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INTRODUCTION GENERALE

1. Contexte : le stockage géologique profond des déchets

radioactifs

Les déchets radioactifs sont définis comme toute matiere radioactive pour laquelle aucune
revalorisation n’est prévue ou envisagée dans |'état technique et économique actuel (article L.
542-1-1 du code de l'environnement). La majorité de ces déchets radioactifs provient du
secteur de I'électronucléaire, mais également de la défense, de I'industrie non électronucléaire,
de la recherche et du secteur médical. Afin de déterminer l'issue de ces déchets, ceux-ci sont
classifiés en six catégories en fonction de leur durée de vie et de leur activité (Figure 1) : ainsi
les filieres de gestion des déchets dits VTC (Vie Tres Courte), TFA (Trés Faible Activité) et FMA-
VC (Faible a Moyenne Activité — Vie Courte) sont définies et effectives depuis des dizaines
d'années, tandis que celles des déchets dits FA-VL (Faible Activité — Vie Longue), MA-VL
(Moyenne Activité — Vie Longue) et HA (Haute Activité) sont actuellement en cours d'étude.

100 jours 31 ans
Vie Tres Courte (VTC) | Vie Courte (VC) | Vie Longue (VL) Demni-vie
Tres Fai-?lI:(;Activité TEA S Spdamdh
(TFA) 102 surface
FA-VL
FalblTFic)tMte ViC FMA-VC - Stockage a faible
—> Décroissance profondeur (en
10° | radioactive cours d’étude)
M - Stockage
A?:}c/i?/?tr;e de surface MA-VL
MA
(MA) 10°—
Haute Activité - Stockage géologique HA
(HA) profond (projet Cigéo)
\ 4

Activité
massique (Bg/g)

Figure 1 : Classification des déchets radioactifs et leurs filieres de gestion correspondantes. Les volumes
de déchets indiqués correspondent aux volumes de la fin de l'année 2017[1]

Suite au programme de recherche lancé par la loi Bataille n°91-1381 de 1991 suivie par la loi
du 28 juin 2006, I'ANDRA (Agence Nationale pour la gestion des Déchets Radioactifs) a été
chargée d'étudier I'option du stockage géologique profond des déchets radioactifs. Le principe
du stockage géologique profond consiste a freiner la dissémination des radionucléides et
substances toxiques des déchets radioactifs dans la biosphere par I'action d'une formation
géologique profonde, sur une durée pouvant atteindre plusieurs centaines de milliers d'années
et sans nécessiter toute maintenance et surveillance aprées sa fermeture[2].
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Le projet Cigéo prévoit I'entreposage de 10 000 m* de déchets haute activité (HA) et 75 000
m?® de déchets moyenne activité a vie longue (MA-VL), dans une roche argileuse située a 500
m de profondeur a Bure (Nord-Est de la France, département Meuse-Haute Marne) et datée
du Callovo-Oxfordien (Figure 2)[3]. La construction d'une infrastructure telle que Cigéo
nécessiterai d'importants volumes de matériaux cimentaires, aussi bien pour la construction
des alvéoles de stockage des colis de déchets, que pour les conteneurs de déchets MA-VL ou
le scellement des galeries apres exploitation (Figure 3-Figure 4).

Zone de réception de controle et Zone de soutien aux travaux
de préparation des colis de creusement

Laboratoire
souterrain

Zone de stockage
HA1/HA2
Zone de stockage
MAVL

Figure 2 : Schéma des installations de surface et souterraines de Cigéo, reliées par des liaisons surface-
fond. Adapté de la figure CIM.OEKS.15.0005.C[3]

Comprendre comment ces matériaux cimentaires vont évoluer, d’'un point de vue mécanique,
sous les différentes contraintes environnementales durant et aprés I'exploitation du site
constitue alors un enjeu de sureté majeur. L'évolution du comportement mécanique des
structures cimentaires est principalement la résultante des perturbations physico-chimiques,
sur lesquelles les connaissances continuent de progresser. La composition chimique de |'eau
porale contenue dans la microporosité des matériaux cimentaires est un indicateur de I'état de
dégradation du matériau. Le pH notamment, est un parametre fiable et puissant de I'évolution
chimique des structures cimentaires et sa mesure demeure d'un intérét majeur dans le cadre
du suivi en continu de I'hydratation et du vieillissement. L'acquisition de données
expérimentales est donc essentielle afin de valider les modeles d'hydratation ou de
vieillissement développés a I'IRSN et dans la communauté scientifique. Par ailleurs, I''RSN dans
le cadre de I'ouverture de son programme de recherche a la surveillance des ouvrages du
stockage profond, présente un intérét aux développements de capteurs chimiques robustes
pouvant renseigner sur |'évolution des structures cimentaires afin de les tester in situ dans son
laboratoire souterrain de Tournemire.
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ANDRA
( dgés
C.IM.OEKS.15.0090A

Figure 3 : Représentation d'une alvéole MA-VL avec ['arrangement envisagé des colis de stockage des
déchets MA-VL — Différents matériaux cimentaires seront utilisés au niveau de la conception de l'alvéole
et pour l'élaboration des colis ANDRA [3]

Vue schématique
Galerie

Matériau de
remplissage

)

. W, ———

Protection Colis de stockage Intercalaire
radiologique

Bouchon
d'obturation

Intercalaire

( ANDRA
agéo
C.IMOEKS.15.0037 8

Figure 4 : Représentation d'une alvéole HA pour la réception des déchets HAT et HAZ2 - Différents
matériaux cimentaires seront utilisés pour la conception de l'alvéole[3]

2. Objectif : élaboration d'une optode dédiée a la mesure du pH du

béton

Plusieurs outils de mesure du pH ont été développés afin de répondre a des demandes
spécifiques des secteurs de la recherche et de l'industrie. En raison de leur précision, les
méthodes électrochimiques sont conventionnellement employées mais les électrodes
induisent des mesures peu fiables pour des pH extrémes et deviennent instables sur des durées
longues. Les sondes optiques exploitant un transducteur chimique, ou optodes, constituent
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une option intéressante pour le suivi in situ de la variation du pH des bétons, sur des durées
longues. Néanmoins, les systemes décrits dans la littérature ne sont pas applicables pour le
suivi en temps réel de variation de hauts pH (> 13).

Dans ce contexte, les objectifs fixés sont de concevoir et de réaliser une optode de pH afin de
suivre I'hydratation et le vieillissement de matériaux cimentaires in situ, depuis la prise jusqu’a
plusieurs mois/années, dans une perspective de stockage géologique profond de déchets
radioactifs. Dans le cadre de cette these, la nature des transducteurs chimiques employés pour
le développement des optodes se limite a des sondes moléculaires de pH fluorescentes. A
terme, I'élaboration d'un tel outil permettrait de confronter les résultats expérimentaux
nouvellement acquis aux modeles mathématiques d'hydratation et de vieillissement des
matériaux cimentaires préexistants.

3. Approche expérimentale et méthodologie

L'élaboration d'optodes de pH basées sur des sondes moléculaires fluorescentes nécessite
plusieurs étapes de développement (Figure 5):

- Une sélection et une synthése de la sonde moléculaire de pH fluorescente précede
I'étude du composé en solution. La réponse de la sonde fluorescente aux variations de
pH est notamment étudiée afin de valider la structure moléculaire ;

- Le piégeage de la sonde de pH dans une matrice solide permet d'inclure celle-ci dans
I'optode. La seconde étape est alors constituée d'une sélection de la matrice solide
permettant le piégeage chimique ou physique de la sonde de pH. L'étude des
propriétés photochimiques de la matrice dopée en fonction des variations de pH
permet de valider la pertinence du matériau synthétisé ;

- Le choix de I'instrumentation et du systeme d'acquisition permettant de constituer un
systeme de mesure optique du pH, adapté aux matériaux cimentaires. Cette étape de
développement d’'un banc optique constitue un travail rigoureux afin d'obtenir un outil
de mesure précis, avec un signal peu bruité et découplé des perturbations extérieures ;

- Une étape finale de validation de I'optode de pH et la preuve de concept appliquée aux
matériaux cimentaires permet de confirmer ou d'infirmer la pertinence de I'outil
développé en fonction de I'application visée.

Ce manuscrit de these s'applique a résumer la littérature portant sur la mesure du pH de
matériaux cimentaires afin de définir les spécificités des matériaux étudiés. Un focus sur la
mesure du pH par fluorescence dans le premier chapitre permet d'introduire les notions de
sondes moléculaires de pH fluorescentes et de capteurs optiques de pH — ou optodes —
développés a partir des sondes fluorescentes de pH. Un second chapitre décrit le
développement d'une optode de pH a partir d'un dérivé naphthalimide ; le NaphthAlkyne-
OMe. La synthése de matériaux polymeres dopés avec le NaphthAlkyne-OMe est décrite, ainsi
que le développement de l'optode de pH. Les limites de cette premiere optode de pH
développée sont également discutées dans ce chapitre et justifient les choix effectués pour la
suite de la these. Un troisieme chapitre décrit le développement d'optodes a partir de sondes
de pH basée sur un péryléne. De la méme maniere, les matrices solides synthétisées a partir de
ces sondes de pH sont décrites et les résultats obtenus y sont discutés. Une conclusion générale
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cloture ce manuscrit et détermine les axes de recherche pouvant découler de ce travail de
développement d'un outil de mesure du pH pour les matériaux cimentaires.

Choix / synthése de la sonde moléculaire de
pH fluorescente

Intégration de la sonde de pH fluorescente a
une matrice solide

Développement de l'optode de pH : choix de
I'instrumentation et systeme d’acquisition

Preuve de concept : application aux
matériaux cimentaires

Figure 5 : Méthodologie suivie pour le développement d'optodes de pH basées sur des sondes
moléculaires fluorescentes, pour une mesure dans les matériaux cimentaires
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CHAPITRE | — MESURE DU pH DE MATERIAUX
CIMENTAIRES

I Le potentiel d’hydrogéne ou pH : définition et mesure

I.1. pH : définitions et intérét de la mesure

L'introduction du terme ‘acide’ date de I’Antiquité avec le constat que certaines solutions comme le
vinaigre possédent un go(t aigre (en latin acidus : aigre et acetum : vinaigre). Le terme ‘alcalin’, dérivé
de I'arabe al-kali (cendre de plantes), est quant a lui introduit par I'alchimiste Geber (Abu usa Jabir lbn
Hayyan Al-Sufi) qui décrit la préparation d’alkali végétal ctabaustique correspondant a I’hydroxyde de
potassium KOH[1]. Le concept de pH a été introduit plus tardivement en 1909 par le biochimiste Soren
P. L. Sérensen lors de ses travaux portant sur l'effet des ions H" sur I'activité des enzymes[2].
S’intéressant a 'utilisation d’une électrode H*/Pt/H, afin de mesurer 'acidité de solutions il introduit
le terme initialement noté py afin de simplifier I'écriture de I’équation régissant le potentiel de
I’électrode (Eq. | - 1), avec E°=0 le potentiel d’électrode standard mesuré par rapport au couple H'/H,
et une pression P(H,) fixée a 1 atm. Le potentiel de I'électrode étant proportionnel & — log ([H*]),
Sérensen propose de noter cette valeur py = — log ([H*]). En d’autres termes, Sérensen propose de
noter la concentration [H'] comme une puissance négative de 10, soit 107"1 ¢’ol la notation ‘p’
référant a la puissance (potenz en allemand ou power en anglais)[3]. En 1924, SGrensen met en
évidence le fait que le pH ne dépend pas uniquement de la concentration en ions H" mais plutdt de
I"activité des ions en solution. Cette seconde définition sera publiée et rejoint le concept moderne du
pH : py = — log (a(H™)). La premiére notation py sera progressivement remplacée par des notations
alternatives comme py, ou Ph avant que le terme pH soit adopté par le Journal of Biological
Chemistry[3].

=B+ 23 x5 x log (i) :
E—E+2,3><Fxlog T Eq.l-1
Actuellement, le pH ou potentiel d’hydrogéne correspond & une mesure de I'activité des hydrons H*
en solution. En solution aqueuse, les ions hydrons se trouvent sous la forme d’ions hydronium H;0" et
le pH correspond alors a la mesure de I'activité de ces derniers, on retrouve la définition :

pH = —log (a(H;0™)) Eq.1-2
L'IUPAC (Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée) définit également le pH comme :
pH = —log(a(H")) = —log (mHJrTXoy”Jr) Eq.1-3

avec yy+ le coefficient d’activité molale de I'ion H* pour une molalité my+ et m° la molalité
standard[4]. D’apres I'lUPAC, la difficulté rencontrée pour définir le pH provient de I'impossibilité de
mesurer la grandeur définissant la notion de pH : en effet, I'activité de I'ion H" ne constitue pas une
grandeur thermodynamique mesurable. Dans son compendium de terminologie, I'lUPAC fournit alors
une définition théorique du pH, complétée par une méthode primaire de mesure [5]. Une échelle de
pH logarithmique et adimensionnelle peut étre définie en fonction des concentrations des ions [H'] ou
[HO] : plus le pH augmente et plus une solution est dite basique ou alcaline (Figure | - 1). Généralement
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définie en solution aqueuse, cette échelle se limite a la gamme pH=0-14 en raison de la réaction
d’autoprotolyse de I'eau, pour laquelle une constante d’équilibre K. = 10™ est définie.

