration en sel augmente
de 0,1 M à 1,0 M, le salting-out engendrera une agrégation des molécules de tensioactifs
qui vont former une configuration compacte et organisée de manière hexagonale. Ces ré-
sultats semblent en accord avec ceux démontrés par Dag et al. [148] où l’effet de sel a été
étudié sur des particules préparées à partir d’assemblages entre le CTAB et le P123. Ils
ont ainsi pu remarquer qu’en l’absence d’ions SO2−

4 , les diffractogrammes ne présentaient
qu’un pic correspondant à la réflexion du plan (100) et ce pour différents ratios molaires
CTAB/P123. En présence des ions sulfate, les pics correspondant aux réflexions (110)
et (200) apparaissent et leur intensité augmente avec la concentration en sel. Pour des
concentrations en sel élevées, une partie des micelles de tensioactifs compactées va préci-
piter par effet de salting-out et ne plus contribuer à l’organisation de la phase lyotrope.
C’est ce qui explique la perte de mésostructure observée en SAXS (voir Figure 3.2.9) et
par MET (voir Figure 3.2.9) pour l’échantillon préparé à 2,0 M.
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Figure 3.2.9 – Images MET des matériaux SBA-15xSi(HIPE). a) SBA-150,1Si(HIPE),
b) SBA-150,5Si(HIPE), c) SBA-151,0Si(HIPE), d) SBA-152,0Si(HIPE). e)
Evolution des diffractogramme SAXS des différents matériaux synthétisés
à différentes concentrations en sel.
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3.3 Conclusion
Les matériaux possédant une double porosité présentent de nombreux avantages pour

diverses applications [149]. Par conséquent, les matériaux monolithiques Si(HIPE) déve-
loppés par F. Carn et al. [98] ont suscité beaucoup d’intérêt mais malgré une surface
spécifique élevée, seule une petite partie sera accessible aux grosses molécules telles que
les enzymes (la taille d’une lipase est estimée à 4-5 nm), l’essentiel de la surface spécifique
étant due à la microporosité. Afin de pallier ce problème, la solution est d’augmenter la
mésoporosité au sein de ces matériaux. Pour cela plusieurs méthodes peuvent être utili-
sées. Tout d’abord, en associant des micelles de Pluronic P123 connues pour la synthèse
des matériaux mésoporeux de type SBA-15 avec les matériaux Si(HIPE) classiques, il est
possible d’obtenir des monolithes à porosité hiérarchisée. Cependant, la mésoporosité est
vermiculaire et ne présente aucune organisation particulière. La deuxième solution envisa-
gée a été d’utiliser directement le P123 pour stabiliser l’émulsion concentrée et organiser
le matériau à l’échelle mésoscopique. Ainsi, en utilisant le P123, des matériaux présentant
une mésoporosité hexagonale ont été obtenus. Bien que cette mésoporosité ait pu être
contrôlée, il a été nécessaire de jouer avec l’effet de sel pour synthétiser des monolithes.
La nature du sel et sa concentration se sont avérées primordiales pour l’obtention d’un
monolithes macroporeux présentant une mésoporosité organisée.
Nous avons ici travaillé avec du P123, mais en changeant de tensioactif et en étudiant

les diagrammes de phases correspondants, il est parfaitement envisageable de synthétiser
des matériaux présentant une mésoporosité hexagonale, cubique, etc. D’autres études
devront également être réalisées sur les propriétés mécaniques de ces matériaux. Enfin,
il serait intéressant de jouer sur l’émulsion initiale et sur ces assemblages de mésophases
lyotropes pour synthétiser des matériaux poreux organisés à l’échelle des mésopores et
des macropores. En effet, ces matériaux synthétiques seront très proches des frustules de
diatomées et la taille de leurs pores sera modulable à l’infini.
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Utilisation de monolithes poreux
enzymatiques pour des applications

catalytiques

Pour des raisons environnementales et économiques, l’industrie et la recherche se di-
rigent vers des nouvelles voies de synthèse ou l’utilisation de solvants est la plus faible
possible. Le développement de systèmes catalytiques dits « verts » offrant une stabilité et
un rendement élevés et la possibilité d’être réutilisés et recyclés facilement constitue un
enjeu majeur pour de nombreuses filières de l’industrie chimique. En effet, les réactions ca-
talysées sont présentes dans les processus de décontamination/dépollution mais également
dans les synthèses de molécules à haute valeur ajoutée en application pharmaceutique ou
cosmétique. L’utilisation d’enzymes comme catalyseurs hétérogènes apparaît alors comme
une alternative intéressante, cependant plusieurs défauts doivent être contournés. En ef-
fet, en dépit d’une activité et d’une spécificité élevée, le coût important de production
des enzymes doit être contrebalancé par un très bon rendement. Pour la conception de
biocatalyseurs hétérogènes à base d’enzyme, il est nécessaire de prendre en compte tous
les paramètres influençant l’activité finale à savoir l’optimisation de la surface réactive, le
contrôle de l’accessibilité du catalyseur et de la diffusion des réactifs.

Ce chapitre sera divisé en deux parties. La première partie sera consacrée à l’immobili-
sation d’enzymes au sein de matériaux macroporeux à base de silice pour des applications
de dégradation en flux continu. Les matériaux seront d’abord caractérisés aux différentes
échelles puis utilisés en flux continu sur des réactions de décoloration. La deuxième par-
tie, quant à elle, sera dédiée à l’immobilisation d’un autre type d’enzyme utilisé pour des
réactions d’acylation pour la synthèse de molécules d’intérêt cosmétique.
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4.1 Immobilisation covalente d’enzymes pour la
décoloration en flux continu

4.1.1 Les enzymes comme biocatalyseurs du monde vivant

Toutes les réactions chimiques se produisant au sein des organismes vivants sont réali-
sées par des biocatalyseurs naturels appelés enzymes. Les enzymes catalysent plus de 5000
réactions chimiques différentes. En leur présence, les cinétiques des réactions sont multi-
pliées d’un facteur 106 à 1012. Comme les catalyseurs chimiques, au cours de la réaction les
enzymes ne subissent aucune modification et ne modifient par l’équilibre chimique entre
les substrats et les produits. De plus, ces biocatalyseurs fonctionnent généralement dans
des conditions douces, c’est-à-dire à des températures inférieures à 100°C, des pH proches
de 7 et à la pression atmosphérique (excepté pour les enzymes dites extrêmophiles qui se
développent et catalysent dans des conditions extrêmes : température élevée, salinité im-
portante etc). On voit donc qu’il existe plusieurs facteurs pouvant influencer les enzymes.
Par exemple, la température va ainsi avoir deux effets sur les réactions enzymatiques :
soit elle va accélérer la réaction en fournissant l’énergie nécessaire, soit la ralentir en en-
traînant une dénaturation de l’enzyme. Il en va de même pour les valeurs extrêmes du
pH optimal, l’ionisation des chaînes latérales des acides aminés des protéines constituant
l’enzyme est modifiée ce qui provoque des modifications de leur conformation.
Comme pour les catalyseurs classiques, les enzymes vont abaisser l’énergie d’activation

car les substrats vont se lier à l’enzyme et stabiliser l’état de transition qui va ensuite
évoluer vers le complexe enzyme-produit qui se dissocie spontanément. Les enzymes sont
très spécifiques vis-à-vis de leurs substrats et des réactions qu’elles peuvent catalyser, ceci
est lié à la configuration de leur site de liaison et leur permet également d’assurer une
régiosélectivité et une stéréospécificité. Les enzymes sont classées : « Enzyme Commission
number » (EC) par rapport à leurs activités enzymatiques : oxydoréductases, transférases,
hydrolases, lyases, isomérases, ligases.

4.1.1.1 Enzymes de la famille des Bilirubin Oxidase

Les bilirubines oxidases (BOD) sont des enzymes appartenant à la famille des oxydases
multicuivre (MCOs en anglais) et capables de coupler l’oxydation de la bilirubine avec
la réduction de l’oxygène en eau. Les enzymes de la famille des MCOs sont caractérisés
par la présence d’atomes de cuivre dans le site actif (voir Figure 4.1.1). Ces cuivres ont
été classés en différentes catégories suivant leur structure géométrique et électronique.
Un cuivre de type 1 (T1) confère à l’enzyme sa couleur bleue et un centre trinucléaire
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(TNC) composé d’un cuivre T2 et d’une paire de cuivre T3 . L’oxydation du substrat a
lieu au cuivre T1 et la réduction de l’oxygène au sein du centre trinucléaire [150, 151]. En
raison de leur capacité à réduire le dioxygène dans des conditions douces (pH 7 et 37°C),
les BOD sont des enzymes de choix pour des applications biomédicales [152]. Elles sont
également très actives à pH neutre et peu sensibles au chlore contrairement aux laccases
qui sont les MCOs les plus utilisées.

Figure 4.1.1 – Structure tridimensionnelle d’une enzyme de la famille des MCOs et re-
présentation de leur site actif. Les atomes de cuivre sont représentés par
les sphères couleur or.

Les BOD utilisées sont produites et purifiées au laboratoire. Tout d’abord, un milieu
de culture Terrific Broth (TB) a été utilisé pour la croissance. La culture a été inoculée
dans des fioles de 5 L contenant 2 L de milieu TB à pH 6 et des antiobiotiques comme
l’ampicilline et le chloramphénicol pour éviter les risques de contamination bactérienne.
Lorsque la culture a atteint une densité optique à 600 nm comprise entre 0,4 et 0,6 les
protéines chaperonnes ont été induites avec de l’arabinose et de la tétracycline pendant 1h
à 22°C et 190 tr/min. Ensuite, 50 µM d’Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)
et 500 µM de sulfate de cuivre CuSO4 ont été ajoutés et l’incubation s’est poursuivie
pendant 24h. L’ajout d’IPTG va permettre de déclencher la transcription de l’opéron
lactique pour induire l’expression de la protéine désirée. Après incubation, la culture
est transférée dans des fioles de 2L sans agitation pour se placer dans des conditions
micro-aérobiques. Les cellules sont collectées, remises en suspension dans une solution
tampon à 50 mM en Na2HPO4, 500 mM en NaCl et 20 mM d’imidazole à pH 7,6 puis
broyées à deux reprises à 2200 bar à l’aide d’un broyeur cellulaire. L’extrait protéique est
centrifugé et filtré de manières successives sur filtre de 1,5 µm puis 0,22 µm. Enfin pour la
purification, le surnageant est passé au travers d’une colonne Hisprep FF 16/10 équilibrée
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pour séparer les protéines par affinité avec le tag histidine. L’enzyme BOD désirée est
éluée sur la colonne avec un gradient linéaire (1 mL/min) et la purification est suivie en
continu de 280 nm à 600 nm pour distinguer la BOD d’intérêt. Les fractions contenant
l’enzyme d’intérêt sont concentrées à 2 mL et l’imidazole ainsi que le NaCl sont éliminés
par dialyse à 4°C dans des tampons de 50 mM Na2HPO4 à pH 7,6 pendant toute une
nuit. L’activité spécifique de l’enzyme a été déterminée à 37°C avec un spectromètre en
suivant la réaction d’oxydation de 1 mM d’acide 2,2’-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique) (ABTS) à 420 nm (coefficient d’extinction molaire ε420nm = 36 L/mM/cm)
dans un tampon McIlvaine à pH 4. Elle est égale à 636 U/mg et une unité correspond à
la quantité d’enzymes nécessaire pour oxyder 1 µmol d’ABTS par minute.

4.1.1.2 Immobilisation des enzymes sur supports poreux

Il existe de nombreuses stratégies permettant l’immobilisation des enzymes au sein de
matériaux poreux. Les deux principales voies d’immobilisation sont par physisorption et
par liaison covalente [153, 154]. Dans le premier cas, les enzymes sont simplement immo-
bilisées à la surface du support grâce à des intéractions faibles et réversibles ou piégées au
sein d’un réseau tortueux comme c’est le cas avec les milieux poreux. Cette technique ne
nécessite pas de post-fonctionnalisation du support et les enzymes vont se lier à la surface
principalement par intéractions faibles de type Van der Walls ou hydrophobes. Elles sont
ainsi protégées contre l’agrégation et leur conformation reste a priori inchangée. A. G.
Cunha et al. [155] ont étudié le comportement de la lipase Yarrowia lipolytica immobilisée
par adsorption sur des supports commerciaux hydrophobes et hydrophiles. Leur étude a
montré que l’enzyme adsorbée sur des supports très hydrophobes conserve une activité
non négligeable malgré une perte vis-à-vis de l’enzyme libre. En revanche l’enzyme reste
stable malgré des changements de température et de pH. De leurs côtés, F. Michaux et
al. [156] ont préparé des supports siliciques mésoporeux à partir de tensioactifs fluorés
pour l’adsorption de la lipase Rhizomucor miehei. Outre le fait que l’immobilisation de
l’enzyme va diminuer la surface spécifique et le volume poreux du spport, il a été montré
que l’enzyme conservait une activité et que celle-ci était stable sur plusieurs mois. Les
supports contenant l’enzyme se sont également avérés efficaces et réutilisables pour une
réaction d’estérification modèle. Qu’il s’agisse de supports inorganiques [157] ou polymé-
riques [158], l’adsorption d’enzymes est une technique efficace et reconnue. Cependant il
est nécessaire de connaître parfaitement le caractère hydrophile/hydrophobe du support
et de l’enzyme afin qu’elles s’adsorbent dans une bonne position et que le site actif soit
toujours accessible. De plus, pour des utilisations en flux continu, si le débit est important,
les enzymes se retrouvent entraînées dans le milieu réactionnel.
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A l’inverse, la liaison covalente n’est possible qu’après fonctionnalisation de la surface
par greffage de molécules chimiques. Ces greffons vont ensuite pouvoir réagir avec les
chaînes latérales de certains acides aminés de l’enzyme. En général l’adsorption covalente
se fait par formation de liaison imine. Les enzymes sont donc solidement immobilisées et la
libération est faible. Dans certains cas, il a même été démontré que l’activité de l’enzyme
par immobilisation covalente peut être supérieure à celle de l’enzyme libre grâce à l’effet
de confinement [159]. Les supports et les greffons peuvent être de différentes natures.
C. Mateo et al. [160] ont établi divers protocoles pour l’immobilisation d’enzymes par
liaisons covalentes sur des supports présentant des groupements de type époxy. Ils ont
étudié l’effet de différents facteurs comme la force ionique ou le pH pour déterminer les
conditions idéales d’immobilisation.
En revanche, la structure et la conformation de l’enzyme peuvent être modifiées et il

est difficile de contrôler l’orientation de l’enzyme lors du processus d’immobilisation. Si
l’enzyme n’est pas orientée correctement après immobilisation, le site actif ne sera pas
accessible et la réaction désirée ne pourra pas être catalysée.

4.1.2 Modification des supports macroporeux et immobilisation

Les matériaux initiaux sont des Si(HIPE) traditionnels dont la synthèse a été présentée
dans le Chapitre 2. Ces matériaux ont déjà été utilisés pour des réactions de catalyse
hétérogène telles que des réactions de couplage type Mizoroki-Heck ou pour l’hydrolyse
et la transestérification après fonctionnalisation et immobilisation de lipases au sein de
ces matériaux [116]. Nous allons tout d’abord décrire le processus de fonctionnalisation
et d’immobilisation de la bilirubine oxidase à l’intérieur des Si(HIPE).

4.1.2.1 Fonctionnalisation des matériaux macroporeux Si(HIPE)

Désireux d’utiliser ces matériaux ultérieurement pour des réactions en flux continu, les
matériaux ont d’abord été fonctionnalisés en surface avant de réaliser une immobilisation
covalente des enzymes par liaison entre l’enzyme et du glutaraldéhyde. Le glutaraldé-
hyde est un dialdéhyde très utilisé pour la fixation des protéines et l’immobilisation des
enzymes et dont l’efficacité n’est plus à prouver [161, 162, 163]. Il possède des carac-
téristiques uniques et peut réagir avec les protéines par addition de Michael ou encore
par crotonisation. En revanche, malgré sa structure simple, son comportement en phase
aqueuse est complexe et suivant le pH et/ou la concentration, différentes formes peuvent
se trouver en équilibre et réagir entre elles [164]. Cependant, avant d’utiliser le glutaral-
déhyde pour immobiliser nos enzymes il est nécessaire de fonctionnaliser nos matériaux
pour greffer le glutaraldéhyde sur toute la surface. En effet, la surface des Si(HIPE) est

85



Chapitre 4 Utilisation de monolithes poreux enzymatiques pour des applications
catalytiques

riche en groupements silanols et une préfonctionnalisation avec un organosilane pour les
modifier est nécessaire si l’on veut leur conférer la possibilité de réagir postérieurement
avec le glutaraldéhyde.
Pour cela un groupement amine a été ancré par greffage post-synthèse à l’aide d’un

organosilane commercial : le (3-aminopropyl)triéthoxysilane couramment appelé APTES.
L’amine va réagir avec une des deux fonctions aldéhydes du glutaraldéhyde pour former
une liaison imine. Le matériau Si(HIPE) natif est placé dans une solution de toluène
anhydre contenant l’organosilane à hauteur de 2,5 mmol/gmatériau. Le mélange est placé
dans un dessicateur et sous vide dynamique jusqu’à disparition de l’effervescence puis
sous vide statique toute une nuit. Le vide dynamique permet de chasser l’air et de forcer
la solution à diffuser à l’intérieur du matériau. Une fois le matériau complètement imbibé
il devient transparent et coule au fond de la solution. Après imprégnation le matériau est
rincé plusieurs fois à l’eau distillée puis séché à l’étuve pendant 24 h pour éliminer les
molécules d’organosilanes non greffées et les traces de solvant résiduelles. Les nouveaux
supports aminés sont appelés APTES-Si(HIPE). Ils sont placés dans un faible volume (15
mL) de solution tampon de phosphate de sodium 25 mM à pH 7,6 contenant 2,5% (v/v)
de glutaraldéhyde (solution de glutaraldéhyde commerciale à 25% dans l’eau) et sous vide
dynamique pendant une nuit. L’utilisation d’une solution de glutaraldéhyde diluée permet
d’éviter la formation de dimères de glutaraldéhyde sans fonctions libres pour venir s’ancrer
à la surface. Après fonctionnalisation les matériaux présentent une couleur rouge liée à la
formation de liaison imine et ils sont rincés plusieurs fois à l’eau distillée pour éliminer le
glutaraldéhyde résiduel. Ces matériaux prêts à être caractérisés et utilisés comme support
pour l’immobilisation d’enzyme sont notés Glutaraldéhyde/APTES-Si(HIPE).

4.1.2.2 Immobilisation de la bilirubine oxidase

Les matériaux Glutaraldéhyde/APTES-Si(HIPE) sont placés dans une solution tampon
de phosphate à pH 7,6 contenant les BOD et sous vide dynamique pour forcer les enzymes
contenues dans la solution à pénétrer au sein de la structure poreuse des matériaux. Sui-
vant la force ionique, l’immobilisation peut se faire de différentes manières : par adsorption
hydrophobe si la force ionique est élevée, par échange anionique pour des forces ioniques
faibles et enfin principalement par liaison covalente pour les forces ioniques moyennes
[165, 166, 167]. Après immobilisation, le matériau est rincé plusieurs fois à l’aide de la
solution tampon et la quantité d’enzyme immobilisée est calculée à l’aide d’un test BCA
et des analyses thermogravimétriques. La méthode BCA (BiCinchoninic acid Assay) est
un dosage colorimétrique basé sur l’utilisation d’acide bicinchoninique. Les protéines vont
réduire les ions cuivriques Cu(II) en Cu(I) qui va former un complexe de couleur pourpre
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avec l’acide bicinchoninique. Ce complexe aborbe à 562 nm et la mesure de l’absorbance
de nos milieux enzymatiques avant et après immobilisation mélangés aux réactifs BCA
nous permet de quantifier la teneur en protéines vis-à-vis d’une gamme étalon Le matériau
final ou biocatalyseur est appelé BOD@Glutaraldéhyde/APTES-Si(HIPE).

4.1.3 Caractérisation des supports aux différentes échelles

4.1.3.1 A l’échelle microscopique : chimie de surface

Tout d’abord les matériaux Si(HIPE) natifs et Glutaraldéhyde/APTES-Si(HIPE) ont
été caractérisés par RMN du29Si MAS pour confirmer et quantifier la présence de groupe-
ments organiques en surface. Il est également nécessaire de rappeler que la RMN nous don-
nera finalement des informations principalement sur le greffage de l’organosilane APTES
à la surface de nos matériaux. En effet, le glutaraldéhyde ne présente pas d’atomes de
silicium. Dans le cas des Si(HIPE) non modifiés, le signal majoritaire est celui des atomes
de silicium impliqués dans des liaisons siloxanes de type Q4 (δ = −110 ppm) avec une
bonne proportion de sites Q3 (δ = −100 ppm) dans un rapport d’environ 2 :1. Les silanols
géminaux de type Q2 (δ = −90 ppm) sont peu présents même s’ils sont beaucoup plus
visibles sur le spectre (non quantitatif) obtenu en CP MAS (cross polarized, voir Figure
4.1.2). La présence des signaux associés aux sites Q2, Q3 et Q4 confirme l’hydrolyse et la
condensation partielle des précurseurs inorganiques. Le matériau fonctionnalisé présente
deux signaux supplémentaires entre -60 et -70 ppm. Ces signaux correspondent au groupe
Tn associé à des espèces organosilanes greffées post-synthèse de type RSiO3. La diminu-
tion du ratio Q2,3

Q4 égal à 0,44 pour le Si(HIPE) non modifié et à 0,39 pour le Si(HIPE)
fonctionnalisé est caractéristique du greffage de groupements type RSi(OEt)3sur les es-
pèces Q3 et Q2. Pour le matériau modifié avec du glutaraldéhyde on observe à la fois des
T3 à -68 ppm pour des espèces entièrement condensées et des T2pour les espèces partiel-
lement condensées présentant un groupement hydroxyle résiduel à -60 ppm représentant
19% des atomes de silicium totaux (voir Tableau 4.1). Les spectres RMN du 29Si sont en
accord avec un greffage efficace à la surface de nos matériaux et on peut en déduire une
stoechiométrie de (APTES)0,19SiO2.nH2O.
La bonne fonctionnalisation de surface a également été confirmée par spectroscopie in-

frarouge à transformée de Fourier en mode ATR (voir Figure 4.1.3). En dépit des bandes
intense à 1030 et 789 cm-1attribués respectivement à l’élongation νSi−O et à la déforma-
tion angulaire δs du squelette silicique, des bandes apparaissent dans la zone 1600-1650
cm-1. L’augmentation de la bande à 1633 cm-1assigné à l’élongation de la liaison imine
νC=N est caractéristique d’une bonne fonctionnalisation par le glutaraldéhyde et d’une
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Figure 4.1.2 – Spectres RMN 29Si obtenus pour un matériau Si(HIPE) avant fonctionna-
lisation (a) et après fonctionnalisation Glutaraldéhyde/APTES-Si(HIPE)
(b).

immobilisation covalente de l’enzyme. La bande large au-delà de 3000 cm-1est liée aux
vibrations du groupement -OH et les petites bandes entre 2850 et 2950 cm-1sont typiques
des vibrations d’élongations symétriques et antisymétriques des groupements alkyles.
Le comportement thermique des matériaux organique-inorganique a été étudié par ana-

lyse thermogravimétrique (voir Figure 4.1.4). Pour tous les échantillons, on observe en des-
sous de 100°C une légère perte de masse due à l’évaporation de l’eau résiduelle de surface.
Entre 100°C et 200°C maximum vient ensuite la perte de l’eau de structure. Il s’agit d’une
couche d’eau extrêmement fine située sur la surface de tout le matériau. Enfin au-delà de

Matériau δ (ppm) Type de sites Q2,3

Q4
T 2

T 3

Si(HIPE)
-92,8 Q2

0,44 --101,8 Q3
-110,5 Q4

Glu/APTES-Si(HIPE)

-60,1 T2

0,39 0,73-67,9 T3
-101,9 Q3
-110,4 Q4

Table 4.1 – Tableau récapitulatif des données issues des analyses par RMN du silicium.
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Figure 4.1.3 – Spectres infrarouge obtenus pour un matériau Si(HIPE) natif (courbe
noire), pour le matériaux Glutaraldéhyde/APTES-Si(HIPE) (courbe
bleue) et enfin pour le matériau BOD@Glutaraldéhyde/APTES-Si(HIPE)
(courbe bleue). L’encart représente un zoom des spectres dans le domaine
1450-1800 cm-1.

200°C, les pertes de masse sont liées à la décomposition des matières organiques. Ainsi,
en comparant les courbes entre-elles, on peut estimer la perte de masse correspondant
à chaque composé : APTES, Glutaraldéhyde et BOD pour déterminer la stoechiométrie
finale. En faisant abstraction de l’eau libre et liée, la comparaison entre la courbe noire en
pointillée et la courbe bleue présente une différence de perte de masse organique égal à 12%
pour le matériau APTES-Si(HIPE). La stoechiométrie du matériau APTES-Si(HIPE) est
estimée à (APTES)0,16SiO2.0,29H2O ce qui est en étroite concordance avec la valeur obte-
nue par RMN du 29Si. En faisant la même analyse entre les courbes bleue et noire et en sup-
posant que la perte de masse supplémentaire n’est due qu’aux fonctions Glutaraldéhyde,
on en déduit la stoechiométrie suivante : Glutaraldehyde0,1/APTES0,16SiO2.0,29H2O pour
le matériau Glutaraldéhyde/APTES-Si(HIPE). Enfin, dans la même plage de tempéra-
ture, il est possible d’estimer la quantité d’enzymes immobilisées au sein du matériau en
comparant les courbes noire et rouge. La perte de masse totale pour la courbe rouge est de
≈ 32% et si l’on exclut l’eau, la perte réellement liée à l’enzyme est de 2%. La stoechiomé-
trie du matériau final est donc : BOD3× 10−5@Glutaraldehyde0,1/APTES0,16SiO2.0,29H2O.
En considérant la masse du support utilisé (25 mg) et l’activité de l’enzyme (636 U/mg)
on en déduit une activité hypothétique de 12,7 U/mgsupport. Bien sur, tous ces calculs
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sont réalisés en considérant que la fonctionnalisation et l’immobilisation des enzymes est
homogène au sein du matériau total.