< ACIDE NEUTRE BASE >

i
i
|

O TR

[H30%]
mol/L

10° 1071 1072 10 10* 105 10° 1077 10® 10° 1071 10711 10712 10718 1071%]

[10™ 102 102 107 107 10° 10°® 107 10° 10° 10* 10 102 10! 10° [HO™]
mol/L

Figure | - 1 : Echelle de pH et concentrations en ions [H+] et [OH-] correspondantes

Le pH constitue un parametre essentiel suivi dans une multitude de domaines comme I'analyse des
eaux potables[6], la production de biomasse dans les photobioréacteurs,[7] I'étude des sols,[8] le suivi
de l'efficacité de traitements en médecine,[9] ou encore le suivi de la corrosion dans I'industrie
pétroliere par exemple[10]. Sa mesure demeure également d’un intérét majeur dans le domaine des
matériaux cimentaires, par exemple pour le développement de nouveaux liants hydrauliques pour les
bétons bas pH'[11]. Durant la phase d’hydratation du ciment, caractérisée par la mise en contact du
ciment avec l'eau, le pH reflete la cinétique des réactions chimiques se produisant et son suivi
permettrai de mieux appréhender I'évolution de ces réactions durant les phases de maturation et de
vieillissement du béton. Le suivi du pH durant une lixiviation du béton pourrait permettre de suivre la
cinétique de dilution des ions présents dans le béton étudié, de suivre la vitesse de dégradation du
béton ou I'augmentation de porosité, afin de confronter les données expérimentales acquises avec les
modeles numériques proposés par Mainguy et al.[12] ou Carde et al.[13] par exemple.

I.2. Méthodes commerciales de mesure du pH

Plusieurs outils de mesure de pH sont présentés dans le commerce et se divisent principalement en
deux catégories : les méthodes électrochimiques et les méthodes optiques. La sélection d’une
méthode de mesure repose sur plusieurs criteres comme la compatibilité de I'outil avec la nature
physico-chimique du milieu étudié, la précision recherchée pour I'application visée, le temps de
réponse de I'outil, sa facilité de mise en place ou des critéres de colt. La majorité des mesures précises
de pH sont réalisées a I'aide d’un pH-meétre composé d’une sonde de mesure spécifique préalablement
calibrée dans plusieurs solutions tampons d’activités a(H+) connues. D’apres la loi de Nersnt (Eq. | - 6),
une mesure de pH n’est valable qu’a une température donnée, ce qui justifie la présence d’une sonde
de température généralement associée a I'électrode de pH.

I.2.a. Méthodes électrochimiques

ELECTRODES DE pH EN VERRE

Les électrodes de pH en verre sont largement utilisées pour des mesures de contréle de pH en
recherche comme en production industrielle. Les électrodes de pH en verre sont constituées d’'un
couple d’électrode : une électrode en verre en contact avec la solution de mesure est associée a une

! Les matériaux cimentaires dits ‘bas pH’ ont été développés pour les applications de stockage géologique profond de déchets radioactifs.
Ces formulations répondent a plusieurs critéres : la solution interstitielle posséde un pH proche de 11 aprés un an d’hydratation,
I"échauffement due a I'hydratation du ciment est inférieur a 20°C, le retrait est modéré et la résistance mécanique a la compression est
élevée.
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électrode de référence dans un dispositif de mesure appelé ’électrode de pH combinée’, ou plus
généralement’électrode de pH en verre’. Les électrodes en verre mesurent une différence de potentiel
entre I'électrode de référence et I'électrode sensible aux variations de a(H+). Comme illustré en Figure
| - 2, une électrode combinée est composée d’'une membrane en verre de composition définie : pour
les solutions de laboratoire standard cette membrane est composée de SiO, enrichi d’oxydes
métalliques comme Na,O et CaO [14]. L’ajout d’atomes d’oxygéne non liés a des atomes de silicium
dans la matrice SiO, permet d’obtenir des charges négatives grace auxquelles les ions H;0" de la
solution vont pouvoir diffuser. Cette hydratation de la membrane en verre se produit uniguement en
surface de I'électrode en verre selon I'équilibre :

Si—0~ + H;0*=Si—0—-H+ H,0 Eq.1-4

Une différence de potentiel AE,, entre la surface de la membrane en verre et I'intérieur du verre non
hydraté est créée. Cette électrode en verre est remplie d’une solution interne standard d’activité a(H+)
connue, typiquement une solution tampon a pH = 7, en contact direct avec I'électrode interne qui peut
étre un fil d’argent recouvert d’'un sel AgCl par exemple. L’électrode de référence peut également
correspondre a une électrode Ag/AgCl en contact avec une solution saturée de KCl par exemple, dont
le potentiel reste constant. La présence d’un diaphragme entre la solution sondée et la solution saturée
en KCl permet d’isoler I'électrode de référence de la solution sondée, sans rompre la connexion
électrique entre les deux solutions : une différence de potentiel AE;y est mesurable.

G,

AEexr | AEin
— Remplissage de la solution de référence
———— Solution de référence saturée KCl
Electrode de référence Ag/AgCl ———
Electrode interne Ag/AgCl
Diaphragme
i <> AE;
Solution tampon interne
Membrane de verre AE,,

Figure | - 2 : Représentation schématique d'une électrode combinée de pH en verre: I'électrode de référence
Ag/AgCl est immergée dans une solution saturée de KCl et est associée a une électrode en verre

Une électrode de verre correspond alors a une cellule électrochimique notée comme :

Ag/AgCl interme | solution tampon interne | membrane en verre | solution sondée || solution KCl saturée | Ag/AgCl

avec une double barre verticale symbolisant une jonction électrolytique par opposition aux barres
verticales simples symbolisant une interface entre deux phases. La différence de potentiel mesurée
entre |'électrode de référence et I'électrode de verre peut étre définie par I’équation suivante, d’apres
les notations indiquées sur la Figure | - 2 [14] :

E = Ein - AEem - AEI] - Eext Eq |-5

avec E;, et E.,; les potentiels des électrodes interne et externe, AE., la différence de potentiel de part
et d’autre de la membrane en verre et AE; la différence de potentiel de part et d’autre du diaphragme
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(Figure I - 2). L’équation de Nernst pour une solution diluée dans les conditions standards permet alors
d’écrire AE., en fonction du rapport logarithmique des concentrations en ions H" :

[H+]in

[H+]ext Eq I i 6

AEem = 2,303 x = xlog
avec R la constante des gaz parfaits, T la température, F la constante de Faraday, [H']in et [H']ex les
concentrations en ions dans la solution tampon interne et dans la solution sondée respectivement. Or,
[H'lin, Ein, Eex, €t Ejj étant constantes, les deux équations précédentes permettent de prouver que la
différence de potentiel mesurée est une fonction linéaire du pH de la solution sondée pHs = - log[H']s,
avec E’ une constante :

E=E - 2303 x~ X pHs Eq.1-7

D’aprés cette équation, une calibration en deux points est suffisante et permet de déduire la droite de
calibration de I’électrode en verre. Une calibration en deux points permet de déterminer la pente de
la droite de calibration k’ (a comparer avec le facteur théorique de Nernst) et le paramétre pH,
correspondant a la valeur de pH pour laquelle la différence de potentiel lue est nulle. Les relations
suivantes sont alors vérifiées [15]:

E1-E;

k= pH(S1)—pH(S2)

Eq.1-8
avec E1, E2 les différences de potentiels mesurés dans les solutions de calibration 1 et 2
respectivement, pH(S1), pH(S,) les valeurs de pH des solutions de calibration 1 et 2 respectivement, et :

pH(S1)-pH(S;)

pHO = pHX (Sl + E1 X E,—E,

) Eq.1-9

Cependant une calibration en deux points peut entrainer une incertitude de détermination sur k’
comme illustré par la Figure | - 3 (adaptée de [15]) : augmenter le nombre de points de calibration

permet d’obtenir un facteur d’efficacité électromotrice 5= ?' proche de 1, témoignant d’une électrode

pertinente.
A E
A pH(S) A pH(Sy)
H(S
E, PH(S2) S E, PH(S2)
PH(S3) PH(S3)
> pH » pH
pH, pH, P

Figure | - 3 : Comparaison des incertitudes liées a une calibration en deux points (gauche) et une calibration en
trois points (droite) par une électrode de pH potentiométrique

Les électrodes de pH en verre présentent cependant quelques limites :

- ERREUR ALCALINE : les électrodes en verre présenteront invariablement une erreur alcaline pour
les solutions concentrées. En effet la sélectivité de la membrane en verre vis-a-vis des ions
H;0" n’est pas absolue, par conséquent les ions de taille comparable K" ou Na* généralement
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présents dans les solutions alcalines occuperont quelques sites Si — O~ de la membrane et
modifieront le potentiel en surface de I'électrode en verre. Typiquement, lorsque la solution
sondée possede un pH ~ 11, 'erreur alcaline doit étre considérée [14]. L’erreur alcaline peut
étre limitée grace a l'utilisation d’une électrode de pH alcaline, pour laquelle la formulation de
la membrane en verre est modifiée, par exemple la composition 22% Na,O, 6% Ca0, 72% SiO,
en pourcentage molaire permet d’améliorer la sélectivité vis-a-vis des ions H' [16]. Au-dela de
la sélectivité de I’électrode, sa durabilité et son hydrophilicité restent des critéres clés lors de
la formulation du verre hydraté.

- POLLUTION DE LA MEMBRANE EN VERRE : les solutions contenant de nombreuses particules, des
protéines, des tensio-actifs ou des métaux nobles conduisent a un dépdét sur la membrane,
entrainant une modification de la différence de potentiel lue par le pH-meétre. Dans certains
cas, un simple nettoyage de la membrane dans une solution acide entre chaque mesure
permet de limiter I'incertitude liée a cette pollution.

- INCOMPATIBILITE AVEC LES MILIEUX AGRESSIFS : les électrodes en verre sont incompatibles avec les
solutions contenant de I'acide fluorhydrique HF et leur utilisation prolongée dans des solutions
hautement alcalines conduit a leur dégradation. De plus, les électrodes en verre ne sont pas
résistantes aux pressions et aux températures élevées. Des formulations de verre spécifiques
sont désormais commercialisées mais 'orientation vers différents outils de mesure reste a
considérer en fonction de I'application visée.

ELECTRODES DE pH METALLIQUES

Les électrodes de pH métalliques offrent une alternative lorsque I'utilisation d’électrodes en verre
n’est pas envisageable. Leur utilisation correspond également a une mesure potentiometrique et
plusieurs systemes existent parmi lesquels I'électrode a hydrogene, I'électrode a quinhydrone et
I’électrode d’antimoine sont les plus utilisées. L’électrode a hydrogéne seule peut servir d’électrode
de référence pour I'élaboration de différentes électrodes combinées. Elle a été utilisée pour
déterminer le pH de solutions depuis les années 20, avec un protocole optimisé de détermination du
pH a l'aide d’une électrode a hydrogene publié par Harry M. Jones en 1919 par exemple [17].
L’électrode a hydrogene est obtenue par électrodéposition d’une grille en noir de platine sur un fil ou
une feuille de platine. Une saturation en H, par adsorption des molécules en surface du noir de platine
est assurée par un barbotage continu de H, dans la solution acide entourant I'électrode (solution avec
une concentration [H30"] = 1M) [18]. Les réactions électrochimiques suivantes se produisent alors au
niveau de I'électrode a hydrogene :

(1): H, = 2H Eq. |- 10
(2) : 2H = 2H* + 2e” Eq.1-11

Le potentiel au niveau de I'électrode a hydrogene est déterminé par I’équation de Nernst, avec Py, la
pression partielle en H, :

° RT A+
En+/m, = Ey+/p, + 5 Xlog (L) Eq.1-12

Py,

Lorsque Py, = 1atm, an. = 1 et E yii2 = 0 par définition, I’Eq. | - 12 peut étre exprimée directement en
fonction du pH de la solution :

Ey+/m, = 0,059xlog(ay+) = —0,059 xpH Eq.1-13

Le systéme composé d’une électrode a hydrogéne associée a une électrode de référence de type Ag-
AgCl permet de mesurer le pH d’une solution : celui-ci est proportionnel a la différence de potentiel
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mesurée entre les deux électrodes d’aprés I'équation de Nernst. Nécessitant I|'utilisation de
dihydrogene H, pur, 'emploi d’une électrode a hydrogene reste limitée a des opérations de calibration
et son usage constitue une méthode de référence grace a la reproductibilité des mesures et un faible
offset de tension [18].

L'électrode a quinhydrone a été développée comme alternative a I'électrode a hydrogéne dont
I'utilisation était complexe. Historiquement, elle a été utilisée pour mesurer le pH de solution
faiblement acides contenant des protéines et des matieres grasses, comme les produits laitiers par
exemple [19]. Lélectrode a quinhydrone consiste en un fil de platine devant étre immergé dans la
solution de mesure. La solution aqueuse est saturée en quinhydrone qui se décompose en
hydroquinone et benzoquinone selon la réaction décrite en Figure | - 4. La solution sondée contient
alors un mélange équimolaire d’hydroquinone (HQ) et benzoquinone (BQ) et I'équation de Nernst
s’écrit alors :

— po RT aBQ 2
E = E°+ o5 X <log (Kq) + log (aH+)> Eq.1-14

Pour une solution de (HQ) et (BQ) équimolaire, le potentiel mesuré entre I'électrode de quinhydrone
et une électrode de référence dépend alors de I'activité des ions H" en solution et permet d’en déduire
le pH [20]. La quinhydrone pouvant étre oxydée ou réduite en solution, I'utilisation de I'électrode est
limitée aux solutions faiblement acides ne contenant pas d’agent oxydants ou réducteurs. De plus,
pour un pH > 8, I'équilibre définissant la mesure du pH (Eqg. | - 15) est perturbé et 'utilisation de
I’électrode a quinhydrone n’est plus recommandée.