Figure 4.1.4 – Thermogrammes obtenus pour un matériau Si(HIPE) natif (courbe noire
en pointillée), pour le matériaux APTES-Si(HIPE) (courbe bleue), pour le
matériau Glutaraldéhyde/APTES-Si(HIPE) (courbe noire) et enfin pour
le matériau BOD@Glutaraldéhyde/APTES-Si(HIPE) (courbe rouge).

4.1.3.2 A l’échelle macroscopique

Les échantillons synthétisés sont monolithiques et leur forme est conservée après chaque
étape de fonctionnalisation et d’immobilisation. Les images obtenues en MEB sont visibles
sur la Figure 4.1.5. La structure observée est très similaire avant et après immobilisation,
on retrouve l’empreinte des gouttes caractéristiques de l’émulsion et la double porosité
amenée par les jonctions internes et externes. En revanche, à grossissement plus élevée on
observe une surface lisse pour le matériaux Si(HIPE) natif (Figure 4.1.5 c)) alors qu’elle
semble recouverte d’un film pour le matériau contenant les enzymes (Figure 4.1.5 d)).

4.1.4 Systèmes étudiés et réactions de décoloration

Les caractérisations réalisées ont permis de confirmer la bonne fonctionnalisation et
la présence d’enzymes au sein de nos matériaux. Pour démontrer l’activité de l’enzyme
immobilisée nous avons étudié l’efficacité de notre biocatalyseur sur des réactions de déco-
loration en flux continu. Deux colorants synthétiques ont été choisis : le Remazol Brilliant
Blue R (RBBR) et le Congo Red (CR) (voir Figure 4.1.6 a) et b) respectivement). Les co-
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Figure 4.1.5 – Images MEB d’un matériau Si(HIPE) avant fonctionnalisation (a, c) et
après fonctionnalisation Glutaraldéhyde/APTES (b, d).

lorants naturels et synthétiques sont utilisés dans l’industrie alimentaire, pharmaceutique,
cosmétique, textile ou papetière. Leur utilisation ne cesse de croître et le marché de la
teinture textile est estimé à 8,75 milliards de dollars d’ici 2023. En 2001, il a été rapporté
qu’entre 10 et 20% des colorants utilisés annuellement dans le monde se retrouvaient dans
les eaux usées [168] et constituaient aujourd’hui l’une des principales sources de pollution
[169]. Diverses stratégies ont été proposées pour éliminer les colorants des eaux usées mais
en raison de leurs structures complexes, ils sont difficilement dégradés. De plus, le recours
à des agents chimiques, eux-mêmes nocifs, pour la dégradation des colorants se révèle
complètement inadaptée. Il est donc nécessaire de trouver des stratégies efficaces pour
éliminer les colorants de manière verte et à faible coût.
Le mélange réactionnel utilisé contient 15 mL de tampon phosphate 50 mM à pH 8,2

et 80 mg/L de RBBR ou 15 mL de tampon phosphate citrate 50 mM à pH 4 et 50 mg/L
de CR. Les tests de décoloration ont été faits en l’absence ou en présence d’acide 2,2’-
azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) (ABTS) comme médiateur à différentes
concentrations : 2 et 10 µM. L’ajout de médiateur redox permet d’accélérer la cinétique
de dégradation grâce à un transfert d’électrons facilité. Ils peuvent également élargir la
gamme de substrats pouvant être dégradé par les enzymes. Le système réactionnel est
présenté sur la Figure 4.1.6 c).
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Le biocatalyseur BOD@Glutaraldéhyde/APTES-Si(HIPE) est enroulé dans du ruban
de téflon pour forcer le milieu réactionnel à traverser le matériau et placé dans une seringue
vide. Le passage du milieu réactionnel à travers le matériau est assuré par un flux continu
réalisé avec une pompe péristaltique Minipuls 2 de Gilson à 4 mL/min. La décoloration a
été suivie dans le temps par la diminution de l’absorbance maximale de chaque colorant :
λmax = 595 nm pour le RBBR et λmax = 497 nm pour le Congo Red à l’aide d’un
spectromètre UV-Visible UV4 de chez Unicam. Le pourcentage de décoloration est calculé
comme :

%décoloration = A1 − A2

A1
× 100 (4.1.1)

Ou A1 et A2 représente respectivement l’absorbance initiale et celle au temps t.

Figure 4.1.6 – Structure chimique des deux colorants utilisés : a) Remazol Brilliant Blue
R (RBBR), b) Congo Red (CR). c) Photographie du système utilisé pour
les réactions de décoloration en flux continu. Le matériau est contenu
dans la seringue et enroulé dans du téflon.

Afin d’exclure toute décoloration pouvant être due à l’adsorption spontanée du colorant
au sein de la structure poreuse du matériau, le mélange réactionnel est passé au travers
d’un Si(HIPE) natif sans enzyme. Même après 24h, le milieu réactionnel ne montre aucune
décoloration liée à l’adsorption sur le monolithe. Cependant, pour tout de même éviter de
surestimer nos ratios de décoloration, chaque matériau a été imbibé de la solution initiale
avant chaque expérience.
Les résultats obtenus pour le RBBR sont présentés sur la Figure 4.1.7 a). Après 24

h de réaction, 80% est décoloré en l’absence de médiateur et 100% en 12 h avec l’ajout
de 10 µM d’ABTS. La décoloration du RBBR par des enzymes avait déjà été étudiée.
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C. Pezzella et al. [170] ont immobilisé des laccases sur des billes de perlite et observé la
décoloration. De la même façon, une laccase issue de Myceliophthora thermophila a été
immobilisée sur des billes Sepabeads et 31% de décoloration a été atteint en présence de
1 mM de médiateur (ici l’1-hydroxybenzotriazole, HBT) [171]. L’utilisation de laccases
pour la décoloration du RBBR s’est avérée relativement peu efficace même en présence
de concentration élevée en médiateur. Ceci peut s’expliquer par le fait que la plupart
des laccases ne sont pas stables à pH neutre. A l’inverse, les BOD, bien qu’issues de la
même famille que les laccases sont plus stables et plus actives à pH neutre. Le rendement
de décoloration pour les matériaux contenant des BOD est ainsi largement supérieur.
Dans la littérature, un article fait état de l’utilisation d’enzymes de type BOD pour la
décoloration de colorants synthétiques mais en milieu libre et homogène. En 2009, Liu et
al. [172] ont montré que 10 U/mL de la BOD issue de Myrothecium sp étaient suffisantes
pour décolorer 40% de RBBR (à 80 mg/L et pH 7,8) en 4 h sans ABTS et 91% en 25
minutes lors de l’ajout de 10 µM d’ABTS. Le temps de réaction est ici inférieur, mais les
enzymes ne sont pas immobilisées sur un support et elles sont directement au contact des
réactifs.
Comme on peut le voir sur la Figure 4.1.7 b), la décoloration du Congo Red atteint

40% après 24 h (courbe noire) en l’absence de médiateur. Comme nous l’avons vu avec le
RBBR, l’ajout de médiateur redox tels que l’ABTS, l’HBT ou la syringaldéhyde permet
d’améliorer le rendement de décoloration, en particulier pour certains colorants récalci-
trants comme le Congo Red [173]. L’ajout de 2 µM d’ABTS est suffisant pour améliorer
l’activité enzymatique et la décoloration est complète en 8 h et 2 h en présence de 10 µM
d’ABTS. Sadighi et al. [174] ont obtenu des résultats similaires en immobilisant la laccase
issue de A. oryzae sur des billes de verre poreuses commerciales.
Enfin, à partir des résultats obtenus ci-dessus, les performances catalytiques des bio-

catalyseurs ont pu être estimées en l’absence de médiateur redox. Le turnover number
(TON) représente le nombre de moles de substrat (ici le colorant) convertis par une mole
de catalyseur (ici l’enzyme) et le turnover frequency (TOF), équivalent au TON par unité
de temps. Pour le RBBR, 80% de décoloration est atteinte après 24 h ce qui correspond
à un TON de 12 200 et à un TOF de 1525 h-1et environ 50% du Congo Red est décoloré
en 24 h, ce qui représente un TON de 3913 et un TOF d’environ 163 h-1.

4.1.5 Utilisations répetées du catalyseurs en flux continu

L’un des points les plus importants pour envisager une application industrielle est la
capacité du biocatalyseur à travailler en continu tout en offrant une activité stable dans
le temps. Dans cette optique, plusieurs cycles de décoloration ont été effectués en continu.
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Figure 4.1.7 – a) Décoloration du RBBR (80 mg/L) en fonction du temps pour
un matériau Si(HIPE) non modifié (carrés verts) et d’un matériau
BOD@Glutaraldéhyde/APTES-Si(HIPE) sans médiateur (ronds noirs),
avec 2 µM (triangles bleus) et 10 µM (carrés rouges) d’ABTS. b)
Décoloration du CR (50 mg/L) en fonction du temps d’un matériau
BOD@Glutaraldéhyde/APTES-Si(HIPE) sans médiateur (ronds noirs),
avec 2 µM (triangles bleus) et 10 µM (carrés rouges) d’ABTS. En encart
les photos des milieux réactionnels avant (à gauche) et après réaction
(droite) en présence de 10 µM d’ABTS.
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En d’autres termes, à la fin de chaque cycle, la concentration nécessaire en colorant a été
de nouveau ajoutée pour observer si l’activité du biocatalyseur diminuait. Comme on peut
le voir sur la Figure 4.1.8 a), seulement 16% de l’activité initiale de la BOD immobilisée
est perdue après cinq cycles successifs de décoloration en présence de 50 mg/L de Congo
Red et 10 µM d’ABTS.
La même expérience a été réalisée pour la décoloration du RBBR en l’absence de mé-

diateur redox. Après huit cycles de 48 h, les BOD immobilisés sont toujours actives et
décolorent presque 100% de tout le RBBR présent dans le milieu réactionnel. Deux autres
cycles ont été réalisés après un et deux mois de stockage du matériau à température am-
biante. Après le dixième cycle et deux mois de stockage, l’activité enzymatique a chuté
de 50% alors que pour l’enzyme en solution, le temps de demi-vie est seulement de trois
semaines. Ces résultats montrent que l’immobilisation de l’enzyme au sein de nos maté-
riaux poreux a permis d’augmenter sa stabilité et que le biocatalyseur peut être utilisé en
flux continu sans précaution particulière.

4.2 Immobilisation d’aminoacylases pour des réactions
d’acylation d’intérêts

4.2.1 L’acylation des acides aminés
Par définition, l’acylation est la réaction chimique qui permet l’ajout sur un groupement

fonctionnel amine ou hydroxyle d’un groupement acyle. Il est ainsi possible d’acyler des
amines primaires et secondaires à l’aide de chlorure d’acyles ou d’anhydrides d’acides.
Des études ont montré que l’acylation d’acides aminés et de peptides permet la synthèse
de molécules possédant des propriétés de surface intéressantes [175]. Il existe vingt acides
aminés différents. Chacun d’eux possède un acide carboxylique et une amine primaire
pouvant réagir avec des alcools, des acides gras, ou encore des halogénoalcanes.

4.2.2 Les enzymes de la famille des aminoacylases
Nous avons vu précédemment que les réactions d’acylation peuvent se faire par voie

chimique mais également par voie enzymatique. Différentes enzymes peuvent catalyser les
réactions d’acylation comme les aminoacylases qui vont particulièrement nous intéresser.
Différentes acylases ont été purifiées à partir de bactéries mais également à partir de
plantes ou d’animaux [176, 177]. L’une des plus étudiées et utilisées en industrie est la
pénicilline G acylase. Grâce à leur spécificité élevée, elles sont capables d’hydrolyser les N-
α-acyl acides aminés et de produire l’acide aminé L ou D correspondant. Les aminoacylases
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Figure 4.1.8 – a) Décoloration du Congo Red en flux continu sur cinq cycles. Les réac-
tions ont été réalisées en présence de 10 µM d’ABTS. b) Décoloration du
RBBR en flux continu sur dix cycles. Les cycles 9 et 10 ont été réalisés
après respectivement 1 et 2 mois. Les barres de couleur rouge représentent
la décoloration après 24 h et celles en rouge clair après 48 h.
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caractérisées présentent une taille moléculaire d’environ 45-50 kDa et sont pour la plupart
dimériques [178]. Ce sont en général des métalloenzymes et il est nécessaire d’utiliser
un cation divalent pour que l’activité soit optimale (généralement le Zinc). Le rôle de
ce cation métallique est mal défini et pourrait être à la fois structurel et catalytique.
Cependant, bien que certaines aminoacylases soient très utilisées dans l’industrie pour la
production d’acides aminés, il existe très peu d’études sur l’utilisation d’aminoacylases
pour des réactions de N-acylation d’acides aminés en milieu aqueux. M. Koreishi et al. [179,
180] ont ainsi pu isoler plusieurs aminoacylases de Streptomyces mobaraensis capables
de catalyser des réactions d’acylation sélectives à partir de différents acides aminés. L.
Dettori et al. [181] ont mis en évidence la présence d’aminoacylases dans un extrait brut
de Streptomyces ambofaciens ainsi que leur aptitude à hydrolyser l’α et l’ε-acétyl-lysine.
Ils ont également comparé les séquences génomiques de S. ambofaciens avec les gènes
des aminoacylases de S. mobaraensis et ont montré une similitude allant de 65% à 93%.
Ce mélange d’aminoacylases est donc très prometteur pour des réactions d’hydrolyse et
de synthèse de N-acyl acides aminés. A ce stade il est important de préciser que nous
parlerons d’un mélange d’aminoacylases contenant au moins quatre enzymes identifiées :
Sam1383L, SamAA, SamAA-like et SamPVA. Il s’agit donc d’un mélange complexe encore
étudié lors de l’écriture de ce manuscrit. Ce sont ces enzymes qui ont été immobilisées au
sein des matériaux poreux. Elles ont été produites et purifiées au Laboratoire Réactions
et Génie des Procédés (LRGP) dans l’équipe bioprocédés et biomolécules située au sein
de l’école nationale supérieure d’agronomie de Nancy.

4.2.3 Immobilisation covalente d’aminoacylases sur des matériaux
poreux silicique

4.2.3.1 Fonctionnalisation des matériaux macroporeux Si(HIPE) et immobilisation
des aminoacylases

Fonctionnalisation des matériaux macroporeux

Des matériaux Si(HIPE) ont été fonctionnalisés avec différents types d’organosilanes.
Les trois organosilanes utilisés sont : le (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane (Glymo), le
(3-aminopropyl)triéthoxysilane (APTES) couplé au Glutaraldéhyde (Glu) comme décrit
précédemment en 4.1.2.1 et le 3-(Triethoxysilyl)propyl isocyanate (Iso). Le protocole de
fonctionnalisation est identique pour tous les organosilanes. Les matériaux sont placés
dans un mélange contenant du toluène anhydre et l’organosilane à hauteur 2,5% (v/v) et
mis sous vide dynamique pendant 24 h. Après fonctionnalisation, les matériaux ont été
lavés à l’eau distillée puis séchés à l’étuve pendant 24h pour éliminer les traces de solvants
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résiduels.
Afin de s’assurer d’une bonne fonctionnalisation, les matériaux ont été caractérisés par

spectroscopie RMN 29Si. Les résultats sont visibles sur la Figure 4.2.1. Comme nous avons
pu le voir précedemment, le Si(HIPE) non fonctionnalisé présente trois pics caractéris-
tiques des groupements Q2, Q3 et Q4. Le signal principal est celui du Q4 avec une quantité
importante de Q3 (ratio d’environ 2 :1). Cela est caractéristique des matériaux présentant
une porosité et une surface spécifique élevée. Enfin les silanols géminaux Q2 sont présents
en plus faible quantité. Après fonctionnalisation, on observe la disparition du signal cor-
respondant au silanols géminaux et l’apparition de signaux entre -60 et -70 ppm associés
au groupe Tn. Comme nous l’avons vu précédemment, la diminution du rapport Q2,3/Q4

de 0,44 à 0,39 et 0,21 pour les matériaux Glutaraldéhyde-Si(HIPE) et Glymo-Si(HIPE)
respectivement est caractéristique de la fonctionnalisation des greffons RSi(OEt)3 sur les
espèces Q3 et Q2(voir Tableau 4.2). On remarque que le rapport T2/T3 est inférieur
pour le Glutaraldéhyde-Si(HIPE) vis-à-vis du Glymo-Si(HIPE) (respectivement 0,73 et
0,93). Cela indique une condensation plus efficace pour le matériau fonctionnalisé Glu-
taraldéhyde. Enfin pour le matériau Isocyanate-Si(HIPE), une faible quantité d’espèces
de type T est détectée (environ 15% des atomes de silicium totaux). On peut en déduire
que la fonctionnalisation semble moins efficace et la largeur du signal T est typique d’un
environnement structural moins bien défini que pour les deux autres matériaux.

Matériau δ (ppm) Type de sites T
Q

Q2,3

Q4
T 2

T 3

Si(HIPE)
-92,8 Q2

0,44 --101,8 Q3
-110,5 Q4

Glu/APTES-Si(HIPE)

-60,1 T2

0,23 0,39 0,73-67,9 T3
-101,9 Q3
-110,4 Q4

Iso-Si(HIPE)
-56,9 T2

0,18 0,57 --102,9 Q3
-110,5 Q4

Glymo-Si(HIPE)

-58,3 T2

0,22 0,21 0,93-67,5 T3
-101,9 Q3
-110,4 Q4

Table 4.2 – Tableau récapitulatif des données issues des spectres RMN 29Si pour les
différents matériaux.
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Figure 4.2.1 – Spectres RMN 29Si pour les matériau a) Si(HIPE), b) Isocyanate-
Si(HIPE), c) Glutaraldéhyde-Si(HIPE) et d) Glymo-Si(HIPE).
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Ces matériaux ont ensuite été utilisés pour l’immobilisation des aminoacylases afin
de pouvoir comparer l’effet des différents greffages sur l’immobilisation et l’activité de
l’enzyme.

Immobilisation des aminoacylases

Pour l’immobilisation des enzymes, des aliquots d’aminoacylases ont été utilisés. Ces
aliquots sont stockés à -20°C et contiennent 13,6 g/L de protéines. Les matériaux (environ
100 mg) sont placés dans une solution tampon Tris-HCl 25 mM à pH 7,6 (10 mL) contenant
10 mg d’enzymes. Le milieu est placé sous vide pour favoriser l’imprégnation des matériaux
par la solution enzymatique. Afin de quantifier la teneur en protéines dans les matériaux
finaux, des dosages BCA ont été effectués. La méthode BCA (BiCinchoninic acid Assay)
est un dosage colorimétrique basé sur l’utilisation d’acide bicinchoninique. Les protéines
vont réduire les ions cuivriques Cu(II) en Cu(I) et former un complexe de couleur pourpre
avec l’acide bicinchoninique. Ce complexe absorbe à 562 nm et la mesure de l’absorbance
de nos milieux enzymatiques avant et après immobilisation mélangés aux réactifs BCA
nous permet de quantifier la teneur en protéines vis-à-vis d’une gamme étalon. Les teneurs
en protéines de chaque matériau sont présentées dans le Tableau 4.3.

Matériaux Teneur en protéines
(mgprotéines/mgmatériaux)

Iso-Si(HIPE) 0,021

Glu-Si(HIPE) 0,019

Glymo-
Si(HIPE) 0,014

Table 4.3 – Tableau récapitulatif de la teneur en protéines de chaque matériau.

4.2.3.2 Activité hydrolytique et réaction de synthèse à partir des matériaux
fonctionnalisés

Activité hydrolytique

Une fois ces enzymes immobilisées au sein de nos Si(HIPE), nous avons mesuré leur
activité sur une réaction modèle : l’hydrolyse de l’α-acétyl-lysine. Pour cela, les différents
matériaux contenant les enzymes ont été placés dans des tubes contenant du tampon
Tris-HCl 50 mM NaCl 25 mM et 4 mM d’α-acétyl-lysine. La réaction se produit pendant
24h à 37°C sous agitation continue à l’aide d’un barreau aimanté. Après réaction, le milieu
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réactionnel est analysé par HPLC afin de confirmer et de quantifier la lysine produite lors
de l’hydrolyse. Les résultats sont présentés sur la Figure 4.2.2.

Figure 4.2.2 – Histogramme représentant l’activité spécifique des aminoacylases lors de
l’hydrolyse de l’α-acétyl-lysine pour chaque matériau ainsi que pour l’en-
zyme libre en solution.

Les résultats montrent qu’après immobilisation, l’activité des aminoacylases diminue.
En effet, l’activité spécifique des aminoacylases immobilisées sur des supports Glymo-
Si(HIPE) est six fois plus faible que celle des enzymes en solution. Plusieurs hypothèses
sont envisageables. Tout d’abord, il est possible que lors de l’immobilisation des enzymes,
leur site actif se retrouve inaccessible ou que les enzymes changent de conformation. Cela
pourrait entraîner une diminution importante de l’activité enzymatique. De plus, lorsque
les enzymes sont en solution, elles entrent directement en contact avec le substrat et
les échanges sont rapides. A l’inverse, lorsqu’elles sont immobilisées, des limitations de
transfert de masse peuvent être prépondérants, même si les matériaux présentent une
porosité importante ; il est nécessaire que le milieu réactionnel circule rapidement au sein
de la structure afin que les enzymes soient en contact avec le substrat. En revanche,
il est important de noter que l’activité des enzymes immobilisées reste similaire quelle
que soit la fonctionnalisation même si elle reste légèrement plus élevée pour le matériau
Glymo-Si(HIPE).
Enfin, ces résultats d’hydrolyse montrent également que les enzymes immobilisées sur

des supports macroporeux (type Si(HIPE)) sont plus actives que lorsqu’elles sont immobi-
lisées sur des supports mésoporeux type SBA-15. Cela peut s’expliquer par l’accessibilité
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du site actif de l’enzyme par le substrat. Dans le cas des matériaux macroporeux, les
enzymes vont venir s’immobiliser principalement à la surface des pores et seront ainsi
accessibles par le flux qui va contenir le substrat et traverser facilement le matériau. A
l’inverse, pour des matériaux mésoporeux, une partie des acylases peut-être immobilisées
à l’intérieur des mésopores ce qui rend leur accessibilité pour le substrat délicate.

Activité synthétique des aminoacylases immobilisées

Les matériaux ont ensuite été évalués pour la synthèse de lauroyl-lysine. Le lauroyl-
lysine est issu de la réaction entre la lysine et l’acide laurique en présence d’aminoacylase.
Pour cela, le milieu réactionnel contient 0,12 M de Lysine et 0,24 M d’acide laurique dans
du tampon Tris HCl 50 mM NaCl 25 mM. Avant d’ajouter les matériaux, le milieu réac-
tionnel est placé pendant 30 minutes dans un bain à ultrasons afin d’obtenir une émulsion.
Le milieu reste turbide car la solubilité de l’acide gras en milieu aqueux reste faible. La
réaction se fait ensuite sous agitation continue et à 45°C. Afin de suivre l’avancement de
la réaction, des chromatographies sur couche mince ont été réalisées (voir Figure 4.2.3).

Figure 4.2.3 – Chromatographie sur couche mince du milieu après réaction. Les nombres
représentent le temps de réaction en heure. La révélation est réalisée avec
une solution de ninhydrine.

Les résultats obtenus par chromatographie sur couche mince, bien que non quantitatifs,
permettent de montrer que les enzymes immobilisées sur les supports sont actives à la
fois pour l’hydrolyse et pour la réaction de synthèse. Pour chaque matériau, on observe
l’apparition d’une tache correspondant à la production de lauroyl-lysine dont l’intensité
augmente avec le temps de réaction. En revanche, on peut constater que dans le cas des
enzymes libres, la réaction est efficace après 30 minutes alors que le produit apparaît
réellement après 24 h de réaction avec les enzymes immobilisées. Des analyses par HPLC
ont ensuite été réalisées pour quantifier la production de lauroyl-lysine. Les résultats
sont présentées sur la Figure 4.2.4. L’activité des enzymes immobilisées sur les matériaux
Si(HIPE) fonctionnalisés Glymo et Glutaraldéhyde est la plus élevée (0,048) par rapport
au matériau fonctionnalisé Isocyanate (0,016). Cependant, l’activité est 25 fois plus faible
que pour les enzymes en solution et il semble peu envisageable d’utiliser ces matériaux
pour des réactions de synthèse.

102



4.2 Immobilisation d’aminoacylases pour des réactions d’acylation d’intérêts

Figure 4.2.4 – Histogramme représentant l’activité synthétique de lauroyl-lysine des en-
zymes immobilisées pour chaque matériau ainsi que pour l’enzyme libre
en solution.

A l’égard de ces résultats, plusieurs hypothèses peuvent être émises. Premièrement, il
est important de rappeler que le milieu de réaction de synthèse est biphasique et que
l’échange des substrats avec les enzymes immobilisées au sein des matériaux est plus dé-
licat que celui pour les enzymes en solution qui se trouvent en contact direct avec le
milieu réactionnel. D’autre part, le mélange d’aminoacylases contient quatre enzymes dif-
férentes dont les structures sont méconnues. Il n’est donc pas possible à l’heure actuelle de
connaître précisement l’organisation de leur site actif ou de leur conformation. En somme,
il est probable que lorsque ces enzymes sont chimisorbées, leurs sites actifs ne soient que
partiellement accessibles, rendant alors la réaction difficile car une fois chimisorbée, la
conformation des enzymes est davantage rigide. Dans cette optique, nous avons essayé
d’immobiliser les enzymes de manière non-covalente par simple adsorption.

4.2.4 Immobilisation d’aminoacylases par physisorption sur des
matériaux poreux silicique

Parmi les différentes méthodes existantes pour immobiliser les enzymes, il est possible
d’adsorber directement les enzymes à la surface des matériaux. La physisorption peut
se faire grâce à des interactions faibles et non spécifiques type Van der Waals, liaisons
hydrogène ou interactions hydrophobes [153, 154, 182]. L’avantage de cette méthode est
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que les enzymes sont ancrées de manière réversible. De ce fait, les supports peuvent donc
être réutilisés pour immobiliser de nouvelles enzymes lorsque l’activité des précédentes est
presque nulle. Par contre, cette réversibilité présente est également un inconvénient car la
désorption des enzymes lors des réactions est assez fréquente.
Dans notre cas, pour physisorber les aminoacylases, les matériaux ont simplement été

placés sous agitation dans un tampon Tris-HCl 25 mM NaCl 50 mM contenant les amino-
acylases (10 mg). Après 6 h d’agitation, un dosage BCA a été effectué afin de quantifier
la quantité de protéines physisorbées sur les matériaux. L’activité des enzymes physisor-
bées a été calculée seulement sur la réaction d’hydrolyse de l’α-acétyl-lysine en lysine. Les
résultats sont présentés dans le Tableau 4.4 qui récapitule également les résultats obtenus
avec les enzymes chimisorbées afin de pouvoir comparer efficacement les deux méthodes
d’immobilisation.