(HQ) = (BQ) + 2H" + 2¢ Eq.1-15
O-H------ P OH O
(Q) : quinhydrone
g * (HQ) : hydroquinone
| (BQ) : benzoquinone
O-H------ @) OH (o)
Q (HQ) (BQ)
violet incolore jaune

Figure | - 4 : Décomposition de la quinhydrone en hydroquinone et benzoquinone dans une solution aqueuse

L’électrode a antimoine est largement décrite dans la littérature pour son utilisation dans la gamme
pH = 3-11[20]. Elle est constituée d’un fil d’antimoine poli plongé dans la solution dont le pH doit étre
déterminé, et son association a une électrode de référence permet de mesurer la différence de
potentiel entre les électrodes et d’en déduire le pH aprés application de I'équation de Nernst. La
réaction de I'antimoine avec une solution aqueuse dépend de la concentration en ions H;O" et est
décrite par la réaction suivante :

Sb,03 + 6H* + 6e™ = 2Sbg) + 3H,0 Eq.1-16

Cependant, une incertitude liée au degré de polissage du fil en antimoine restreint son utilisation a des
mesures peu précises. Elle constitue la méthode de choix en industrie pour une détermination non
précise dans des solutions contenant de I'acide fluorhydrique en raison de sa compatibilité chimique
avec ce dernier, sa facilité d’utilisation et sa miniaturisation [21].
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CAPTEURS DE pH BASES SUR UN SEMI-CONDUCTEUR

Les capteurs de pH ISFET (lon-Sensitive Field-Effect Transistor) ont été développés pour les milieux non
compatibles avec les électrodes de pH en verre. lls se basent sur la technologie MOSFET (Metal Oxide
Field-Effect Transistor) utilisée en électronique. L’architecture d’un capteur de pH IFSET est
comparable a I'architecture d’un dispositif MOSFET (Figure | - 5 adaptée de [14]). Le principe d’un
capteur ISFET repose sur le remplacement de la grille habituellement retrouvée dans les dispositifs
MOSFETSs par une électrode de référence miniaturisée. La solution dont le pH doit étre déterminé est
en contact avec cette électrode de référence et I'oxyde métallique isolant (par exemple SiO,, Al,03; ou
Ta,0s) dont le potentiel dépend de I'activité des ions H* en solution. De maniére comparable au
fonctionnement d’un dispositif MOSFET, I'application d’une tension de grille Vi induit une tension de
drain Vp. Par conséquent, dans le cas des capteurs de pH, le courant de drain I, sera fonction de
I’activité des ions H" en solution, et donc du pH de la solution étudiée. La miniaturisation des capteurs
ISFET est un domaine en plein essor. Cui et al. ont par exemple développé un nanofil en silicium dopé
en bore et greffé avec un groupement 3-aminopropyltri-ethoxysilane[22]. Le nanofil présente des
groupements -NH, et -SiOH terminaux. La déprotonation des groupements -SiOH en —SiO” conduit a
'augmentation de la conductance du nanofil de type p, et inversement la protonation des
groupements -NH, en —NH;' conduit a une diminution de la conductance. La conductance du nanofil
est alors directement liée au pH de la solution et cette propriété est exploitée pour développer un
capteur de pH ISFET miniaturisé pour une gamme de pH = 2-9. Les auteurs suggerent une utilisation
dans le domaine de la biologie et des diagnostiques in vivo. A cette possibilité de miniaturisation
s’ajoutent les avantages d’un colt de production réduit par rapport aux électrodes en verre et un
temps de réponse court de quelques secondes. MICROSENS a par exemple développé une électrode
de pH ISFET ‘MSFET 3330 pH-ISFET sensor’ adaptée a la gamme de pH = 1-12 et cite un temps de
réponse inférieur a la seconde, une sensibilité de 50 mV/pH. Des désavantages liés a 'utilisation de
capteurs ISFET sont tout de méme cités, notamment une dérive de la réponse du composant
conduisant a une sensibilité dégradée au cours du temps[23]. De plus, les oxydes métalliques
généralement utilisés pour le développement des capteurs ISFET ne suivent pas la loi de Nernst vis-a-
vis des protons H;0", ce qui résulte en une sensibilité faible du capteur : le développement d’oxydes
métalliques spécifiques pour I'application, de type SisN,O, ou Ta,Os, est alors nécessaire pour se
rapprocher d’'un comportement suivant la loi de Nernst [14].

Dispositif MOSFET Capteur de pH ISFET
- + -
1
- + V - | l + VG
1 G
|'|' . I l l_T Electrode de
Grille Solution référence
‘ solant : oxyde métalllﬁue [ll1/Isolant:joxyde métalligue Si05 ']
N Canal y I Canal H :
Source Ip Drain Source Ip Drain
Semi-conducteur de type p Semi-conducteur de type p: Si
J Substrat J

Figure I - 5 : Comparaison des architectures d'un composant MOSFET et d'un capteur de pH ISFET en SiO,
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1.2.b. Méthodes optiques

MESURE DE L’ABSORBANCE OU DE LA REFLECTANCE

L'utilisation d’espéces chimiques dont I'absorbance varie en fonction du pH correspond a la premiere
méthode optique développée (voir Ill.1. pour la définition de la notion d’absorbance). En effet, la
premiére utilisation connue du litmus, une solution fermentée extraite de lichens, date du XVI®™e sigcle
et permettait de tester I'acidité de différents milieux[24]. Le 7-hydroxyphenoxazone composant le
litmus présente une couleur rouge lorsque le pH est inférieur a 4,5 et une couleur bleue lorsque le pH
est supérieur a 8,3 en raison de la présence d’un hydroxybenzéne associé a I'oxazine (Figure | - 6).
Ainsi, 'une des premiéres méthodes optiques de mesure du pH était basée sur I'adsorption du litmus
sur des bandelettes de papier afin de constituer un papier pH.

}-Il o] 0] 0
N HO" N HO" N
® _— = — =
0 = OO0 2 o
HO 0o H,0* HO 0 H,0* O o]
Acide: rouge Neutre: violet Base: bleu

Figure | - 6 : Formes acide, neutre et basique du 7-hydroxyphenoxazone ou litmus et couleurs correspondantes

Plus généralement, les indicateurs colorés de pH sont des composés halochromiques permettant
d’évaluer le pH grace a un changement de couleur. Ce changement de couleur résulte de leur
modification de structure due a leur protonation/déprotonation, et conduit alors a une modification
de leur spectre d’absorption. Les premiers indicateurs colorés étaient des especes naturelles extraites
de plantes mais des composés synthétiques plus stables sont généralement utilisés de nos jours [25].
Ils sont commercialisés sous forme de solutions pouvant étre additionnés a une solution dont le pH
doit étre déterminé, ou de papier pH consistant en une série d’indicateurs colorés greffée sur une
bandelette de papier. Les indicateurs colorés correspondent a des acides ou des bases faibles se
dissociant dans une solution aqueuse, dont la dissociation entraine un changement de couleur. Pour
un indicateur coloré de pH correspondant a un acide faible noté HA, la réaction de dissociation s’écrit

HA+ H,0 = H;0" + A Eq.1-17
avec A’ la base conjuguée de I'acide faible HA. La constante de dissociation est définie par :

_ [AT]x[HT]

Ka [HA]

Eq.1-18
L’équation d’Henderson-Hasselback permet alors de relier le pH de la solution au ratio des
concentrations entre les espéces HA et A, avec la notation :

pK, = —log(K,) Eqg.1-19

— a7 -
pH = pK, + log (HA] Eq.1-20

Pour le cas de cet acide faible, trois situations peuvent se présenter :

- pH<pKa:alors [HA] > [AT] et |la couleur de I'espéce acide est pergue

- pH=pKa:[HA] = [A], les concentrations des especes acide et basique sont égales et |la zone
de virage de l'indicateur est atteinte. La couleur percue dans la zone de virage est appelée
teinte sensible

- pH>pKa:alors [A]>[HA] et la couleur de I'espéce basique est percue.
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Un indicateur coloré donné est destiné a une gamme de pH déterminée par son pKa : cette gamme de
pH correspond a lI'intervalle [pKa - 1;pKa + 1] [25]. Les indicateurs colorés ne peuvent pas étre utilisés
pour des solutions elles-mémes colorées ou troubles, pour lesquelles la lecture du virage de pH serait
perturbée.

MESURE DE LA LUMINESCENCE

Le terme ‘luminescence’ regroupe I'ensemble des phénomeénes d’émission de photons résultant d’une
excitation électrique (électroluminescence), chimique (chimiluminescence), enzymatique
(bioluminescence), thermique (thermoluminescence ou cryoluminescence), mécanique
(mécaluminescence), par irradiation de rayons X (radioluminescence) ou par absorption de photons
(photoluminescence). La photoluminescence peut étre un phénomene photophysique lent ou rapide ;
on parle de phosphorescence et de fluorescence respectivement. Les caractéristiques de ces derniers
phénomeénes photophysiques sont développés en partie lll.

La phosphorescence et la fluorescence de composés organiques et inorganiques ont été exploitées
afin de développer des méthodes de mesure du pH, notamment pour la mesure du pH sanguin ou le
suivi de pH de bioprocédés[24]. Un effort de recherche et développement conséquent et croissant est
fourni pour le développement de capteurs optiques de pH basés sur la fluorescence durant la derniere
décennie (Figure | - 7).
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Figure I - 7 : Nombre de publications décrivant le développement de capteurs optiques de pH basés sur la
fluorescence (données extraites de Web of Science™)
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Il. Mesure du pH des matériaux cimentaires

La mesure du pH demeure d’un intérét majeur dans le domaine des matériaux cimentaires. Durant la
phase d’hydratation du ciment, caractérisée par la mise en contact du ciment avec I'eau, le pH reflete
la cinétique des réactions chimiques entre les grains anhydres et I'eau, suivi de la formation des
hydrates. Son suivi permettrait de mieux appréhender I’évolution de ces réactions durant les phases
d’hydratation et de vieillissement du béton. Connaitre I’évolution du pH durant une lixiviation du béton
pourrait permettre de suivre la cinétique de dilution des ions présents dans le béton étudié, de suivre
la vitesse de dégradation du béton ou I'augmentation de porosité, afin de confronter les données
expérimentales acquises avec les modeles numériques proposés par Mainguy et al. [12] ou Carde et
al. [13] par exemple. Le suivi du pH de bétons armés est un autre exemple : en effet un seuil de
pH=11,3-12,1 en dessous duquel la corrosion de I'armature du béton armé débute a été défini par Liu
et al. [26], le suivi du pH in situ permettrait alors de définir ce seuil de corrosion avec précision en
fonction de la nature chimique du béton étudié et de son environnement physico-chimique.

I1.1. Chimie des matériaux cimentaires : mécanismes et réactions

Bien que connus de I’'Homme depuis I'époque romaine et ayant connu une industrialisation conduisant
a leur utilisation largement répandue de nos jours, les matériaux cimentaires ne sont pas totalement
appréhendés, notamment d’'un point de vue physico-chimique. En effet, en raison de la nature
interdépendante et complexe des phénomeénes physico-chimiques enclenchés par I'hydratation du
ciment, la résolution des mécanismes individuels et de leur cinétique est rendue difficile.

Il.1.a. Notation cimentaire ou CCN (Cement Chemistry Notation)

Une nomenclature spécifique au domaine des matériaux cimentaires est employée : elle consiste a
abréger chaque oxyde par son initiale afin d’alléger la lecture. Les anhydres et hydrates sont alors
simplement écrits par association des notations des oxydes correspondants. Le Tableau | - 1 présente
les notations de quelques oxydes communs, tandis que le Tableau | - 2 présente celles des principales
phases minérales anhydres composant le ciment.

Oxydes Notation CCN Appellation

H,O H Eau

CaOo C Oxyde de calcium ou chaux vive
Sio, S Silice

Al,O3 A Alumine
Fe,03 F Oxyde de fer ou hématite
MgO M Oxyde de magnésium ou périclase
co, C Dioxyde de carbone

Tableau | - 1 : Principaux oxydes composant le ciment - Notations cimentaires et appellations correspondantes
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Phase minérale anhydre Formule chimique Notation CCN Appellation

Silicate tricalcique 3Ca0.Si0, CsS Alite
Silicate de dicalcium 2Ca0.Si0, C,S Bélite
Aluminate de tricalcium 3Ca0.Al,03 C5A Célite
Aluminoferrite tétracalcique 4Ca0.Al,05.Fe,05 C,AF Ferrite

Tableau | - 2 : Principales phases minérales composant le ciment, formules chimiques, notations cimentaires et
appellations correspondantes

I.1.b. Ciment et matériaux cimentaires

La norme NF EN 197-1 définit le mot ‘ciment’ comme « un liant hydraulique, c’est-a-dire un matériau
minéral finement moulu qui, gdché avec de I'’eau, forme une pédte qui fait prise et durcit par suite de
réactions et de processus d’hydratation et qui, aprés durcissement conserve sa résistance et sa stabilité,
méme sous I’eau ». Les ciments sont généralement obtenus par la combinaison de silice SiO,, de chaux
Cao, d’alumine Al,0; et d’oxyde de fer Fe,0s extraits de roches calcaires et d’argiles. Les roches
calcaires et les argiles sont extraites de carrieres, broyées, puis calcinées a haute température dans un
four a ciment (T = 1450°C) afin d’obtenir une décarbonatation totale des différents éléments [27]
(Figure | - 8). Le produit extrait du four de calcination est appelé clinker et confere les propriétés
hydrauliques au ciment.

Four a ciment
- Combustibles

Calcaire et argile

Gravier, sable et Feau Ciment Portland Calcaire / gypse Clinker

Figure I - 8 : lllustration du procédé de fabrication du ciment Portland (source :redecouvrirlebeton.ca)

De maniere générale, quatre phases minérales sont retrouvées dans les ciments, celles-ci sont
présentées dans le [27]. Les différents clinkers composant les ciments varient alors en fonction de leur
composition : ainsi le clinker ordinaire ou clinker Portland est composé d’un rapport massique de 50-
70% de CsS, 15-30% de C,S, 2-15% de C3A et 5-15% de C,4AF, alors que le clinker Portland blanc contient
moins de 1% de C,AF [28]. Des composés réactifs additionnels peuvent étre ajoutés afin de moduler
les propriétés hydrauliques ou pouzzolaniques : ainsi I'ajout de laitier de haut fourneau modifie les
propriétés hydrauliques correspondant a la capacité d’un matériau a former un liant en présence d’eau
et a durcir, alors que I'ajout de fumée de silice impact les propriétés pouzzolaniques correspondant a
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la capacité d’un matériau a former un liant en se combinant a la chaux, en présence d’eau et a
température ambiante. Des ajouts inertes dits fillers peuvent également étre effectués : ceux-ci ne
réagissent pas avec le clinker lors de son hydratation mais vont modifier les propriétés mécaniques du
matériau cimentaire obtenu.

L’addition de sable, de gravier et d’eau dans le ciment permet d’obtenir un béton. Des adjuvants ou
ajouts cimentaires peuvent également étre incorporés afin de modifier la rhéologie du mélange ou de
conférer des propriétés spécifiques au matériau.

11.2.c. Hydratation du ciment

L’hydratation du ciment est définie comme I'ensemble des réactions chimiques résultant du contact
entre I'eau additionnée aux phases minérales composant le ciment. En d’autres termes, les quatre
phases anhydres composant le ciment citées précédemment vont subir des réactions d’hydratation
pouvant durer plusieurs mois en fonction de la composition minérale du ciment. Ces réactions
conduisent a la formation d’une pate de ciment composée de phases solides hydratées et d’'une phase
liquide alcaline piégée dans un réseau de capillaires et de pores. La microstructure de la pate de ciment
évolue en fonction de I'état d’avancement de I'hydratation du ciment et conduit a une diminution
rapide de la porosité du matériau, comme modélisé par Zhu et al. dans le cas de particules non
sphériques (Figure | - 9)[29].

Hydration time = 0 hours

| Outer product [l Inner product Unhydrated core [l Pore [

Figure | - 9 : Modélisation de la microstructure d’une pdte de ciment formée par des particules icosaédriques en
début et aprés 48 h d’hydratation[29]

L’hydratation d’un ciment englobe en réalité un ensemble de mécanismes chimiques couplés pouvant
se produire de maniere simultanée ou successive. Six mécanismes peuvent étre distingués :

- La dissolution des phases anhydres du ciment : les molécules en surface d’un solide se
désolidarisent de celui-ci en contact de I'eau ;

- Ladiffusion des différents éléments en surface des hydrates formée et dans I'eau porale de la
pate de ciment ;

- L’adsorption des ions en solution et des molécules au niveau des interfaces solide-liquide ;

- La croissance des phases cristallines et amorphes grace a un mécanisme d’adsorption en
surface des différentes phases solides ;

- La nucléation entrainant une précipitation des solides présents en solution mais également en
surface des phases solides ;
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- La complexation des ions en solution et des molécules adsorbées en surface des phases
solides.

En raison de la nature couplée de ces mécanismes, il est difficile d’étudier leur cinétique de maniere
indépendante et de définir leurs caractéristiques dans le cas de I'hydratation d’un ciment donné.
L'intérét d’associer des mesures expérimentales pertinentes a des modéles numériques développés
prend alors sens. Différentes études ont cependant permis de comprendre la majorité des mécanismes
gouvernant I'hydratation des principales phases anhydres du ciment.

HYDRATATION DE LA PHASE C3S

Dés les premieres secondes de mise en contact de I'eau et du ciment, la phase Cs3S réagit avec I'eau
selon I'’équation suivante pour conduire a la précipitation de portlandite Ca(OH), et de silicates de
calcium hydratés C-S-H [30] :

2(3Ca0.Si0,) + 6H,0 — 3Ca(OH), + 3CaO0.2Si0,.3H,0 Eq.1-21

Dans le cas du ciment Portland, les phases C3S et C;A impactent majoritairement les premiers
mécanismes de I’hydratation du ciment [30].

HYDRATATION DE LA PHASE C;A

Contrairement a I’hydratation de la phase CsS, I’hydratation de la phase C3A est une réaction rapide.
Les premiers hydrates formés sont des hydroxydes d’aluminium métastables faiblement cristallins qui
précedent la formation de C;AHg stables. La rapidité de ce mécanisme n’est pas une caractéristique
recherchée pour la prise du ciment, d’ou I'ajout d’une source de sulfate de calcium permettant de
contrdler la cinétique d’hydratation de la phase C:A. Le sulfate de calcium additionné provient
généralement du gypse CaS0,4.2H,0. La réaction d’hydratation est alors perturbée et se produit en
deux étapes : une réaction initiale rapide de dissolution du C;A et du gypse conduit a la formation de
cristaux d’ettringite’ C3A.3Ca$0,4.32H,0 jusqu’a la consommation totale du sulfate de calcium ajouté,
selon I’équation suivante.

6Ca%* + 2A1(0H); + 40H™ + 3502~ + 26H,0 — 3Ca0. Al,05.3CaS0,.32H,0 Eq.1-22
4 4 3

Une seconde étape consiste en la dissolution de I'ettringite en raison de la sous-saturation de la
solution interstielle provoquée par la consommation totale du gypse. L’'ettringite est remplacée par le
monosulfoaluminate de calcium selon I'équation :

3Ca0.Al,05.3CaS0,.32H,0 + 4AI(OH); + 6Ca?* + 80H™

- 3Ca0.Al,0;.CaS0,.12H,0 + 8H,0 Eq.1-23

HYDRATATION DE LA PHASE C,S

L’hydratation de la phase C,S conduit également a la précipitation de portlandite, mais avec une
cinétique plus lente que celle de la phase C3S:

? Uettringite est une espéce minérale se présentant sous forme d’aiguilles ou d’oursins et dont la précipitation peut conduire 3 un gonflement
et une fissuration du béton.
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2(2Ca0.Si0,) + 4H,0 — 3Ca0.2Si0,.3H,0 + Ca(OH), Eq. |- 24

HYDRATATION DE LA PHASE C,AF

La réaction d’hydratation de la phase C4;AF en présence de gypse est comparable a celle de la phase
C3A. De l'ettringite ferrifere est formée selon un long mécanisme pouvant durer plusieurs années,
selon I'équation :

Ca,AlFeOs + 2(Ca0.H,0) + 10H,0 — 6Ca0.Al,05.Fe,05.12H,0 Eq.1-25

Bien que la majorité des mécanismes d’hydratation soient appréhendés, Bullard et al. mettent en
évidence plusieurs lacunes concernant les spécificités physico-chimiques de ces mécanismes
d’hydratation [30]. Au-dela d’un enrichissement de la théorie concernant les phénomenes
d’hydratation du ciment, I'objectif d’'une meilleure compréhension de ces phénomenes est multiple
puisqu’elle devrait permettre d’améliorer la formulation de ciments, d’obtenir des structures en
matériaux cimentaires maitrisées et de prévoir le comportement de matériaux cimentaires des leur
plus jeune age. Il est alors essentiel de comprendre les différentes cinétiques des mécanismes
d’hydratation en terme de constantes de vitesse des réactions et de réactions limitantes, en présence
des différents ajouts effectués dans les formulations de ciments de plus en plus complexes. Une
meilleure compréhension de cette cinétique d’hydratation permettrait alors une meilleure
appréhension de la dépendance entre la cinétique d’hydratation et la morphologie des hydrates
formés, en tenant compte des facteurs tels que la composition chimique et la température. A ces
problématiques s’ajoute le questionnement nous concernant plus directement, a savoir I’évolution
chimique de I'eau interstitielle des matériaux cimentaires. L’évolution de la composition chimique de
cette eau interstitielle a intéressée plusieurs études et certaines méthodes décrites par la suite ont
permis d’identifier partiellement cette composition chimique. Cependant, un aspect essentiel n’a a ce
jour pas été suffisamment approfondi: I’évolution du pH de cette eau interstitielle, qui refléte pourtant
directement la composition chimique de certains hydrates et qui peut étre mise en relation avec les
propriétés mécaniques des matériaux cimentaires.

11.2.d. Eau porale des matériaux cimentaires : role, évolution chimique et pH

La solution interstitielle piégée dans le réseau formé par les phases solides d’'un matériau cimentaire
est en équilibre avec ces phases solides. L’eau ajoutée au ciment est progressivement enrichie en ions
lors de la dissolution des phases anhydres, son évolution chimique refléte donc directement I’évolution
physico-chimique du matériau a tout moment. L'ensemble de la solution interstitielle n’est pas
directement accessible car elle se présente sous trois formes :

- Solution interstitielle libre : il s’agit de la solution piégée dans les pores du matériaux
cimentaire et retenue par des forces capillaires

- Solution interstitielle liée : il s’agit de la solution incorporée dans les hydrates lors de leur
formation

- Solution interstitielle adsorbée : il s’agit de la solution adsorbée en surface des minéraux et
retenue par des forces type forces de Van der Waals.

La composition ionique de la solution interstitielle est nécessairement dépendante de la composition
du ciment sélectionné, mais des tendances sont vérifiées pour I'ensemble des ciments. La solution
porale évolue en fonction de I'age du matériau cimentaire. Durant une premiére phase, la composition
ionique est largement dominée par les ions hautement solubles Na* et K, ne précipitant pas par
association aux hydrates. Leurs concentrations ioniques largement supérieures a celle des autres ions
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ne reflete donc pas un équilibre chimique avec les hydrates. Afin de préserver I'électroneutralité de la
solution interstitielle, les phases solides relarguent massivement des anions OH ™ : une valeur élevée de
pH = 13 est alors attendue durant cette premiere phase. La seconde phase est gouvernée par la
dissolution de la portlandite ayant une action tampon et imposant un pH = 12,45. La dissolution
compléte de la portlandite enclenche la troisieme phase : le pH décroit continuellement jusque pH =

10,8. Cette derniere étape est gouvernée par le rapport 3 du matériau considéré [31]. La composition

. . . . g s s . 2 .
ionique de la solution interstitielle présente également des ions Ca”* provenant de la portlandite, des
ions aluminium, des ions sulfates SO,> pouvant provenir de Iettringite ou du monosulfoaluminate.

Plusieurs parameétres permettent de caractériser la solution interstitielle :

- La composition ionique présentant les concentrations des ions en solution et donc les
réactions chimiques prenant place aux interfaces liquide-solide ;

- Laforce ionique gouvernant les mécanismes d’équilibre chimique entre les phases liquides et
solides ;

- Le potentiel rédox E,, régissant |’état d’oxydation des éléments chimiques ;

- Le pH gouvernant I'hydrolyse des ions en solution et reflétant les équilibres chimiques entre
les phases liquides et solides.

Une évolution générale du pH de I'eau interstitielle des matériaux cimentaires peut étre prédite a
partir des phases minérales présentes au cours des différentes étapes d’hydratation et de
vieillissement du matériau (Figure | - 10[32]). Ainsi, pour le cas spécifique d’un matériau cimentaire
subissant une carbonatation, on peut distinguer quatre phases d’évolution pour un matériau
cimentaire :

- Phase | : I'hydratation des phases minérales anhydres constituant le ciment par I'eau
additionnée conduit a la formation d’un matériau poreux. Cette hydratation rapide implique
une dissolution des ions Na* et K" dans I’eau interstitielle, induisant un relargage d’ions HO
afin de maintenir I’électroneutralité de la solution interstitielle. Ce relargage important d’ions
HO  implique un pH élevé proche de 13,5 ;

- Phase Il : la phase minérale majoritaire d’'un matériau cimentaire a un jeune age est
I’hydroxyde de calcium Ca(OH), également appelé portlandite. La portlandite posséde une
action tampon contre l'acidification du matériau cimentaire. En effet, I’"hydration de la
portlandite libére des ions alcalins HO et tamponne le pH du matériau a une valeur pH=12,45;

- Phase lll : la consommation de la portlandite méne a la formation de silicate de calcium
hydraté (CSH). Le pH diminue progressivement durant cette phase ;

- Phase IV : le pH de la solution interstitielle est en équilibre avec son environnement et les
propriétés mécaniques du matériau cimentaire principalement constitué de calcite CaCO; sont
dégradées.
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Figure | - 10 : Evolution générale du pH de I’eau interstitielle d’'un matériau cimentaire au contact d’un
environnement carbonaté, au cours des différentes phases d’hydratation et de vieillissement du matériau [32]

Un échantillon de béton peut présenter plusieurs gradients de pH en raison de son environnement.
Par exemple pour un béton exposé a I'air ambient, une carbonatation naturelle survient et est dirigée
de la surface de I’échantillon directement exposé a son environnement, vers lintérieur de
I’échantillon. Ce gradient de pH croissant mis en évidence par Liu et al. pour le cas de plusieurs bétons
armés par exemple, incite au développement d’'une mesure de pH in situ localisée pour un échantillon
de béton étudié [26]. La juste caractérisation de la solution interstitielle pour un échantillon de
matériau cimentaire donné, dans un environnement étudié et a I'instant de I'étude, permet alors de
suivre les réactions chimiques prenant place dans les matériaux cimentaires, les équilibres chimiques
existant entre la solution interstitielle et les hydrates ainsi que la nature des phases minérales
présentes. Plusieurs méthodes de caractérisation ont été développées pour atteindre cet objectif. Ces
méthodes de caractérisation et les principaux résultats obtenus sont détaillés par la suite.