Matériau Méthode d’im-
mobilisation

Teneur en protéines
(mgprotéines/mgsupport)

Activité spécifique
(mmolLysine/h/gprotéines)

Iso-Si(HIPE)

Chimisorption

0,021 0,04
Glymo-
Si(HIPE) 0,014 0,08

Glu-Si(HIPE) 0,019 0,06
Glu-SBA-15 0,054 0,02

Si(HIPE) Physisorption 0,085 0,09
SBA-15-
Si(HIPE) 0,082 0,015

Aminoacylases
libres - - 0,49

Table 4.4 – Tableau récapitulatif de l’activité hydrolytique des enzymes immobilisées
par chimisorption et physisorption par rapport aux enzymes en solution.

Grâce à ces résultats, il est possible de tirer plusieurs conclusions. Tout d’abord, on
peut dire que l’immobilisation d’aminoacylases par chimisorption et physisorption au sein
de matériaux poreux réduit considérablement l’activité des enzymes. Dans un second
temps, contrairement à ce que nous avions supposé précedemment, l’activité des enzymes
physisorbées est légèrement supérieure que par chimisorption excepté pour le matériau
SBA-15-Si(HIPE) (décrit Chapitre 3) où l’activité est similaire à celle obtenue pour les
enzymes chimisorbées sur le matériau mésoporeux SBA-15. Enfin, on observe que la quan-
tité d’enzymes immobilisées par physisorption est largement supérieure à celle obtenue
par chimisorption mais in fine, l’activité spécifique est plus ou moins identique et reste
faible comparée aux enzymes libres. Ces résultats sont en accord avec les travaux de L.
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Dettori et al. [183]sur l’acylation par des enzymes adsorbées sur des matériaux SBA-15.
En conclusion, nous avons pu démontrer que les aminoacylases gardaient une activité

après immobilisation au sein de matériaux macroporeux type Si(HIPE). En revanche, ces
matériaux ne sont peut être pas les plus adaptés pour les aminoacylases. Il serait intéres-
sant d’essayer d’autre méthodes, telles que l’encapsulation directe au sein de structures
ou la diffusion des substrats serait plus aisée et les enzymes mieux confinées et sans chan-
gement de conformation. Enfin, des études sur la structure des quatre enzymes présentes
dans le mélange d’aminoacylases pourront être envisagées afin de mieux les caractériser
et de déterminer leur spécificité.

4.3 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons démontré l’efficacité de nos matériaux sur des réactions
modèles de décoloration à pH acide et légèrement basique. Pour cela, une enzyme de la
famille des bilirubines oxydases a été immobilisée. Cette enzyme issue de Baccilus pumilus
a été produite et purifiée au laboratoire puis immobilisée au sein des matériaux Si(HIPE)
fonctionnalisés. En présence de médiateur redox (ici l’ABTS à 10 µM) pour faciliter la
réaction, la décoloration a été totale pour les deux colorants utilisés. Le même matériau
a pu être réutilisé pour plusieurs cycles de décoloration. Ces résultats ont montré que
ces matériaux peuvent être utilisés sur une large de gamme de pH, tout en présentant
une activité élevée pendant plusieurs jours. Enfin l’immobilisation des enzymes a permis
d’augmenter leur stabilité, elles sont ainsi actives pendant plus d’un mois contre moins
de trois semaines lorsqu’elles sont en solution.
En utilisant les mêmes matériaux mais fonctionnalisés différemment, nous avons immo-

bilisé une autre enzyme de la famille des aminoacylases. Cette enzyme est très intéressante
car elle est capable de réaliser des réactions d’acylation en milieux aqueux. Habituel-
lement, les réactions d’acylations se font dans un solvant organique et en présence de
chlorure d’acyle, ce qui pose un vrai problème environnemental pour le traitement et le
recyclage des chlorures d’acyles et des sous-produits de la réaction. Bien que les enzymes
ont pu être immobilisées au sein des matériaux, l’activité enzymatique obtenue est très
faible comparée à l’activité enzymatique en solution. L’utilisation de la chimisorption n’a
pas semblé optimal pour les aminoacylases. D’autres méthodes d’immobilisation ont été
testées comme la physisorption mais l’activité spécifique restait très faible. Nous avons pu
émettre plusieurs hypothèses. Tout d’abord, il s’agit d’un mélange d’aminoacylases. Il est
possible que lors de l’immobilisation, seulement certaines aminoacylases s’immobilisent
mais il ne s’agit pas forcément des aminoacylases actives. Ensuite, que ce soit par chimi-
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sorption ou physisorption, il est envisageable que les enzymes soient immobilisées dans des
conformations qui ne leur sont pas favorables et que leurs sites actifs ne soient pas acces-
sibles. Afin de préserver une activité enzymatiques élevée, des procédés d’encapsulations
pourraient être envisagés pour ces enzymes.
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Chapitre 5

Utilisation de billes poreuses pour des
applications en biocatalyse

Dans le chapitre précédent, nous avons vu que les matériaux macroporeux à base de
silice Si(HIPE) pouvaientt servir de supports pour l’immobilisation d’enzymes. Ces maté-
riaux pouvant ainsi être utilisés comme biocatalyseur pour diverses applications (décolo-
rations ou réactions de synthèse). Cependant pour certaines applications, les monolithes
peuvent être compliqués à manipuler. C’est le cas par exemple pour des petits réacteurs
ou des réactions sur des petits volumes. Pour pallier ce problème, des matériaux sous
forme de billes ont été synthétisés.

5.1 Immobilisation d’enzymes au sein de billes poreuses
pour des réactions d’intérêt sous CO2 supercritique

La plupart des réactions, extractions ou séparations réalisées dans l’industrie néces-
sitent l’utilisation de solvants organiques. Ces derniers vont se révéler difficiles à éliminer
et posent également de nombreux problèmes tels que la pollution atmosphérique et ter-
restre. Une alternative intéressante aux solvants traditionnels est l’utilisation des fluides
supercritiques. Au-dessus des valeurs critiques, la transition entre gaz et liquide n’existe
plus et l’on obtient un composé aux propriétés fluides. La densité de celui-ci est très proche
du liquide mais sa diffusivité est élevée et sa viscosité est très faible. Cela leur permet
de pénétrer très facilement dans les matériaux poreux et ils peuvent être parfaitement
adaptés à nos matériaux.
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5.1.1 L’utilisation du CO2 supercritique
Le dioxyde de carbone supercritique (scCO2) est ininflammable, inerte et non toxique.

La température critique du CO2 est proche de la température ambiante (Tc = 32, 1◦C), ce
qui en fait un solvant intéressant pour les matériaux sensibles. La pression critique quant
à elle, est d’environ 70 bars. Le diagramme de phase est présenté sur la Figure 5.1.1.

Figure 5.1.1 – Diagramme de phase du dioxyde de carbone. source : Wikipedia

Le scCO2 est un bon solvant pour de nombreux composés non polaires et quelques com-
posés polaires. Pour augmenter la solubilité de certaines composés, des agents tensioactifs
et des agents CO2-philes ont été développés. Actuellement le scCO2 est principalement
utilisé dans l’industrie agroalimentaire pour l’extraction et la purification. Le scCO2 est
également utilisé pour la synthèse de composés d’intérêts cosmétique et pharmaceutique.
Associer le scCO2 comme solvant de réaction et les enzymes comme catalyseur est devenu
une alternative très intéressante pour des synthèses dites « vertes ». Les premères cata-
lyses enzymatiques sous scCO2 remontent à 1985 par Hammond et al. [184] et Randolph
et al. [185]. Depuis de nombreux travaux ont été réalisés, en particulier avec les lipases
pour des réactions d’extractions ou de biocatalyse éniantosélective [186, 187].

5.1.2 Les lipases et leurs utilisations
Les lipases sont des hydrolases capables d’hydrolyser les fonctions esters et principa-

lement les glycérides. Elles ont été découvertes chez différentes bactéries au début du
XXème siècle par le microbiologiste C. Eijkmann. Lorsqu’il est devenu admis que les li-
pases demeurent actives dans des milieux organiques et à haute température [188], de
nombreuses études ont commencé à se développer pour utiliser ces enzymes comme bio-
catalyseur. Mais les lipases sont aussi devenues attractives pour d’autres raisons. Tout
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d’abord, elles présentent une chimio- et régiosélectivité exceptionnelles. Deuxièmement,
elles sont disponibles en grande quantité car produites à partir de nombreux organismes
comme les champignons ou les bactéries. Enfin, dans la littérature, la structure cristalline
de nombreuses lipases est connue [189, 190].
Les lipases possèdent une triade catalytique classiquement formée d’une sérine, d’un

acide aspartique (parfois remplacé par un acide glutamique) et d’une histidine [191].
Cette triade catalytique est commune à toutes les lipases. L’une des propriétés intéres-
santes de certaines lipases est le phénomène d’activation interfaciale. En effet, leur activité
augmente drastiquement lorsqu’elles sont présentes à une interface. Cela signifie que les
lipases seront plus actives sur un substrat insoluble (donc en milieu biphasique ou émul-
sion) que sur un substrat identique mais soluble. Ce phénomène d’activation interfaciale
est lié à la présence d’un volet moléculaire (lid en anglais) sur l’enzyme. Ce dernier va
couvrir le site actif et il a été démontré que le contact avec un substrat hydrophobe per-
met un changement de conformation de la lipase qui va ouvrir ce volet et découvrir le site
actif. Il devient alors accessible par le substrat. Cependant, toutes les lipases ne possèdent
pas cette propriété d’activation interfaciale. Par exemple, il a été montré que la lipase B
de Candida antarctica (CALB) [192, 193] ne présentait pas d’activation interfaciale et au-
cune conformation fermée de l’enzyme n’a été démontrée. En revanche, comme le montre
la Figure 5.1.2, la lipase CALB présente deux domaines hydrophiles et hydrophobes bien
distincts. Ces domaines sont intéressants car suivant la nature du milieu il vont intervenir
dans la conformation de l’enzyme. Les lipases vont hydrolyser les liaisons ester et trans-
former les glycérides. Elles sont principalement utilisées pour la production de biodiesel
[194] et pour des réactions d’estérification en milieu non aqueux [195].

Figure 5.1.2 – Structure tridimensionnelle de CALB. En bleu, les zones les plus hydro-
philes et en orange les zones les plus hydrophobes.

5.1.3 Supports macroporeux étudiés et immobilisation de lipases
Pour réaliser des réactions de synthèse sous scCO2, il était nécessaire de produire des

matériaux présentant une forme différente des monolithes afin de pouvoir remplir le ré-
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acteur présentant un faible volume. La lipase B de Candida antarctica (CALB) a été
immobilisée sur des billes macroporeuses polymériques sous le nom commercial de No-
vozym 435r. On trouve de nombreuses utilisations de ces billes dans la littérature. Par
exemple, H-M. Chang et al. ont utilisé ces billes pour la production de biodiesel à par-
tir d’huile de colza [196]. Elles ont également été utilisées sous CO2 supercritique pour
catalyser des polymérisations par ouverture de cycle de lactones [197].
Afin de pouvoir comparer nos matériaux macroporeux avec ces billes de référence, nous

avons tout d’abord cherché à produire nos matériaux sous forme de billes régulières. Pour
cela, nous avons utilisé le protocole habituel à partir d’émulsions concentrées de dodécane
dans l’eau et stabilisées par du TTAB pour synthétiser les matériaux de type Si(HIPE)
décrits dans le Chapitre 2. Cependant, au lieu de couler l’émulsion concentrée dans des
tubes à essais, des gouttes d’émulsions ont été déposées dans un grand cristallisoir conte-
nant de l’huile silicone très visqueuse (500 cSt). Après 3 jours de condensation, les billes
sont lavées, séchées à l’air libre et calcinées comme pour les Si(HIPE) monolithiques. Les
billes obtenues présentent un diamètre millimétrique (voir Figure 5.1.3) qu’il est possible
de contrôler suivant le diamètre de l’aiguille utilisée pour déposer les gouttes d’émulsion.

Figure 5.1.3 – Photographie de billes de Si(HIPE).

5.1.3.1 Caractérisation de la macroporosité et de la mésoporosité

La structure macroporeuse des billes a été observée au MEB. Comme présenté sur la
Figure 5.1.4 a, les billes sont parfaitement sphériques et le diamètre est ici d’environ 3
mm. La Figure 5.1.4 b montre la surface des billes où l’on retrouve des pores sphériques et
l’image MEB c représente l’intérieur des billes. On retrouve une structure similaire à celle
des Si(HIPE) monolithiques. Cette structure est constituée de l’assemblage de sphères
accolées les unes aux autres et présentant des jonctions internes. La taille des empreintes
de gouttes semble inférieure à celle des Si(HIPE) classiques alors que les deux émulsions

110



5.1 Immobilisation d’enzymes au sein de billes poreuses pour des réactions d’intérêt
sous CO2 supercritique

sont réalisées de la même façon. D’après les images, cette taille moyenne a l’air plutôt
homogène et se situe entre 2 et 5 µm.