I1.2. Evolution chimique probable des matériaux cimentaires dans un

scénario de stockage géologique profond de déchets nucléaires
11.2.a. Matériaux cimentaires envisagés

Dans le cadre du stockage géologique profond, plusieurs matériaux cimentaires ont été sélectionnés
en fonction de leurs propriétés et de leurs fonctions clés dans I'architecture du site de stockage. Deux
matériaux cimentaires nous intéressent dans le cadre de notre étude : le béton CEM | et le béton bas
pH. Le ciment Portland CEM [, dont la composition est régie par la norme NF EN 197-1, est composé
d’un rapport massique d’au moins 95 % de clinker Portland. Une addition d’'un maximum de 5 % de
sulfate de calcium sous forme de gypse afin de régulariser la prise, et de fillers calcaires chimiquement
guasi-inerte vis-a-vis du clinker Portland est autorisé. Le béton bas pH a spécifiquement été développé
afin d’obtenir un pH réduit par rapport a un béton classique de type CEM I ainsi qu’une chaleur
d’hydratation réduite. Afin de réduire I'alcalinité, la formulation d’un ciment bas pH nécessite une
réduction de la concentration en calcium, ainsi qu’une dilution de la concentration en cations Na* et
K*. Afin de réduire la chaleur d’hydratation, le ratio massique de clinker est réduit : seuls des ajouts
n’impliquant pas une augmentation de l'alcalinité peuvent étre intégrés a cette fin. Les composés
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pouzzolaniques3 et hydrauliques® permettent de remplacer une fraction du clinker sans augmenter
I"alcalinité du matériau. Une valeur de pH = 11 est visée a terme pour un béton bas pH, plusieurs
formulations permettent d’obtenir cette valeur cible. Par exemple, I'incorporation de 40% de fumée
de silice® & un clinker Portland permet d’obtenir un béton bas pH ayant un pH = 11 [31].

11.2.b. Carbonatation des matériaux cimentaires

La carbonatation des matériaux cimentaires se produit invariablement en raison de la présence de
dioxyde de carbone CO, pouvant se dissoudre dans la solution interstitielle selon I'équation:

CO, + H,0 H,CO; = H* + HCO; = 2H* + COZ~ Eq.1-26

La dissolution du CO, dans la solution porale conduit alors a son acidification et entraine la formation
de phases carbonatées. L’'ensemble de ces mécanismes de carbonatation sont ralentis par la présence
d’especes alcalines dans la solution porale. Le carbonate de calcium se forme et précipite par réaction
entre la portlandite en phase de précipitation et le dioxyde de carbone dissout dans la solution porale,
selon I'’équation :

Ca(OH), + H,CO; — CaCO; + 2H,0 Eq. |- 27

Les autres phases minérales se carbonatent également : un gel de silicium accompagné de carbonate
de calcium précipité est formé par réaction entre les C-S-H et le CO, [33], tandis que la carbonatation
de I'ettringite forme un gel alumineux accompagné de carbonate de calcium et de gypse[34]. Le CO,
dissous possédant des propriétés acides, la carbonatation des matériaux cimentaires induit une
diminution du pH de sa solution interstitielle. Pu et al. mettent en évidence une décroissance linéaire
du pH principalement durant les 15 premiers jours d’une carbonatation accélérée dans un
environnement avec 5% de CO, et 40% d’humidité relative, a 20°C pour divers échantillons de bétons
composés de ciment Portland et de cendres volantes[35]. Les échantillons étudiés correspondent a
des disques de 3 mm d’épaisseur et de 10 cm de diametre. Le pH initial proche de 13 diminue
linéairement jusque pH = 7,5 - 8,5 en fonction des échantillons étudiés. Une corrélation quasi-linéaire
est alors établi entre le pH de la solution interstitielle et le nombre de jours de carbonatation. Les
échantillons étudiés sont considérés entiérement carbonatés lorsqu’une stabilisation du pH est
observée. Pu et al. prouvent également que les bétons carbonatés composés d’une fraction massique
de ciment élevé possedent des pH supérieurs en raison de leur concentration supérieure en
portlandite, agissant comme tampon contre la carbonatation.

11.2.c. Hydrolyse des matériaux cimentaires
Les interfaces matériaux cimentaires — matériaux argileux doivent également étre considérés dans le

cadre du projet Cigéo (Figure | - 11). Au niveau de l'interface matériaux cimentaires — roche argileuse
datant du COX, le contact entre I'eau interstitielle de la roche argileuse possédant un pH neutre et les

3 ) . \ sz . . N < N 7
Un matériau pouzzolanique posséde la propriété de former un liant en se combinant a la chaux, en présence d’eau et a des températures
ordinaires. Exemples : pouzzolanes volcaniques et cendres volantes silico-alumineuses provenant de la combustion de la houille.

4 ;. . \ sa s . . N a 7 . . N
Un matériau hydraulique possede la propriété de former un liant en se combinant a I’eau, a des températures ordinaires. Exemples : ciments
et cendres volantes provenant de la combustion du lignite.

5 . . 7 . . 2 . TP . TR 7 .\
La fumée de silice est un déchet de I'industrie métallurgique du silicium ou d’alliages de silicium et se présente sous forme de nanosphéres.
La fumée de silice s’insére entre les particules de ciments et les agrégats en comblant la porosité, et posséde des propriétés pouzzolaniques
en se liant aux CH pour former des CSH.
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structures en matériaux cimentaires va conduire a des réactions d’hydrolyse de ces derniers. Une
comparaison des compositions chimiques des eaux interstitielles permet d’évaluer les perturbations
chimiques a caractériser (Tableau | - 3) [11]. Un panache alcalin orienté des matériaux cimentaires vers
la roche argileuse conduira a une lixiviation des matériaux cimentaires accompagnée d’une diminution
du pH de I'eau porale et affectera nécessairement les propriétés mécaniques de deux matériaux. La
concentration en ions carbonates étant plus élevée dans l'eau interstitielle de I'argile, une
décalcification de la phase C-S-H pouvant conduire a la formation de silice amorphe est également a
prendre en compte. La mesure in situ du pH des matériaux cimentaires soumis a des contraintes
environnementales comparables, sur un temps long, permettrait de caractériser la cinétique et
I'impact de ces réactions d’hydrolyse sur les propriétés mécaniques et de rétention des deux
matériaux.
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retour d'air =
d'appui
S0m
Blocs do béton
Massif
. . fd'
Massif d'appui Mose Coppst
d'appui Saignée
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Protection
biologique C.IM.OPOL.09.0159.C

Figure I - 11 : Localisation des interfaces matériaux cimentaires — matériaux argileux envisagés au niveau des
alvéoles de stockage de déchets MA-VL [36]

pH  [Na'l  [K7 [ca®] [Mg™] [sr]  [cI]  [S%] Si NH;
CEMI 13,6 504 4742 16 - - 0,6 6,7 - -
Bas-pH 10,8 11,9 2,9 15,4 - - 15,4 17 0,7 3,8
Argile COX 7,1 45,6 1,0 7,4 6,7 0,2 41,0 15,6 0,2 -

Tableau | - 3 : Composition chimique en mmol/L des eaux interstitielles d’un béton CEM | apres 90 jours
d’hydratation, d’'un matériau cimentaire bas-pH aprés 330 jours d’hydratation et de I’argile datant du COX [11]

11.2.d. Perturbations magnésiennes et attaques sulfatiques

D’autres scénarios d’évolution des matériaux cimentaires dans le cadre du projet Cigéo sont a mettre
en relation avec I'étude du pH de I'eau interstitielle. Ainsi, I'eau interstitielle de I’argile datant du COX
étant riche en magnésium (Tableau | - 3), une précipitation de magnésium a l'interface matériaux
cimentaires — argile a été mise en évidence [11, 37]. Cette perturbation magnésienne est caractérisée
par la formation d’une phase riche en magnésium et en calcite a la surface des matériaux cimentaires,
identifiée comme des phases M-C-S-H ou M-S-H associée a des C-S-H, pouvant limiter les échanges
entre I'argile et le béton [11]. La formation des M-S-H déstabilise les gels C-S-H et peut conduire a la
formation d’autres especes minérales telles que la brucite dans le cas de concentrations élevées en
magnésium. La stabilité a long terme de ces phases enrichies en magnésium constitue un sujet
d’intérét afin d’évaluer la sureté du site de stockage, et comprendre quelles conditions physico-

Chapitre | — Mesure du pH de matériaux cimentaires 34



chimiques (i.e. quelle gamme de pH, de température et de composition chimique) favorise leur
formation constitue un axe de recherche a I'lRSN.

Enfin, les attaques sulfatiques internes et externes doivent étre considérées afin de comprendre
I’évolution des matériaux cimentaires dans un contexte de stockage géologique des déchets
nucléaires. Ces attaques sulfatiques peuvent conduire a la formation de gypse et d’ettringite, associée
a une détérioration chimio-mécanique en affectant la microstructure (porosité, microfissures) et les
propriétés de transport. A terme, elles peuvent induire un gonflement du matériau, une fissuration et
une dégradation des propriétés mécaniques. Comme les autres scénarios, les réactions sulfatiques
sont multiparamétriques et dépendent directement de I’environnement (humidité, especes chimiques
présentes dans I’environnement et dans le matériau). Liu et al. démontrent par exemple I'influence du
pH sur la formation de gypse dans le cas d’un mortier congu avec un ratio ciment:sable égal a 1:2,75
et un ratio ciment Portland:eau égal a 0,65, en présence d’agrégats de quartz de taille 0,5-1 mm[38].
Le mortier est démoulé aprés 24h d’hydratation et immergé durant 28 jours dans de I'eau de chaux a
20°C avant de subir une attaque sulfatique a 25°C par addition de sulfate de sodium (3000 mg/L) et du
gypse est formé lorsque le pH de la solution est inférieur a 12,6. La diminution du pH conduit a
l'augmentation de la quantité et de la taille des cristaux de gypse, accompagné par une nette
dégradation des propriétés mécaniques.

11.3. Mesure du pH de matériaux cimentaires

11.3.a. Mesure du pH de matériaux cimentaires au jeune age

Les méthodes de mesure du pH du béton durant sa premiére phase d’hydratation, c’est-a-dire lors des
premiéres heures suivant la mise en contact du ciment avec I'’eau, different des méthodes utilisées
pour les bétons agés en raison de I'état physique de I’échantillon étudié. Une méthode répandue
consiste a évaluer le pH du béton a un jeune age a l'aide de papier-pH mais conduit a une
approximation grossiere du pH. Une seconde méthode décrite consiste a immerger une électrode en
verre alcaline destinée a réduire I'erreur alcaline dans I’échantillon étudié, mais cet usage est
déconseillé en raison de la fragilité de I'électrode et de la dégradation inévitable du fritté qui en
résulte[39]. Néanmoins, une méthode indirecte de mesure du pH dans le béton a un jeune age est
I’extraction de I'eau porale de la pate de ciment. Cette extraction peut étre effectuée par filtration
sous pression[40] , filtration sous vide[41] ou par centrifugation[42]. Le pH de I'eau porale extraite
peut alors étre mesuré avec une électrode en verre ou par dosage des ions hydroxydes en présence
d’acide HNO; avec la phénophtaléine comme indicateur coloré par exemple[43].

11.3.b. Mesure du pH de matériaux cimentaires durant la phase d’hydratation

Plusieurs méthodes permettant de mesurer le pH du béton ont été décrites, les méthodes
conventionnelles sont les suivantes : Pore Water Extraction (PWE), In Situ Leaching (ISL) et Ex Situ
Leaching (ESL). Ces méthodes consistent en des analyses destructives de I'eau porale des matériaux
étudiés, le développement de méthodes de mesure du pH non destructives reléve alors d’un intérét
majeur. Parmi les méthodes innovantes, le développement d’une électrode potentiométrique basée
sur un couple métal/oxyde métallique et le développement de capteurs EIS (Electrolyte-Insulator-
Semiconductor) constituent des méthodes en cours de développement. Les optodes de pH constitue
la troisieme option en cours de développement et correspond a la méthode explorée durant cette
these.
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METHODE PWE (PORE WATER EXTRACTION)

La méthode PWE nécessite un dispositif d’extraction de I’eau porale (Figure | - 12) et le parametre
principal a maitriser est la pression appliquée sur I’échantillon. Cyr et Daidié[44] démontrent qu’une
pression de 500 MPa est nécessaire afin d’extraire I’eau porale d’un échantillon de mortier dgé de 28
jours avec une efficacité de 7,7%. En définissant |'efficacité d’extraction comme le rapport massique
entre I'eau porale extraite et I'eau porale contenue dans I'échantillon, ils montrent que I'application
d’une pression de 1000 MPa permet d’augmenter I'efficacité d’extraction a 41,8%. La méthode PWE,
bien que largement utilisée pour étudier les différentes propriétés chimiques de I'eau porale de
matériaux cimentaires, differe d’une étude a l'autre par la valeur de la pression appliquée sur
I’échantillon et peut varier de 200 MPa[45] a 560 MPa[46], jusqu’a atteindre 1000 MPa dans le cas
exceptionnel de Cyr et Daidié[44]. Cependant, Vollpracht et al.[42] ne recommandent pas d’appliquer
une pression supérieure a 250 MPa afin de ne pas favoriser la dissolution des phases précipitées et
donc I'augmentation de la concentration en ions dans I’eau porale extraite.
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Figure | - 12 : Dispositif d'extraction de I'eau porale du béton[44]

METHODE ISL (IN-SITU LEACHING)

Le principe général de I'ISL consiste a percer une cavité dans un échantillon de béton et de remplir
cette cavité avec de lI'eau distillée. Cette cavité est ensuite scellée afin d’atteindre un équilibre
chimique entre I'eau ajoutée et le matériau étudié. L'application de cette méthode requiert
nécessairement un matériau saturé en eau afin d’éviter une absorption de l'eau distillée par le
matériau. Saglies et al.[47] recommandent de minimiser la taille de la cavité, le volume d’eau distillée
ajouté et I'exposition au CO, environnant afin de pouvoir mesurer des valeurs de pH proches du pH de
I’eau porale. Dans leur étude comparative, des échantillons de 500 mg ont été placés dans un
environnement avec un taux d’humidité de 100% pendant au moins deux semaines, en présence d’'un
piege a CO,, a T= 22°C. Les échantillons saturés en eau sont alors percés d’une cavité de 5 mm de
diameétre et de 25 mm de profondeur avant d’étre remplis de 0,4 mL d’eau distillée. La cavité est
hermétiquement scellée a 'aide de résine époxy, d’'une rondelle en acrylique et d’un bouchon en
caoutchouc (Figure | - 13). Durant le suivi du pH, les échantillons sont conservés dans les mémes
conditions environnementales que celles imposées durant leur premiére saturation. En fonction de la
nature chimique de I’échantillon, une a deux semaines sont ensuite nécessaires a la stabilisation du pH
de I'eau distillée contenues dans la cavité. Malgré le temps nécessaire a I'application de I'ISL, Saglies
et al. jugent qu’elle constitue une méthode fiable en comparant leur valeurs de pH a celles obtenues
par l'application de la méthode PWE.
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Figure I - 13 : lllustration de la méthode ISL (In Situ Leaching) permettant de mesurer le pH de I'eau porale de
matériaux cimentaires[47]

METHODE ESL (EX-SITU LEACHING)

L'ESL est une méthode plus rapide a mettre en place que I'ISL et ne nécessite pas une phase de pré-
saturation en eau de I’échantillon. Li et al.[45] comparent les méthodes ESL et PWE : les deux méthodes
sont appliqués sur les mémes bétons et trois rapport e/c (rapport massique eau/ciment) de 0,37, 0,41
et 0,50 sont testés afin d’étudier la compatibilité de ces méthodes avec différentes formulations de
béton. Pour la méthode ESL, les échantillons sont broyés puis pulvérisés, et la poudre obtenue est mise
en suspension dans |'eau distillée. Il est démontré que pour un ratio massique poudre:eau de 1:1, un
minimum de 3 jours de lixiviation est nécessaire avant de pouvoir mesurer le pH de la solution filtrée
(Figure I - 14). Comme les méthodes décrites précédemment, il n’y a pas de protocole communément
adopté et des variations de temps de lixiviation, de ratio poudre/eau, de température de I'eau distillée
ou d’agitation de la suspension sont fréquentes entre les études. Ainsi, Alonso et al. recommandent
de saturer I'échantillon en eau et de disperser le matériau broyé dans de |'eau distillée avec un ratio
poudre/eau de 1:0,67[48]. La suspension est agitée pendant 30 s puis un délai de 24 h est respecté
avant une autre période d’agitation de 30 s. De plus, ce protocole est mené en purgeant le récipient
contenant la suspension avec du Njug. A linverse, Arya et Newman[49] n’utilisent pas de gaz
permettant de minimiser la carbonatation liée au CO,, le béton est immergée durant 7 jours dans I'eau
distillée avant son broyage, le ratio poudre/eau est égal a 1:2 et le temps de lixiviation est d’une heure.
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Figure | - 14 : Effet du temps de lixiviation sur la concentration en [OH ] d'un béton avec w/c=0,50, rapport
massique poudre/eau=1[45]

Chapitre | — Mesure du pH de matériaux cimentaires 37



DEVELOPPEMENT D’UNE ELECTRODE POTENTIOMETRIQUE METAL/OXYDE METALLIQUE

Le piégeage d’une électrode de pH en verre dans un matériau cimentaire étant exclu en raison de sa
fragilité, sa stabilité a long terme, et son erreur alcaline dans la gamme de pH considérée, le
développement d’une électrode potentiométrique métallique spécifiquement développée pour une
mesure du pH in situ est une approche a considérer. Les électrodes métal/oxyde métallique
permettent de répondre a certaines contraintes soulevées par les matériaux cimentaires en raison de
leur stabilité, robustesse, temps de réponse rapide et leur miniaturisation[50]. En effet, les réactions
redox réversibles se produisant a I'interface métal — oxyde métallique permet de suivre le pH en
solution grace a une mesure potentiométrique. Parmi la multitude d’oxydes métalliques utilisés dont
les oxydes de ruthénium, platine et palladium[51-52], I'oxyde d’iridium est le plus fréquemment utilisé
pour le développement d’électrodes de pH innovantes. Ce choix est justifié par la stabilité de I'oxyde
d’iridium sur une large gamme de pH et dans des conditions extrémes telles que de températures
élevées, des milieux agressifs et des pressions élevées. Les électrodes en iridium offrent également un
temps de réponse court lié a une stabilisation rapide de I’électrode en contact avec I’environnement
étudié[50].

La miniaturisation des électrodes potentiométriques basées sur des oxydes métalliques est un réel
avantage. Les électrodes de pH peuvent étre imprimées directement sur un substrat flexible comme
décrit par Huang et al., afin de constituer un couple d’électrode de travail - électrode de référence
souple avec une taille d’environ 4x2 cm?” (Figure | - 15) [53]. Le substrat utilisé est un film de polyimide
flexible sur lequel I'électrode de travail en oxyde d’iridium est déposée par un procédé sol-gel, et est
associée a une électrode de référence AgCl déposée par des procédés de photolithographie classiques.
La réponse théorique de I’électrode suit la loi de Nernst et est liée a son potentiel redox par I’équation :

E=E-2,303 % pH = E°~ 0,05916 pH [53] Eq.1-28

Cette réponse est déterminée expérimentalement et les écarts par rapport a la réponse théorique sont
attribuées a la variation de la stoechiométrie des oxydes d’iridium et de leur état d’oxydation (Figure |
- 15). L’hypothese d’échanges ioniques en surface de I'électrode micro ou nano- poreuse contenant
des ions HO est également formulée. L’électrode ainsi développée a un temps de réponse rapide
d’environ 2 secondes dans le sens de la déprotonation et la réversibilité est prouvée en solution (Figure
| - 16).
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Figure I - 15 : A-Couple électrode de travail en oxyde d’iridium et électrode de référence en AgCl sur un substrat
en polyimide, B -Réponse expérimentale du capteur en fonction du pH en solution [53]

Les avantages de |'électrode en oxyde d’iridium développée par Huang et al. sont le cot faible, la
résistance et la flexibilité, associés a une taille réduite, un temps de réponse court, une sensibilité,
réversibilité et sélectivité de I'électrode. Le systéme est testé en solution jusqu’a un pH = 13,1 mais la
résistance de I'électrode aux pH élevés n’est pas connue.
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Figure |- 16 : A - Temps de réponse de I’électrode de pH développée par Huang et al. et B - preuve de la
réversibilité [53]

Du et al. réussissent a obtenir une réponse idéale suivant la loi de Nernst en solution grace a une étape
de stabilisation de I'électrode potentiométrique[54]. Une électrode Ir/IrO, est préparée par oxydation
thermique en milieu carbonate afin de mesurer les fluctuations de pH a I'interface d’'une armature en
acier et un mortier, immergé dans une solution NaCl 3,5% durant 60 jours. L’électrode est élaborée a
partir de fils d’iridium chauffés a 700°C dans une poudre de Na,CO; placée dans un creuset en
aluminium. Une couche homogene et compacte d’IrO, est formée en surface aprés une heure et
I’électrode Ir/IrO, est soudée a un fil en cuivre avant d’étre immergée dans une eau porale synthétique
régulierement renouvelée durant 30 jours avant d’étre utilisée. Cette immersion durant 30 jours
permet de stabiliser le potentiel de I'électrode par formation d’un film hydraté IrO, stable en surface,
et une solution de Ca(OH), saturée ou de I'eau auraient pu étre utilisées. Associée a une électrode au
calomel saturée (SCE), I’électrode posséde une réponse Nernstienne idéale sur la gamme pH = 1-14 en
solution (Figure | - 17). L’électrode de pH est combinée avec une seconde électrode pour mesurer la
concentration en ions CI” (Figure | - 17).
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Figure |- 17 : A - Réponse de I’électrode de pH Ir/IrO, avec une électrode de référence au calomel saturée et B -
Electrode combinée pH/CI [54]

Un fil en Cu est soudé sur une barre cylindrique en acier R235 de taille 12X10 mm dont les extrémités
sont ensuite recouvertes de résine époxy. (Figure | - 18). L’électrode combinée pH/CI est fixée sur
I'acier grace a une couche de béton d’épaisseur 0,5 mm afin de créer I'interface d’étude acier/béton
et I'ensemble est immergé de facon a obtenir un échantillon de béton renforcé au centre de taille

27%30 mm. La formulation du béton étudiée est obtenue par mélange d’un ciment Portland avec du
sable

. . ;. N . € , N
sable de taille inférieure a 1,5 mm, avec un ratio == 0,6 et = 3. Les mesures sont menées apres

ciment
immersion de I’échantillon de béton contenant I’électrode combinée dans une solution NaCl 3,5%, a
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température ambiante (252°C). Le suivi du pH a I'interface béton/acier durant 60 jours est montré en
Figure | - 18, et la diminution rapide du pH durant la premiére semaine est attribuée a la différence de
pH entre la solution d’immersion et I'eau porale du béton, impliquant une lixiviation rapide des ions
HO et H30". Le suivi simultané du pH et de la concentration en ions CI" a I'interface acier/béton, associé
au suivi du potentiel et de la densité de courant de corrosion permettent de définir les paramétres de
corrosion de I’échantillon étudié dans un environnement donné.

A / B 14
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Figure | - 18 : A - Montage expérimental pour le suivi du pH et de la concentration en CI a I'interface armature
en acier-béton immergé dans une solution NaCl 3,5% et B - pH mesuré durant 60 jours [54]

De maniére similaire, Dong et al. élaborent une électrode combinée pH/Cl pour I’étude de la corrosion
a l'interface acier/béton[55]. L’électrode de pH est une électrode Ti/IrO, fabriquée par oxydation
thermique d’une tige en titane. Le procédé consiste a traiter la tige en Ti avec une solution d’acide
oxalique, avant de la recouvrir avec une solution d’acide chlorhydrique et d’alcool isopropylique. La
tige est ensuite séchée sous lampe infra-rouge et placé a 450°C pendant 20 min. Ces étapes excluant
le nettoyage dans I'acide oxalique sont répétées 20 fois avant un dernier traitement thermique a 450°C
durant 120 min. Ce procédé permet d’obtenir une couche uniforme et compacte d’IrO, en surface du
Ti. Un fil conducteur est soudé a une extrémité de I'électrode avant de recouvrir toute les faces
excluant la partie supérieure avec une résine époxy. L'électrode est stabilisée durant un mois dans une
solution saturée de Ca(OH), avant d’étre calibrée et une réponse linéaire en fonction du pH est
obtenue en solution en accord avec la réponse théorique. Une seconde électrode Ag/AgCl permettant
de mesurer la concentration en Cl” est associée a I’électrode Ti/IrO, de fagon a concevoir une électrode
combinée pH/CI". Une mesure du pH et de la concentration en CI” est réalisée a 'interface béton/acier
en utilisant une électrode de référence en MnO,; selon le montage détaillé en Figure | - 19.

CI sensor
A cement mortar B | reference electrode
T steel rebar
reference electrode S steel rebar
CI sensor l pH sensor
€poxy resin o2 L1 Ll je— stainless steel thimble pH sensor
¢ conducting wire stainless steel thimble
side view top view

Figure | - 19 : Montage permettant de mesurer le pH et la concentration en Cl a I'interface acier/béton
développé par Dong et al. Vue de profil (A) et de haut (B)[55]

L’échantillon en béton est élaboré a partir de ciment Portland avec un ratio ciment : eau : sable :
agrégats égal a 1:0,4:1,57:2,36 et les électrodes sont placées a une profondeur d’environ 10 mm dans
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le béton. Le béton renforcé muni des électrodes est soumis a des cycles d’immersion dans une solution
de NaCl 3,5% durant 2 jours suivis de 2 jours de séchage, avec un suivi régulier durant les phases
d’'immersion du pH, de la concentration en CI, du potentiel de corrosion, de la densité de courant de
corrosion et du spectre d'impédance électrochimique[55]. La Figure | - 20 (A) montre I'évolution du pH
et de la concentration en Cl au cours du temps mesuré grace a I'électrode combinée et la diminution
progressive du pH durant les premiers jours est attribuée a la lixiviation des ions HO dans la solution
d’'immersion possédant un pH inférieur. La diminution brusque du pH a 120 jours est interprétée par
une carbonatation du béton ayant atteint la tige en acier. L'augmentation de la concentration en Cl-
correspond a un enrichissement du béton en ions chlorure due a I'immersion de I’échantillon dans une
solution NaCl, et contribue a I'accélération de la corrosion. Un suivi de ces parameétres est réalisé dans
un échantillon de béton coulé dans une cavité creusée dans un tunnel (Figure | - 20-B). L’échantillon
n’étant pas immergé dans une solution NaCl, la concentration en ions Cl- dans le béton reste faible et
constante au cours de la mesure. En revanche, une valeur de pH élevée en début de mesure devrait
étre attendue et une diminution progressive de ce pH lors de la mesure correspondrait a une réponse
en adéquation avec la théorie. Ces mesures constantes refletent cependant la stabilité de I'électrode
combinée au cours du temps.
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Figure | - 20 : A - Suivi du pH et de la concentration en Cl a I'interface béton/acier d’un échantillon
périodiquement immergé dans une solution NaCl 3,5% grdce a I’électrode combinée développée par Dong et al.
et B - dans un échantillon coulé dans la cavité d’un tunnel (droite)[55]

Behnood et al. formulent plusieurs doutes concernant [lutilisation de ces électrodes
potentiométriques basées sur des oxydes métalliques, notamment concernant |'effet de force ionique
puisque cette méthode ne constitue pas une mesure de concentration en ion hydroxide ou hydronium
et sont généralement développées pour des applications in-vivo[50]. De plus, un doute subsiste sur la
nécessité d’'une recalibration de I'électrode, rendue impossible dans le cas d’un piégeage de I'électrode
dans un matériau cimentaire, ainsi que sur la conservation du contact entre I'électrode et les matériaux
cimentaires au cours du temps.