Figure 5.1.4 – Images MEB des billes de Si(HIPE). a) Vue d’ensemble d’une bille de
Si(HIPE). b) Images MEB de la surface des billes. c) Images MEB de
l’intérieur des billes de Si(HIPE).

Les billes ont également été caractérisées par analyse de porosimétrie à intrusion de
mercure et par physisorption d’azote pour déterminer la taille des pores aux échelles macro
et méso ainsi que leurs propriétés générales. Comme nous pouvons le voir sur la Figure
5.1.5 a, la distribution de taille des macropores présente un caractère bimodal comme pour
les Si(HIPE) monolithiques. La taille centrée vers 2 µm correspond aux jonctions externes
qui sont amenées par le chemin de vide présent entre les sphères accolées. Les pores de plus
petites tailles sont caractéristiques des jonctions internes (voir Chapitre 3), c’est-à-dire des
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pores présents à la surface des sphères. De la même façon, les analyses de physisorption
d’azote montrent une augmentation importante du volume adsorbé aux faibles pressions
(< 0,5), caractéristique du remplissage des micropores. Néanmoins, il n’est pas possible
d’observer une hystérèse bien marquée comme nous avions pu le voir au Chapitre 3 pour les
matériaux présentant une mésoporosité. En effet, l’absence d’hystérèse est caractéristique
de l’absence de mésoporosité bien définie pour les billes de Si(HIPE). Cela est confirmé
par l’absence de mésopores sur la courbe de distribution de tailles des pores (voir Figure
5.1.5 b en encart). Comme les Si(HIPE) monolithiques, les billes présentent une surface
spécifique de 900 m2/g, une porosité de 93% et une densité apparente de 0,07 g/cm3.

Figure 5.1.5 – Caractérisation macro- et mésoscopique des billes de Si(HIPE). a) Distri-
bution de la taille des pores obtenue par porosimétrie à intrusion mercure.
b) Courbe d’adsorption désorption d’azote et distribution de la tailles des
mésopores calculée par la méthode BJH en encart.

Ces résultats confirment que la forme du Si(HIPE) n’a pas d’influence sur les propriétés
poreuses du matériau final.

5.1.3.2 Fonctionnalisation et immobilisation d’enzymes

Comme montré précedemment, pour immobiliser les enzymes au sein des matériaux, il
est nécessaire de fonctionnaliser leur surface. Nous avons opté pour une fonctionnalisation
de surface avec du (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane (Glymo). En effet, c’est avec
cette fonctionnalisation que les meilleurs résultats d’activité ont été obtenus pour les
aminoacylases (voir Chapitre 4). Les enzymes immobilisées sont des lipases de Rhizomucor
miehei (Palatase). Pour cela, les billes fonctionnalisées ont été placées dans des solutions
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tampon Tris-HCl 25 mM NaCl 50 mM à pH 7,6 contenant différentes concentrations en
enzymes : 1, 2 et 5 mg/mL. Le protocole d’immobilisation est le même que celui décrit
au Chapitre 4. Après rinçage et séchage, la teneur en protéines au sein des billes a été
estimée par analyse thermogravimétrique et par dosage BCA. Les résultats sont présentés
dans le Tableau 5.1.

Supports
Concentration

initiale en protéine
(mgenzymes/mL)

Teneur en protéines
(mgprotéines/mgsupport)

Glymo-Si(HIPE)
1 0,088
2 0,17
5 0,43

Novozym 435 - 0,147

Table 5.1 – Teneurs en protéines des billes de Si(HIPE).

Comme l’on pouvait s’y attendre, plus la concentration en protéines est élevée dans la
solution initiale et plus la quantité de protéines immobilisées augmente. Lorsque la concen-
tration en protéines initiale est de 5 mg/mL, il est possible d’immobiliser jusqu’à trois fois
plus d’enzymes que les billes de référence grâce à la structure poreuse des Si(HIPE). On
peut également remarquer que la quantité de protéines immobilisées évolue de manière
linéaire avec la concentration. Il est probable que cela soit dû à la diffusion au sein des
billes lors de l’immobilisation et à un équilibre des concentrations entre le milieu exté-
rieur et intérieur. Les différentes billes seront nommées : Palatase0,088@Glymo-Si(HIPE),
Palatase0,17@Glymo-Si(HIPE) et Palatase0,43@Glymo-Si(HIPE) en référence à la teneur
en protéines immobilisées au sein des matériaux.

5.1.4 Utilisations des supports pour la synthèse d’acétate de
géranyle (ACG)

L’acétate de géranyle est un parfum naturel très utilisé dans l’industrie cosmétique et
pharmaceutique. Il est généralement produit par extraction à partir de végétaux ou par
synthèse. Il est également possible de réaliser la synthèse de l’acétate de géranyle par
voie enzymatique. Les lipases sont très utilisées pour la production d’esters gras ou la
valorisation de certaines graisses. Elles sont également capables de produire des esters
d’acides gras dans des milieux non conventionnels ou anhydres, ce qui en fait aujourd’hui
une enzyme de choix pour l’industrie. L’acétate de géranyle est produit à partir de la
réaction entre le géraniol et l’acide acétique (voir Figure 5.1.6).

113



Chapitre 5 Utilisation de billes poreuses pour des applications en biocatalyse

Figure 5.1.6 – Réaction de synthèse de l’acétate de géranyle par voie enzymatique.

5.1.4.1 Conditions de la réaction de synthèse

Les réactions de synthèse ont été réalisées sous CO2 supercritique dans un réacteur
de 1 mL. Ce réacteur est rempli de billes fonctionnalisées contenant les enzymes et des
billes de verre pour compléter le remplissage si la quantité de matériaux est insuffisante.
Chaque support a été testé sur quatre cycles de pressurisation/dépressurisation à 55°C
et 200 bars. Ces conditions sont les mêmes que celles utilisées pour les billes de référence
Novozym 435r. Enfin le ratio molaire entre le géraniol et l’acide acétique est égal à 1 et
à la fin de la réaction, les solutions sont analysées par chromatographie en phase gazeuse
couplée à de la spectrométrie de masse.

5.1.4.2 Etude de l’activité synthétique des billes de Si(HIPE)

Les résultats de production d’acétate de géranyle par les billes de Si(HIPE) sont présen-
tés sur la Figure 5.1.7. Tout d’abord, on constate que l’activité augmente avec la teneur en
protéines sur le premier cycle (cycle d’imprégnation) de production d’acétate de géranyle.
Cependant, l’activité chute dès le deuxième cycle pour les matériaux Palatase0,17@Glymo-
Si(HIPE) et Palatase0,43@Glymo-Si(HIPE) et reste constante pour les cycles suivants alors
qu’elle augmente pour les matériaux Palatase0,088@Glymo-Si(HIPE) et les billes de réfé-
rences Novozym 435r. Les billes riches en protéines semblent moins actives et moins
stables. Il est possible que la teneur en protéines soit trop importante et que les enzymes
se retrouvent dans des conformations non optimales. La quantité élevée d’enzymes peut
également entraîner un phénomène d’encombrement stérique gênant l’accessibilité du site
actif par les susbtrats. A l’inverse, les billes Palatase0,088@Glymo-Si(HIPE) présentent une
activité élevée et stable équivalente à celle des billes de référence.
Afin de mieux visualiser l’activité des différents matériaux, nous avons comparé leur

activité spécifique (c’est à dire normalisée par la quantité d’enzyme) pour chaque cycle. Les
résultats sont présentés sur la Figure 5.1.8. L’activité spécifique des billes Palatase0,088@Glymo-
Si(HIPE) est plus élevée que pour tous les autres matériaux, y compris par rapport aux
billes de références. En revanche, plus la teneur en protéines est élevée et plus l’activité

114



5.1 Immobilisation d’enzymes au sein de billes poreuses pour des réactions d’intérêt
sous CO2 supercritique

Figure 5.1.7 – Histrogrammes représentant la production d’acétate de géranyle par les
billes de Si(HIPE) et les billes Novozym 435 sur quatre cycles de synthèse.
Pour des réactions réalisées à 55°C et 200 bars. En rouge le premier cycle
(imprégnation), en jaune le deuxième cycle, en bleu le troisisème cycle et
enfin en vert le quatrième cycle.

spécifique est faible voire très faible. En effet, sur le troisième cycle, l’activité spécifique
des billes Palatase0,088@Glymo-Si(HIPE) est 20 fois supérieure à celle obtenue pour les
billes Palatase0,43@Glymo-Si(HIPE). On peut donc conclure que plus la quantité d’en-
zymes immobilisées est faible et plus l’activité spécifique est élevée. Cela peut s’expliquer
par un transfert de matière facilité au sein des billes Palatase0,088@Glymo-Si(HIPE) grâce
à une répartition plus homogène des enzymes au sein du matériau limitant leur encom-
brement stérique. Enfin, il est important de noter que l’activité des billes de référence
est inférieure à l’activité spécifique des billes Palatase0,088@Glymo-Si(HIPE). Ces résul-
tats sont très prometteurs pour l’utilisation des billes de Si(HIPE) pour des réactions de
synthèse sous CO2 supercritique.
Au-delà d’une activité spécifique élevée, le deuxième paramètre important pour un

catalyseur est la réutilisation de celui-ci sur des temps plus longs.

5.1.4.3 Etude de la stabilité des billes de Si(HIPE)

L’activité spécifique des billes Palatase0,088@Glymo-Si(HIPE) a été étudiée sur dix
cycles de réaction de synthèse au lieu de quatre. Les conditions de réactions sont les
mêmes que celles utilisées précédemment. L’activité spécifique obtenue pour chaque cycle
de synthèse est représentée sur la Figure 5.1.9. Les billes Palatase0,088@Glymo-Si(HIPE)
semblent présenter une activité stable même après dix cycles. L’activité spécifique aug-
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Figure 5.1.8 – Histrogrammes représentant l’activité spécifique de chaque cycle pour
les billes de Si(HIPE) : Palatase0,088@Glymo-Si(HIPE) (en jaune),
Palatase0,17@Glymo-Si(HIPE) (en bleu), Palatase0,43@Glymo-Si(HIPE)
(en rose) et Novozym 435 (en vert).

mente légèrement sur les trois premiers cycles. Ceci peut s’expliquer par une imprégnation
des matériaux par le milieu réactionnel et donc un bon contact entre les substrats, les
réactifs et les enzymes immobilisées à l’intérieur des billes. Ensuite l’activité spécifique
diminue à partir du quatrième cycle mais reste plus ou moins constante sur les cycles
suivants.

Après les dix cycles, les billes ont été analysées en MEB pour observer leurs morpholo-
gies et structures après réaction sous scCO2. Les billes sont légèrement déformées et ont
perdu leur sphéricité (voir Figure 5.1.10 a et b). On peut voir également qu’une partie de
la surface semble recouverte (voir Figure 5.1.10 c) mais que la porosité est toujours bien
présente et ouverte comme sur la Figure 5.1.4. La perte de la sphéricité est probablement
due aux chocs qui peuvent se produire entre les billes au cours de la réaction.

Au vu des résultats obtenus, les billes de Si(HIPE) semblent être des matériaux pro-
metteurs pour l’immobilisation d’enzymes et la catalyse enzymatique sous scCO2. En
effet, leurs propriétés mécaniques sont suffisantes pour résister à des couples tempéra-
tures/pressions supérieurs aux conditions standards et les activités spécifiques des en-
zymes chimisorbées sur billes de Si(HIPE) sur la réaction d’acétate de géranyle sont
supérieures à celles des billes habituellement utilisées de CALB (Novozym 435r). D’autre
études devront être menées sur l’utilisation de ces billes pour l’immobilisation d’autres
lipases comme Cal B et pour des réactions de synthèse plus complexes
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5.1 Immobilisation d’enzymes au sein de billes poreuses pour des réactions d’intérêt
sous CO2 supercritique

Figure 5.1.9 – Histrogramme représentant l’activité spécifique de chaque cycle pour les
billes Palatase0,088@Glymo-Si(HIPE).

Figure 5.1.10 – Images MEB des billes Palatase0,088@Glymo-Si(HIPE) après dix cycles
de pressurisation/dépressurisation. a) et b) Images globales des billes
après réaction, c) surface des billes.
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5.2 Encapsulation de bactéries au sein de billes poreuses
pour des réactions en cascade

Tout comme les enzymes, les micro-organismes sont de formidables biocatalyseurs et
sont essentiels dans la dégradation et la transformation de produits bruts [198]. Comme
nous l’avons vu dans le premier chapitre, la nature et l’évolution ont donné naissance à une
multitude de structures organisées, efficaces et remplissant des fonctions multiples. Les
micro-organismes jouent un rôle crucial dans les biotechnologies. Ils sont également très
utilisés dans l’industrie agroalimentaire, par exemple pour la production du pain ou de la
bière. Grâce aux technologies actuelles et notamment à l’évolution dirigée, il est possible
d’optimiser la production des enzymes chez les micro-organismes pour des applications
données [199]. L’immobilisation de micro-organismes dans des matrices poreuses a déjà été
démontrée [200, 201, 202]. Cependant, dans la plupart de ces milieux le manque de volume
libre limite la prolifération bactérienne or il a été montré que la croissance bactérienne en
milieu confiné pouvait conduire à des développements très importants [203, 204].
Plus récemment, Depardieu et al. [205] ont utilisé des billes de Si(HIPE) pour l’en-

capsulation de bactéries. Il a été montré que les bactéries pouvaient se développer tout
en conservant une activité métabolique. Ici, les billes de Si(HIPE) seront utilisées pour
l’encapsulation de bactéries et leur activité sera mesurée par différentes méthodes. Enfin,
nous irons jusqu’à combiner des billes contenant différentes bactéries exprimant différentes
enzymes pour réaliser des réactions en cascade et montrer que les échanges entre les billes
sont possibles.