Par ailleurs, plusieurs montages expérimentaux concernant le suivi de la corrosion d’armatures en
acier renforcant des bétons ou mortiers ont été reportés et se basent sur le principe de I'électrode
potentiométrique[56-58]. Ces études de spectroscopie d'impédance électrochimique correspondent a
des mesures indirectes du pH des matériaux cimentaires. En effet, le pH des matériaux cimentaires
gouverne les mécanismes et cinétiques de corrosion des bétons armés.

DEVELOPPEMENT DE CAPTEURS EIS (ELECTROLYTE-ISOLANT-SEMI CONDUCTEUR)

De nombreux capteurs a effet de champ basés sur des matériaux semi-conducteurs ont été développés
durant les deux dernieres décennies en raison des attraits qu’ils présentent, dont leur miniaturisation,
leur temps de réponse rapide et la possibilité de créer des plateformes de détection grace aux
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technologies de micro- et nano-fabrication[59]. Parmi ces capteurs a effet de champ, les capteurs EIS
sont caractérisés par leur géométrie électrolyte-isolant-semi-conducteur et mesurent les variations de
potentiel a l'interface électrolyte/isolant (Figure | - 21). Les capteurs EIS représentent une des
géométries les plus simples avec un co(t de fabrication réduit. Historiquement, le premier matériau
utilisé pour constituer la porte ou I'isolant des capteurs EIS est le SiO,, mais ce dernier ne correspond
pas a l'option de premier choix pour I’étude du pH en raison de sa faible sensibilité vis-a-vis des ions
H;0" et HO,, sa faible plage linéaire de réponse aux variations de pH, sa dérive au cours du temps et
son large hystérése[59].

Electrode de
référence
ELECROLYTE
Mesure
capacitance
SEMI-
CONDUCETUR
CONTACT METALLIQUE
|

Figure | - 21 : Schéma général d’un capteur EIS

En conséquence, une grande variété d’oxydes a été étudiée afin d’élaborer des capteurs de pH EIS et
certains de ces matériaux ont permis d’obtenir des capteurs fonctionnels en solution jusqu’un pH =12.
En général, le matériau semi-conducteur est déposé en surface d’un substrat SiO, par une grande
variété de techniques telle que I'oxydation thermique, le dép6t chimique en phase vapeur, le dépot
par laser pulsé ou par un procédé sol-gel[59]. Le matériau semi-conducteur constitue alors le matériau
sensible aux variations de pH. Le principe de fonctionnement d’un capteur de pH EIS peut étre illustré
dans le cas d’un capteur Ta,0; présentant des groupement TaOH : I'hydratation de I'oxyde en surface
induit la formation de groupements hydroxyles neutres capables de se déprotonner (TaO’) ou se
protonner (TaOH,") en fonction du pH de I'environnement étudié[59]. Un pH de point de charge nulle
PZC (ou zero-point charge) est défini comme le pH auquel les especes présentes en surface du matériau
semi-conducteur sont présentes sous forme neutre. On a alors pour un pH de I'’environnement étudié

- pH> pHy.: 'oxyde est chargé négativement
- pH < pHp,: 'oxyde est chargé positivement.

Par conséquence, la capacitance de la structure dépendra du pH de I'électrolyte en contact avec le
capteur a effet de champ EIS. Les caractéristiques de quelques capteurs EIS sont cités dans le Tableau
| - 4. Bien que non appliqués dans le cadre du suivi du pH de matériaux cimentaires pour le moment,
I’étude de la stabilité des capteurs EIS a long terme a pH > 12,0 et le suivi du pH de matériaux
cimentaires constituent des pistes a explorer.
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Matériau semi- Sensibilité Dérive

Gamme de pH Référence
conducteur (mV/unité de pH) (mV/h)

SisNg 3-12 50 4-6 [60-61]
Al,03 3-12 54 -56 1-55 [61-63]

HfO, 2-12 58 -60 0,7-1 [64-65]
YTi,0, 2-12 58,5 0,1 [66]
Er,TiOs 2-12 58,4 1,2 [67]
Yb,04 2-12 55,5 1,5 [68]
Dy,TiOs 2-12 57,6 0,4 [69]

Tableau | - 4 : Caractéristiques de capteurs de pH EIS fonctionnels jusque pH = 12

11.4. Mesure du pH de matériaux cimentaires : conclusion

Le pH de I'eau interstitielle des matériaux cimentaires constitue un parametre reflétant les équilibres
chimiques au sein du matériau, dans un environnement physico-chimique et a un temps d’hydratation
donnés. Son suivi in situ et dés le plus jeune age permettrait d’acquérir des données expérimentales
afin de compléter les modeles théoriques de vieillissement du béton développés a I'IRSN par exemple.
Les techniques standards de mesure du pH des matériaux cimentaires correspondent a des mesures
destructives et/ou ex situ, et la majorité des données acquises I'ont été a un état d’hydratation ou de
dégradation avancé des matériaux. La difficulté d’'une mesure du pH in situ, depuis le début de la phase
d’hydratation jusqu’au vieillissement du matériau, réside en plusieurs points :

i. La valeur élevée du pH de I'eau interstitielle durant la premiére phase d’hydratation du
ciment : une valeur proche de 13,5 est relevée lors de I'hydratation du ciment Portland.
Ce pH diminue progressivement jusqu’atteindre une valeur proche de 11-10,5 en fonction
de I'environnement du matériau cimentaire et de sa composition chimique. Cette gamme
de pH ne correspond pas a la majorité des méthodes de mesure standards utilisées en
laboratoire ou en industrie ;

ii. Les matériaux cimentaires constituent un environnement agressif, éliminant par exemple
I'utilisation des électrodes de pH en verre dont la fragilité ne permet pas de réaliser des
mesures in situ ;

iii. L’évolution de la microstructure lors des réactions d’hydratation : la formation des phases
hydratés stables conduit a une diminution du volume des pores et de l'eau libre,
complexifiant la mesure du pH au cours du temps ;

iv. Une mesure du pH in situ durant un temps long exclue I'option d’une recalibration de
I’électrode de pH qui serait piégée dans le matériau. La dérive de la réponse des électrodes
de pH observée classiquement doit donc étre évitée.

L'ensemble de ces raisons expliquent la nécessité de développer un capteur de pH spécifique pour
I’étude des matériaux cimentaires. L’option d’un capteur optique semble répondre a plusieurs de ces
problématiques, dont la mesure in situ non destructive, sur des temps longs, dans un environnement
physico-chimique agressif et sans nécessiter de recalibration. Le choix du développement d’un capteur
optique basé sur des sondes moléculaires fluorescentes a été effectué car, a I'inverse de I'absorbance,
la fluorescence correspond a la mesure d’'un parameétre photochimique absolu et spécifique a I’'analyte
étudié. La partie suivante de ce chapitre concerne la définition du terme ‘fluorescence’ et détaille le
principe des sondes moléculaires fluorescentes afin de développer un capteur optique de pH.
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lll. Mesure du pH par fluorescence

lll.1. Fluorescence moléculaire : mécanismes d’absorption et d’émission

lll.1.a. Absorption UV-Visible

Les photons composant la lumiere sont capables d’interagir avec les atomes constituant la matiéere : la
nature de cette interaction dépend principalement de la longueur d’onde des photons et des atomes
composant la matiere. Ainsi, une absence d’interaction, un phénoméne de diffusion (élastique ou
inélastique) ou un phénomeéne d’absorption peuvent se produire (Figure | - 22). En solution,
I"'absorbance correspondant a la capacité d’'une molécule a absorber la lumiére est régie par la loi de
Beer-Lambert, avec A(A) I'absorbance a la longueur d’onde A, Iy et I 'intensité de lumiére incidente et
transmise respectivement, € le coefficient d’absorption molaire propre a la molécule (en L.mol™*.cm™,
| la longueur du trajet optique dans le milieu (en cm) et c la concentration de la molécule en solution
(en mol.L'™) :

AQ) = log (IL) =eM)lc Eq.1-29

L'absorption d’un photon se produit si I’énergie apportée est égale a la différence d’énergie entre un
état fondamental Sy et un état vacant de plus haute énergie dit excité, et nécessairement instable.
D’aprés le principe de Franck-Condon, I'absorption d’un photon entraine alors une réorganisation des
électrons sans déplacement des noyaux [70]. Relativement aux autres phénomenes décrits en Figure |
- 23, I'absorption est un phénomeéne rapide (temps caractéristique : 10™ s) et conduit 3 une transition
électronique : un électron dans I'état d’énergie fondamental transite vers un état excité. En
transposant ce raisonnement au cas particulier d’une molécule, la transition électronique se produit
entre la plus haute orbitale moléculaire occupée (notée HO : Haute Occupée) et une orbitale
moléculaire d’énergie supérieure. La transition électronique peut se produire entre I'orbitale HO et
I'orbitale moléculaire inoccupée de plus basse énergie (notée BV : Basse Vacante).

Trois conditions doivent étre réunies afin de permettre une transition électronique :

i L’énergie apportée au systéme doit étre au moins égale a la différence d’énergie entre I'état
fondamental SO et I'état excité S1
ii. La multiplicité de spin des niveaux d’énergie moléculaire impliqués doit étre conservée.
iii. La symétrie des orbitales moléculaires impliquées doit étre conservée.

Cependant, deux exceptions enfreignent ces regles : le couplage spin-orbite permettant les transitions
d’un état singulet a un état triplet (multiplicité de spin non conservée), et le couplage vibronique
prenant en compte l'interaction des états vibrationnels et électroniques d’une molécule (symétrie non
conservée). Les transitions électroniques autorisées peuvent étre classées par ordre d’énergie
croissante et sont représentées sur la Figure | - 22 :

non*<non*<n-oo*<o->n*<o- o*.
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Figure | - 22 : Interactions lumiére-matiéere et représentation des transitions électroniques autorisées pour un
systéme monomoléculaire excité

Un spectre d’absorbance représente alors I’'ensemble des transitions verticales des électrons du niveau
fondamental vers des niveaux de plus haute énergie. Le niveau d’énergie vibrationnelle atteint par un
électron excité dépend de I'énergie de la radiation apportée. La radiation peut étre décrite comme un
ensemble fini composé de longueurs d’onde, et chaque longueur d’onde est associée a une probabilité
de transition d’un électron.

IIl.1.b. Emission de fluorescence

Dans un état excité, une molécule cherche a restituer I'énergie recue par excitation photonique grace
a différents phénomeénes photophysiques représentés sur le diagramme de Perrin-Jablonski (Figure | -
23 adaptée de [70]). Ces processus peuvent étre catégorisés en fonction de leur nature radiative ou
non radiative, mais également en fonction de leur temps caractéristiques ou temps de vie. Ainsi, la
fluorescence et la phosphorescence sont des phénomenes radiatifs car ils émettent des photons lors
de leur désexcitation, tandis que la relaxation vibrationnelle, la conversion interne et la conversion
inter-systeme sont des phénomenes non radiatifs car ils émettent de la chaleur. L'absorption est un
phénomeéne rapide (temps caractéristique : 10" s) tandis que la phosphorescence est un phénoméne
long (temps caractéristique : 10 - 1 s). Les temps caractéristiques des différents processus sont bien
inférieurs a I'échelle de temps du mouvement des atomes, comme stipulé par I'approximation de
Born-Oppenheimer : I'excitation d’un électron par I'absorption d’un photon se produit a une échelle
de temps beaucoup plus courte que celle du mouvement des noyaux. Les transitions électroniques
sont représentées a partir de I'état singulet fondamental de plus faible énergie S,. Les états singulets
sont notés S (Sq, Sy, S,) et les états triplets T (T4, T>).