5.2.1 Souche bactérienne et colonisation des billes de Si(HIPE)

Tout d’abord, pour la réaction étudiée, il est nécessaire que les bactéries produisent
deux enzymes particulières : l’asparaginase et l’aspartate oxidase. L’asparaginase est pro-
duite par E. coli C41(DE3) + EcASNase-2 in pApEx* (expression périplasmique) et
l’aspartate oxidase par E. coli CD41(DE3) + pET14b-∆thrombin-SUMO* (expression
cytoplasmique). Les plasmides sont purifiés et ont été fournis par l’Institut Max-Planck
de Chimie Biophysique. Premièrement, la souche est isolée sur une plaque d’agar et du
milieu Luria-Bertani (LB) contenant un antibiotique, le chloramphénicol à hauteur de 34
µg/mL. Après 24 h à 37°C, une colonie est inoculée dans un erlenmeyer contenant un
milieu minimal M9. L’erlenmeyer a été placé dans un incubateur à 37°C pendant une nuit
sous agitation à 220 tours/min. Après une nuit, une sous-culture à DO = 0,1 est réali-
sée. Les cultures sont ensuite incubées à 37°C jusqu’à ce que la phase exponentielle de

118



5.2 Encapsulation de bactéries au sein de billes poreuses pour des réactions en cascade

croissance soit atteinte. De l’Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) a été ajouté
(1 mM) pour la surexpression de l’asparaginase. Les billes de Si(HIPE) stérilisées et im-
prégnées de milieu M9, ont été placées dans le milieu de culture pour la colonisation
bactérienne. L’incubation a continué toute la nuit à 37°C. Le matériau final est appelé
E.coli@Si(HIPE). Pour encapsuler les bactéries au sein des billes tout en permettant la
diffusion des molécules et des substrats entre le milieu et les matériaux, une coque en
silice a été réalisée après l’incubation. Pour cela, les billes sont placées dans une solution
tampon PBS (pH 7,4) contenant 200 mM de silicate de sodium et acidifée avec de l’acide
chlorhydrique pour ramener le pH aux environs de 7. Le milieu est déposé sur des rou-
leaux jusqu’à gélification. Après gélification, les billes sont récupérées et la manipulation
est répétée cinq fois pour obtenir une coque de silice homogène. Les différentes étapes
sont représentées schématiquement sur la Figure 5.2.1.

Figure 5.2.1 – Différentes étapes conduisant à l’obtention de E.coli@Si(HIPE). a)
Schéma d’une bille de Si(HIPE). b) Bille de Si(HIPE) placée dans le
milieu de culture. c) Bactéries présentent au sein des billes de Si(HIPE).
d) Formation de la coque en silice. e) Croissance bactérienne au sein du
Si(HIPE).

Pour pouvoir observer les billes contenant les bactéries en microscopie électronique, il est
nécessaire de préparer l’échantillon. Tout d’abord, les billes sont rincées avec du tampon
PBS puis placées dans une solution aqueuse de glutaraldéhyde à 5% (v/v) pendant 24
h à 4°C afin de fixer les bactéries. Ensuite, les billes sont déshydratées dans des bains
d’éthanol à différentes concentrations : 20%, 40%, 60%, 80% et 96% (v/v), en changeant
de bains toutes les heures. La déshydratation est nécessaire pour assécher les bactéries et
les matériaux car l’observation en MEB doit se faire en milieu sec. Enfin, les échantillons
sont imprégnés d’hexamethyldisilazane pendant une heure puis séchés à l’air libre pendant
au moins 24 h. La Figure 5.2.2 c montre bien l’aspect de la coque surface qui est peu
poreuse et épaisse d’environ 5 µm (voir Figure 5.2.2 d). Sous la coque, on retrouve la
structure des Si(HIPE) classiques et la présence des bactéries. Certaines bactéries sont
seules tandis que d’autres sont réunies et forment des colonies. Grâce à la porosité élevée
de ces matériaux, l’espace libre et accessible pour les bactéries est conséquent et rien ne
s’oppose à leur croissance.
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Figure 5.2.2 – a) Photographie des billes poreuses de Si(HIPE). b) Image MEB des billes
après imbibition par le milieu de culture. c) et d) Images MEB de la
coque perméable en silice. e) et f) Images MEB des bactéries encapsulées
à l’intérieur des billes de Si(HIPE).

5.2.2 Consommation de glucose par les bactéries confinées

Afin de s’assurer que les bactéries confinées sont en vie et actives, nous avons mesuré la
consommation de glucose. Tout d’abord, les tests ont été réalisés pour des bactéries non
confinées (voir Figure 5.2.3 f). Pour une densité optique DO600nm = 0, 1, 70% de glucose
est consommé en trois heures et il faut 6 h pour consommer la même quantité de glucose
pour une DO600nm = 0, 002. Pour les bactéries confinées dans les billes, nous avons tout
d’abord incubé des billes pendant 1 jour puis ajouté 500 µM de glucose. La concentration
de glucose dans le surnageant a été mesurée pendant 6 h jusqu’à consommation complète,
ce qui indique que les bactéries sont métaboliquement actives (voir Figure 5.2.3 g points
gris). Les billes sont ensuite resuspendues dans le milieu de culture pendant 1 jour avant
de remettre 500 µM de glucose. Cette fois, tout le glucose est consommé en 3 h (voir
Figure 5.2.3 g points rouge). La consommation de glucose par les bactéries a également
été mesurée pour des concentrations allant de 100 µM à 2 mM (voir Figure 5.2.3 h).
Même à 2 mM, tout le glucose est consommé et ces résultats prouvent que le glucose
est efficacement transporté à travers la coque de silice et que les bactéries restent actives
malgré le confinement.
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Figure 5.2.3 – Après l’inoculation des billes, la culture est effectuée puis la concentra-
tion en glucose dans le milieu est mesurée (a,b et c). Les billes sont ré-
incubées pendant 24 h supplémentaires et le test de consommation de
glucose réeffectué (d, e). f) Consommation de glucose par les bactéries
libres a DO600nm = 0, 002 (vert), 0,01 (bleu), 0,025 (rouge) et 0,1 (gris).
f) consommation de glucose par les bactéries à l’intérieur des billes après
24 h ((b,c), carrés blancs) et 48 h ((d,e) carrés rouges). (h) Les bactéries
encapsulées ont été cultivées pendant 24 h avec 100 µM, 500 µM, 1 mM
ou 2 mM de glucose, pour déterminer la quantité de glucose utilisée pour
la croissance bactérienne. La concentration résiduelle de glucose est me-
surée à l’aide du kit Amplex Red Glucose/Glucose Oxidase Assay Kit de
Molecular Probes.
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5.2.3 Utilisation des billes pour des réactions en cascade
enzymatique

5.2.3.1 Avec un seul type de bille

Après avoir prouvé que les bactéries étaient métaboliquement actives, nous avons cher-
ché à démontrer que nos billes sont des biocatalyseurs efficaces en utilisant des réac-
tions en cascade conduisant à une fluorescence et permettant de mesurer l’activité de
L-asparaginase [206] (voir Figure 5.2.4 a)). L’asparaginase produite par les bactéries
confinées E. coli va hydrolyser la L-asparagine en aspartate. Ce dernier est oxydé par
l’aspartate oxydase et par une succession de réactions, on peut suivre la production de
résorufine en fluorescence. Le dosage par fluorescence a été effectué sur des plaques de
96 puits : une bille colonisée par E. coli avec 100 µL de PBS 1X ou 100 µL de suspen-
sion d’E. coli (témoin positif) est ajoutée à 100 µL de mélange réactionnel dans PBS
1X (L-asparagine (250 µM), L-aspartate oxydase (700 µg/mL), HRP (0,2 U/mL), FAD
(20 µM), AUR (12,5 µM)). La fluorescence est mesurée toutes les 20 secondes pendant 3
h (λexcitation = 532 nm, λémission = 581 nm) avec un lecteur de plaque Spectramax (de
Molecular Devices). Il est important de noter que cette réaction implique trois enzymes
différentes dont l’une est produite par les bactéries encapsulées au sein des billes.
Pour les bactéries libres produisant la L-asparaginase, on observe une augmentation

de la fluorescence correspondant à la production de résorufine suivie d’une diminution
de la fluorescence due à l’oxydation de la résorufine en résazurine (voir Figure 5.2.4 b
courbe grise). Comme témoin négatif, nous avons utilisé du tampon PBS et des billes sans
bactéries (voir Figure 5.2.4 courbes bleues et vertes respectivement), la bille exempte de
bactérie ne présente aucune activité hydrolytique. Pour les billes contenant les bactéries
on observe une augmentation de la fluorescence (voir Figure 5.2.4 b) courbes rouges). En
comparant les courbes obtenues avec celle des enzymes libres et en utilisant la vitesse
maximale de réaction, on constate que l’activité enzymatique d’une bille est équivalente
à l’activité d’une suspension de E. coli à DO600nm ∼ 0, 01 (voir Figure 5.2.4 b en encart).
Pour la suspension à DO600nm ∼ 0, 01 on a environ 2× 105 bactéries dans le puits de 200
µL de la plaque. On s’attend donc à 2× 105 bactéries dans les billes. Les billes ayant un
volume de 30 µL, cela correspond à une DO600nm ∼ 0, 06 qui est très proche de la densité
bactérienne du milieu utilisée pour la colonisation des billes. Cela indique que les bactéries
sont complètement libres de diffuser au travers des billes lors de l’impregnation des billes
et que la concentration bactérienne est identique à l’intérieur des billes et dans le milieu
extérieur. Les bactéries encapsulées sont donc catalytiquement actives et tous les réactifs
ont pu diffuser à travers la coque de silice sans problème. Chaque bille agit donc comme
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un biocatalyseur présentant une activité équivalente à des milliers de bactéries de tailles
micrométriques.

Figure 5.2.4 – a) Réaction utilisée pour mesurer l’activité enzymatique de la l-
asparginase produite par les bactéries encapsulées. b) L’activité enzy-
matique mesurée par fluorescence pour une bille contenant des bactéries
(courbes rouges) et pour les bactéries en solution à OD600nm = 0, 1 (ronds
gris). Les contrôles négatif ont été réalisés avec le tampon PBS (courbe
bleue) et une bille ne contenant pas de bactérie (courbe vertes).

Comme nous l’avons dit à plusieurs reprises, l’intérêt d’utiliser des micro-organismes
encapsulés ou des enzymes immobilisés est la possibilité de réutiliser les matériaux à
plusieurs reprises. Pour cela, après réaction, les billes ont été récupérées et placées dans
un nouveau milieu fraîchement préparé. La conversion de l’asparagine recommence et
le processus a été répété trois fois (voir Figure 5.2.5 a). La pente de chaque courbe au
moment initial est presque constante : 6, 1× 105 min−1 pour le cycle 1, 5, 8× 105 min−1

et 5, 9×105 min−1 pour les cycles 2 et 3 respectivement (voir Figure 5.2.5 b). Les témoins
négatifs présentent une légère augmentation de la fluorescence qui est liée à l’oxydation
spontanée de l’Amplex Red avec le temps [207].
Les billes sont donc actives et réutilisables. Cependant, pour contrôler la reproductibilité
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Figure 5.2.5 – a) Schéma de principe du recyclage de la bille pour une nouvelle réaction.
b) Mesure du cycle pour trois utilisations successives des capsules. Les
différents symboles correspondent à des répliques des mêmes expériences
(triplicat). Les ronds vides correspondent au contrôle négatif (tampon
PBS).

des expériences, des billes de tailles différentes ont été imprégnées et testées. Les billes
sont réparties en trois populations allant de 0,75 à 2 mm (voir Figure 5.2.6 a) et b)). Il
est important de préciser qu’ici la cinétique des bactéries en suspension est quatre fois
plus lente que celle observée précédemment (voir Figure 5.2.4). Cela s’explique par une
plus faible expression de l’enzyme par les bactéries qui peut varier d’une expérience à
une autre, les micro-organismes utilisés étant à chaque fois différents. Suivant la taille des
billes, différentes cinétiques sont obtenues et en accord avec les résultats obtenus sur la
Figure 5.2.4 b). Comme prévu, plus la bille est de damiètre élevée et plus la cinétique est
rapide. En revanche, on peut aussi conclure que la cinétique de deux petites billes sera
plus rapide que celle d’une seule bille large de volume équivalent. Ces résultats montrent
qu’un contrôle de la taille des billes permet de contrôler la cinétique d’hydrolyse.

5.2.3.2 Avec deux types de billes différentes

La réaction conduisant à la fluorescence implique trois enzymes différentes : l’aspara-
ginase, l’aspartate oxidase et la peroxydase de raifort (horseradish peroxidase, HRP). Au
lieu de produire uniquement l’asparaginase, des bactéries exprimant l’aspartate oxidase
ont été encapsulées dans d’autres billes. Par conséquent, la réaction en cascade ne pourra
avoir lieu qu’en présence de deux billes contenant des bactéries : l’une des billes contiendra
des bactéries exprimant l’asparaginase et la seconde des bactéries exprimant l’aspartate
oxidase (voir Figure 5.2.7).
Les billes peuvent être combinées dans différentes stoechiométries afin d’optimiser la

cinétique de la réaction en cascade. Quatre stoechiométries différentes ont été testées
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Figure 5.2.6 – a) Photographie de la microplaque contenant les billes classées par taille.
b) histogramme de la taille des billes avec trois populations distinctes.
c) activité de chaque population de billes (courbe noire pour les pe-
tites tailles, courbe rouge pour les tailles moyennes et courbe bleue pour
les grandes tailles) et comparée avec la suspension bactérienne (courbe
orange). Contrôle négatif avec PBS (courbe brune) et billes vides (courbe
verte). Les courbes présentées sont la fluorescence moyenne de chaque
population ou des triplicats pour la suspension et le contrôle négatif.
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allant de 1 :0 pour une bille contenant des bactéries exprimant l’asparaginase et 0 bille
contenant des bactéries exprimant l’aspartate oxidase à 1 : 3 (voir Figure 5.2.8). La
cinétique de réaction est accélérée avec l’augmentation de billes contenant des bactéries
exprimant l’aspartate oxydase. Dans le cas d’une stoechiométrie 1 : 0, on remarque que
la fluorescence augmente tout de même avec le temps. Cela est possible car les bactéries
surexprimant l’asparaginase produisent tout de même de l’aspartate oxydase de manière
endogène, la réaction peut donc avoir lieu mais plus lentement et sera de toute façon
limitée par l’aspartate oxydase.

Figure 5.2.7 – Schéma de la réaction avec deux types de billes inoculées avec des bacté-
ries exprimant différentes enzymes. L’une des billes contient des cellules
E.coli (vertes) exprimant la l-asparaginase et un deuxième type de billes
contient des cellules E.coli (jaunes) exprimant l’aspartate oxydase. Le
produit fluorescent n’est généré que si les deux types de billes catalysent
la réaction de manière synergique.
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5.3 Conclusion

Figure 5.2.8 – Mesure de la fluorescence obtenue pour les différentes stoechiométries
testées : 1 : 0 (courbe noire), 1 : 1 (courbe rouge), 1 : 2 (courbe bleue),
1 : 3 (courbe verte) et contrôle négatif tampon PBS (courbe grise).

Ces résultats montrent que les billes sont complètement modulables suivant la cinétique
ou la réaction désirée. Notons également que les substrats et réactifs diffusent d’une bille
à l’autre sans la moindre gêne.

5.3 Conclusion
Dans ce chapitre, nous avons montré que simplement en changeant la forme de nos

matériaux, d’autres applications pouvaient être envisagées. Ainsi, nous avons pu immobi-
liser des enzymes non plus dans des monolithes mais dans des billes macroporeuses. Ces
billes sont facilement manipulables et présentent une taille plutôt homogène. En utilisant
ces billes pour des réactions sous CO2 supercritique, plusieurs avantages sont apparus.
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Tout d’abord, ces billes de silice sont extrêmement résistantes et contrairement à cer-
tains supports polymériques, elles présentent l’avantage de résister à des pressions et des
températures élevées. Deuxièmement, leur macroporosité et leur surface spécifique élevée
permet une diffusion du CO2 supercritique très facile. Enfin, en comparant les résultats
obtenus avec ces billes sur la synthèse d’acétate de géranyle avec les billes de référence
vendues par Novozymes, nous avons pu remarquer que nos billes présentent une activité
spécifique trois fois supérieure. Ces billes semblent très prometteuses pour l’immobilisation
d’enzymes et leur utilisation en synthèse continue.
Dans un second temps, en s’inspirant de travaux précédents sur l’encapsulation de

bactéries au sein de billes macroporeuses, nous avons pu développer des biocatalyseurs
innovants. En encapsulant des bactéries surexprimant des enzymes d’intérêt, nous avons
pu réaliser des réactions en cascade et réutiliser les billes sur plusieurs cycles. En utilisant
ces billes en réacteur, aucune stérilisation n’est nécessaire une fois les billes retirées du
milieu. Nous avons étudié ces billes sur des réactions simples d’oxydation et d’hydrolyse.
Cependant, tant que les substrats, les réactifs et les produits impliqués dans les réactions
sont capables de diffuser à travers la structure poreuse contenant les bactéries, tout type
de réaction est envisageable.
Ces billes ouvrent des portes vers des applications multiples dans les domaines de la

chimie, de l’agroalimentaire, pour la transformation de la biomasse par des enzymes ou
des micro-organismes, pour la production d’énergie ou encore pour la biologie synthétique.
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Dans le premier chapitre, nous avons pu voir comment en s’inpirant de la nature,
l’Homme a su développer des matériaux synthétiques d’exception. Nous avons décrit les
différentes méthodes utilisées pour la synthèse de ces matériaux mais aussi étudié com-
ment la combinaison des sciences physiques, chimiques et biologiques permet de faire
avancer la recherche. Ainsi, nous nous sommes particulièrement intéressés à l’utilisation
de la chimie douce et de la matière molle pour la synthèse de matériaux poreux innovants
présentant de réelles applications industrielles. L’idée de cette thèse étant de comprendre
et de synthétiser des nouveaux matériaux poreux innovants pour des applications en bio-
catalyse. Le deuxième chapitre est consacré à l’explication des différents outils nécessaires
à la synthèse et à la caractérisation de ces matériaux.

L’association des émulsions concentrées et des systèmes micellaires conduit à la forma-
tion de matériaux présentant différents niveaux de porosité comme décrit dans le troisième
chapitre. En ajoutant un second niveau de porosité, la structure globale des matériaux est
modifiée ainsi que leurs propriétés. Bien que nous ayons montré uniquement deux voies de
synthèse pour obtenir ces matériaux, il est aisé d’adapter ces voies pour obtenir les maté-
riaux désirés. La mésoporosité pourra être organisée de diverses manières en utilisant des
tensioactifs différents ou en jouant sur la température. Si nous avons également montré
l’importance de l’ajout de sel sur la structure du matériau finale, il reste encore beaucoup
d’études à effectuer pour montrer l’effet de divers agents extérieurs (nature du sel, tem-
pérature, etc). On peut également envisager d’associer ces nouveaux matériaux avec les
émulsions de Pickering pour ouvrir la voie vers des matériaux à porosité hiérarchisée et
contrôlée dont la taille sera définie directement par l’utilisateur.

Les matériaux ont été utilisés pour l’immobilisation de différentes enzymes comme nous
avons pu le voir dans le quatrième chapitre. Ainsi, en immobilisant ces entités au sein des
matériaux, nous avons obtenu des matériaux hybrides. Nous avons montré qu’il est pos-
sible d’immobiliser tous types d’enzymes et que les matériaux obtenus agissent comme
biocatalyseurs. Grâce à leur forme monolithique, ils sont faciles à manipuler et à utili-
ser pour des applications en flux continu. Ces matériaux hybrides ont été utilisés pour la
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dégradation de colorants azoïques qui représente une source majeure de pollution. Contrai-
rement aux biocatalyseurs d’origine polymère, il suffit également de calciner les matériaux
pour éliminer toute trace de matière organique contenue à l’intérieur. Cependant, la struc-
ture du matériau reste intacte et il peut être réutilisé avec de nouvelles enzymes ou pour
d’autres applications. Ces matériaux se sont révelés très efficaces pour dégrader les deux
colorants testés : le RBBR et le Congo Red. En revanche, il serait intéressant de réaliser
une étude sur les mécanismes de dégradation afin de mieux comprendre le rôle de l’en-
zyme et du médiateur. De leur côtés, B. Cui et al [208] ont montré que la dégradation
du Congo Red par une laccase issue de Trametes pubescens s’effectue en plusieurs étapes.
Tout d’abord, il y a réduction de la liaison du groupe azo R−N = N −R′ entraînant la
formation de composés intermédiaires réactifs. Il s’ensuit alors une succession de réactions
conduisant à la formation de composés stables. Les enzymes multi-cuivres sont également
utilisées pour la dégradation de molécules pharmaceutiques et antibiotiques [209]. Cepen-
dant, il n’existe pas d’étude sur l’utilisation de bilirubine oxydase pour la dégradation
de ces molécules et les enzymes produites au laboratoire pourraient être testées afin de
comparer leur efficacité et les mécanismes de dégradation vis-à-vis des laccases.

Enfin, en jouant sur la forme de nos matériaux, des billes poreuses ont été synthétisées.
Ces billes ont été utilisées comme biocatalyseur pour des réactions sous CO2 supercritique
et grâce à leur squelette silicique, ces billes se sont avérées résistantes et très actives par
rapport aux billes commerciales habituellements utilisées. Au vu des résultats obtenus,
des applications à l’échelle industrielle peuvent être envisagées. Ces billes ont également
servi de matrices pour le développement de micro-organismes comme les bactéries E.
coli. A l’intérieur de ces billes, les bactéries sont capables de vivre, de se développer et
sont métaboliquement actives. En associant différentes billes, nous avons pu réaliser des
réactions en cascade. Chaque type de bactérie encapsulée peut réagir avec le milieu réac-
tionnel et diffuser sans contamination biologique externe. Ces microbioréacteurs ouvrent
la voie vers des applications dans les domaines de l’environnement, de la catalyse ou pour
la production d’hydrogène. Très récemment, D. Puyol et al. [210] ont réalisé une étude
sur les bactéries pourpres sulfureuses. Leur étude a montré que sous l’effet d’un courant
électrique et d’un rayonnement infrarouge, ces bactéries phototrophes sont capables de
convertir le carbone issu des déchets organiques tout en générant de l’hydrogène gazeux.
Ces bactéries sont très prometteuses et il est tout à fait envisageable de les encapsuler au
sein de billes de silice. Ces dernières contenant les enzymes pourraient être utilisées pour
la production d’hydrogène sans stérilisation préalable.

En conclusion, nous avons vu que ces matériaux présentent de nombreux avantages et
qu’ils peuvent être utilisés dans de nombreux domaines. Cependant, avant d’envisager des
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applications industrielles ou à plus grande échelle, il est nécessaire de réaliser des études
complémentaires afin d’appronfondir les résultats obtenus et de généraliser les procédés
d’immobilisation et d’encapsulation à d’autres enzymes et micro-organismes.
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Résumé

Bien que les matériaux poreux soient nombreux dans la nature, la synthèse en laboratoire
de matériaux présentant une porosité multi-échelle ou hiérarchisée est toujours délicate. En
utilisant la matière molle (émulsions concentrées, auto-assemblages, mésophases lyotropes, etc)
et le procédé sol-gel, il est possible d’obtenir une grande variété de matériaux monolithiques, à
porosité hiérarchisée, composés d’un squelette silicique. La porosité de ces matériaux peut être
optimisée en jouant avec la nature de l’émulsion, le tensioactif utilisé, ou avec l’ajout d’agent
d’extérieur comme le sel. En combinant ces méthodes, des matériaux possédant une mésoporosité
hexagonale ont été obtenus. Grâce à leur surface riche en silanols, ces matériaux poreux ont été
fonctionnalisés par greffage post-synthèse de molécules organiques. Dès lors, l’immobilisation
d’entités biologiques comme les enzymes au sein de la structure poreuse a permis d’utiliser ces
matériaux pour des réactions d’hydrolyse, de synthèse ou de décoloration en milieu aqueux dans
une approche de « chimie verte ». Enfin, des micro-organismes ont été piégés dans ces matériaux
poreux qui ont été recouverts d’une coque en silice. Les micro-organismes peuvent s’y développer
sans restriction et leur croissance est très différente de celle observée dans les cultures classiques.
La coque en silice, formée en surface, est donc imperméable au passage des bactéries (taille
micrométrique) mais perméable à la diffusion des substrats et des réactifs. Cette diffusion a été
mise à profit pour réaliser des réactions enzymatiques en cascade. Ces matériaux se positionnent
comme des biocatalyseurs très prometteurs pour de nombreuses applications.

Mots clés : matériaux poreux, émulsions concentrées, immobilisation d’enzymes, procédé sol-
gel, biocatalyse

Abstract

Although porous materials are numerous in nature, the laboratory synthesis of materials with
multi-scale or hierarchical porosity is always difficult. By using soft matter (concentrated emul-
sions, self-assemblies, lyotropic mesophases, etc.) and the sol-gel process, it is possible to obtain
a wide variety of monolithic materials with hierarchical porosity composed of a silicic skeleton.
The porosity of these materials can be optimized by playing with the nature of the emulsion,
the surfactant used, or with the addition of external agents such as salt. By combining these me-
thods, materials with hexagonal mesoporosity have been obtained. Thanks to their silanol-rich
surface, these porous materials have been functionalized by post-synthesis grafting of organic
molecules. Therefore, the immobilization of biological entities such as enzymes within the porous
structure has made it possible to use these materials for hydrolysis, synthesis or discoloration
reactions in aqueous media in a "green chemistry" approach. Finally, microorganisms were trap-
ped in these porous materials which were covered with a silica shell. Microorganisms can grow
there without restriction and their growth is very different from that observed in conventional
cultures. The silica shell formed on the surface is therefore impermeable to the passage of bacte-
ria (micrometric size) but permeable to diffusion of substrates and reagents. This diffusion was
used to carry out cascade enzymatic reactions. These materials are positioned as very promising
biocatalysts for many applications.

Keywords : porous materials, concentrated emulsions, enzyme immobilization, sol-gel process,
biocatalysis
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