Une molécule excitée a un état S, peut suivre plusieurs voies de désexcitation avant de rejoindre |'état
fondamental So. Par exemple, la relaxation vibrationnelle correspond a une désexcitation d’une
molécule dans un état énergétique vibrationnel excité vers un état vibrationnel d’énergie inférieure,
par transfert d’énergie vibrationnelle (phonons ou chaleur). Cette redistribution d’énergie peut étre
dirigée vers d’autres modes vibrationnels de la molécule : on parle de transfert d’énergie vibrationnelle
intramoléculaire. Un transfert d’énergie vibrationnelle intermoléculaire peut également avoir lieu
entre la molécule et son environnement (généralement son solvant). La relaxation vibrationnelle est
un phénomeéne non radiatif rapide (temps caractéristique : 102 —10"'%s) et n’entraine pas de variation
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de I'état électronique de la molécule : un état vibrationnel d’énergie supérieur est désexcité en un état
vibrationnel d’énergie inférieur. Une autre voie également largement empruntée par les molécules
excitées est la conversion interne : celle-ci correspond a une désexcitation non radiative par couplage
d’un état vibrationnel avec un second état vibrationnel de plus basse énergie. La conversion S, = S; de
niveaux énergétiques plus proches que S; = Sq est plus favorable. La conversion interne conserve donc
le spin de la molécule contrairement au phénomene de conversion intersysteme. En effet, la
conversion intersystéme correspond a une transition d’un état électronique vers un second état T, ou
T, mais de multiplicité de spin différente. Par exemple, une molécule excitée de niveau S; peut passer
au méme niveau d’énergie de I'état triplet si un couplage spin-orbite existe, avant de suivre une autre
voie de désexcitation comme la phosphorescence lui permettant de retrouver son état fondamental
So. La conversion intersysteme est un phénomene relativement rapide (temps caractéristique 10" -
10® s) lui permettant d’étre un phénoméne compétitif par rapport a la conversion interne et la
fluorescence. Elle est d’autant plus favorisée que le couplage spin-orbite est important. Une molécule
dans un état triplet T, présente une probabilité importante de se désexciter de maniére non radiative.
Cependant dans le cas d’un couplage spin-orbite dans un environnement limitant la relaxation par
collisions (par exemple un milieu rigide a basse température), la voie de désexcitation radiative lente
T, = So correspondant a la phosphorescence peut étre suivie. Le phénomene de phosphorescence se
produit a une énergie inférieure a celle de I'absorption, donc a une longueur d’onde supérieure a celle
de I'absorption : ce décalage entre les spectres d’absorption et d’émission est appelé déplacement de
Stokes. En effet, une perte d’énergie sous forme de vibration ou de chaleur liée a la relaxation
vibrationnelle précédent le phénomene de phosphorescence entraine ce déplacement de Stokes vers
des longueurs d’ondes plus élevées.
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Figure | - 23 : Diagramme de Perrin-Jablonski représentant les différentes transitions électroniques entre les
états d’une molécule accompagné de leurs temps caractéristiques et des positions relatives des spectres
d’absorption, de fluorescence et de phosphorescence (adapté de [70])

Le phénomene de fluorescence est induit par I'absorption d’un photon par un électron résultant en
une transition vers une orbitale moléculaire de niveau supérieur. Cette transition est suivie d’'une
relaxation vibrationnelle jusqu’au niveau énergétique S; puis d’'une désexcitation S; = Sy par émission
de photons. Cette derniére désexcitation S; = Sy correspond a la fluorescence et comme pour le cas
de la phosphorescence décrit précédemment, un déplacement de Stokes vers les longueurs d’ondes
élevées est observé. D’apres la loi de Vavilov, les propriétés de fluorescence seront peu influencées
par la longueur d’onde d’excitation (Aey) car la désexcitation se produit a partir du niveau S; [71]. Le
spectre d’émission de fluorescence d’un fluorophore excité avec un rayonnement de longueur d’onde
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Aexc représente alors le nombre de photons émis pour chaque longueur d’onde. D’apreés le diagramme
d’énergie de Franck-Condon permettant de déduire les intensités des bandes d’absorption et
d’émission, le spectre de fluorescence est le symétrique du spectre d’absorbance selon un axe vertical
correspondant a la transition entre les niveaux vibrationnels de plus basse énergie des états S; et S
notée 0 — O (Figure | - 24).

Absorption

Energie

T

o1 .
Coordonnées nucléaires Energle

Figure | - 24 : Diagramme d’énergie de Franck-Condon pour une excitation favorisant une transition
électronique entre les états vibrationnels (0,2) et spectres d’absorbance et de fluorescence déduits (adapté de

[72])

lll.1.c. Fluorescence : terminologie et définitions

La voie de désexcitation de I'état S1 peut-étre décomposée en étapes distinguées par différentes
constantes de vitesses (Figure | - 25).

k

IsC

kisc - constante de vitesse de conversion intersytéme

81—

k;. : constante de vitesse de conversion interne S, — S,

kT, : constante de vitesse de désexcitation non radiative T, — S,

ks, : constante de vitesse des phénomenes non radiatifs S, - S,

K =K +k

Figure | - 25 : Constantes de vitesse de désexcitation de I'état S; (adapté de [70]

Toute substance chimique émettant de la fluorescence aprés excitation a une longueur d’onde A est
appelée fluorophore. En considérant une solution diluée d’un fluorophore F a une concentration [F]
exprimée en mol.L?, la vitesse de désexcitation du fluorophore dans un état excité S; noté F* s’exprime
en fonction des constantes de vitesse k3 et kj,. :

d[F”] S S *
_TZ(kr'l' kar) [F*] Eq.1-30
La durée de vie de I'état excité S; notée Ts est un parametre essentiel permettant de définir la plage
temporelle durant laquelle le phénomeéne sera observable :
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1

Tec = —c——<
ST

Eq.1-31
La concentration [F*] a un temps t peut alors étre déduite en fonction de 15 et de [F*,] la concentration
de F* au temps t :

[F*] = [F5] exp (— %) Eq.1-32
Suite a I'excitation de F par un pulse de lumiére au temps ty de courte durée §, relativement aux
constantes de vitesse considérées, l'intensité de fluorescence correspond a la quantité de photons (en
mol) émise par unité de temps (en s) et par unité de volume (en L). Elle correspond au produit de kg
et de [F*]. En pratique, l'intensité de fluorescence est mesurée sur une échelle arbitraire propre a
I"appareil de mesure et la valeur mesurée I est proportionnelle a ir avec un facteur de proportionnalité
dépendant de I'appareil.

. . . t
ip(t) = k3 [F*] = kS [F3] exp (— ;) Eq.1-33

Un second parametre essentiel permettant de caractériser un fluorophore est le rendement quantique
®¢, qui correspond au rapport entre le nombre de photons émis et le nombre de photons absorbés,
sur la période totale de durée de vie du fluorophore. En d’autres termes :

1 © ,
FE J, e dt Eq.l-34

Le rendement quantique de fluorescence correspond également au nombre effectif de molécules se
désexcitant pour retourner a I'état fondamental S, de maniére radiative, avec émission de
fluorescence :

k7

bp = kS 1g = 2
TS T kSt ks,

Eq.1-35
En pratique, le rendement de fluorescence d’un composé est mesuré relativement au rendement
guantique connu d’une référence. L’étalon sélectionné possede une longueur d’onde d’excitation Aec
égale a celle du fluorophore étudié.
A S n
¢F=¢FR><—R><—><(—) Eq. |- 36
! A SR ngr
avec O le rendement quantique de fluorescence de la référence A et Ag les absorbances a la longueur
d’onde d’excitation, S et Sg les aires sous les courbes d’émission, et n et ng les indices de réfraction des
solvants utilisés pour le composé et pour la référence respectivement. Le Tableau | - 5 liste quelques
valeurs de rendement quantiques de références couramment utilisées :
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Référence Excitation (nm) Aexc (nm) Emission (nm) Solvant (O

Su”?t.e de 280-380 350 380-580 H,S0,0,5M 0,52+0,02
quinine
Fluorescéine 470-490 470 490-620 NaOH 0,1M 0,91+0,05
Rhodamine 101 500-600 535 600-700 MeOH (acide) 0,96
Rhodamine 6G 470-510 530 510-700 H,0 0,92+0,02
Pérylene 360-420 366 430-530 EtOH 0.92

Tableau | - 5 : Rendements quantiques de fluorescence de quelques références[73]

La loi de Parker définit I'intensité de fluorescence I d’'un fluorophore en solution diluée en fonction du
rendement quantique de fluorescence Ox:

Ie = kXIg(Aoyc) XE(Aorc) XCX PR X1 Eq.1-37

avec:

- k:la constante géométrique de I'appareil de mesure ;

- lo(Aexc) : 'intensité incidente a la longueur d’onde d’excitation ;

- €(Aexo) : le coefficient d’extinction molaire a la longueur d’onde d’excitation ;
- C:laconcentration en fluorophore ;

- |:la profondeur de pénétration de I’excitation.

111.1.d. Extinction de fluorescence

Des parametres intrinséques et extrinséques au fluorophore peuvent moduler I'émission de
fluorescence, ils sont résumés par la Figure | - 26. En effet, la fluorescence des fluorophores est sensible
a leur micro-environnement, ce qui justifie leur utilisation comme sondes moléculaires fluorescentes.
L’extinction de fluorescence désigne la diminution de I'intensité de fluorescence liée a un phénomeéne
extérieur au fluorophore. L’extinction de fluorescence collisionnelle est un phénoméne largement
observé ;le temps de vie de I'état excité d’un fluorophore (10™° — 10® s) est suffisamment élevé afin
gu’une molécule appelée ‘inhibiteur’ (ou quencher en anglais) entre en collision avec le fluorophore
dans son état excité. Cette collision entraine une désexcitation non radiative décrite par I'équation de
Stern-Volmer avec IPQ I'intensité de fluorescence mesurée en absence d’inhibiteur Q, I I'intensité de
fluorescence mesurée en présence d’inhibiteur Q, kq la constante du taux d’extinction de fluorescence
(en s) et 15 le temps de vie de I'état excité du fluorophore (en s). Le coefficient de la vitesse
d’extinction de fluorescence ks, caractérise I'extinction de fluorescence et dépend de la température
et de la viscosité de la solution.

Ip

£=1+k 15[0Q] Eq.1-38

Ig
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ENVIRONNEMENT STRUCTURE INTRINSEQUE

Conjugaison

Température

Viscosité du solvant Rigidité

Polarité du solvant Nature des substituants

Présence composés

Oxygéne hétérocycliques

Figure | - 26 : Paramétres extrinséques et intrinséques d’un fluorophore

L’extinction de fluorescence dynamique est a distinguer de I'extinction statique : dans le second cas le
fluorophore dans son état fondamental forme un complexe avec I'inhibiteur et peut voir ses propriétés
d’absorption et d’émission modifiées. Dans le cas d’une extinction de fluorescence dynamique, une
désexcitation non radiative se produit (transfert d’énergie, transfert d’électron, croisement
intersystéme). La formation d’exciméres est également un mécanisme dynamique d’extinction induit
par un couplage faible fluorophore-fluorophore : un excimere résulte du couplage de deux (ou
plusieurs) molécules dont I'une au moins est dans son état excité. Ce couplage résulte en un transfert
de charge entre les deux monomeéres, et donc a une extinction de la fluorescence. La formation
d’excimeres est favorisée par une concentration élevée en monomeres.

l11.2. La fluorescence moléculaire comme outil analytique

Le développement d’outils analytiques privilégie la détection par fluorescence plutot que la détection
par absorbance ou transmission du fait de la sensibilité de cette technique, ne correspondent pas a
une mesure d’intensité relative a celle de la source et permettent la détection d’analytes en faible
concentration[74-75]. Deux méthodes de mesure fluorimétriques sont distinguées : d’'une part les
mesures fluorimétriques directes appliquées lorsque I'analyte est fluorescent, et d’autre part les
mesures fluorimétriques indirectes appliquées pour les analytes non fluorescents. Ce dernier cas est
plus répandu car la majorité des ions et molécules ne sont pas fluorescents : des sondes moléculaires
fluorescentes sont alors développées afin de les détecter. La Figure | - 27 décrit le principe général
appliqué pour la synthese de sondes moléculaires fluorescentes innovantes : un fluorophore est
associé a une unité de détection, éventuellement en présence d’un espaceur. L'unité de détection est
spécifique a I'analyte étudié et peut correspondre a une fonction chimique. L’association analyte-unité
de détection génere une variation des propriétés photophysiques du fluorophore et plusieurs
mécanismes photophysiques permettent de discriminer les sondes moléculaires fluorescentes.

ANALYTE

v 2
- g ¢

FLUOROPHORE  UNITE DE FLUOROPHORE ~ UNITE DE
DETECTION DETECTION

Figure | - 27 : Principe général d’une sonde moléculaire fluorescente. La détection de I’analyte étudié par I'unité
de détection induit une variation des propriétés photophysiques du fluorophore
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111.2.a. Sondes moléculaires fluorescentes

Les sondes moléculaires fluorescentes sont majoritairement basées sur deux mécanismes : le transfert
de charge intramoléculaire (noté ICT pour Intramolecular Charge Transfer en anglais) et le transfert
d’électrons photoinduit (noté PET pour Photoinduced Electron Transfer en anglais) [76].

MECANISME ICT (INTRAMOLECULAR CHARGE TRANSFER) ou TCI (TRANSFERT DE CHARGE
INTRAMOLECULAIRE)

Bien que s’appliquant aux molécules inorganiques et organiques, le phénomene ICT a majoritairement
suscité un intérét pour les molécules organiques m-conjuguées du fait de leur application potentielle
dans le domaine de I’électronique organique [77-81]. Le principe du mécanisme ICT repose sur une
géométrie donneur-accepteur m-conjugués : la sonde moléculaire dans son état fondamental est
excitée par I'absorption d’énergie a une longueur d’onde A, favorisant un transfert de charge d’une
région de la molécule vers une autre grace a la conjugaison, et formant un moment dipolaire supérieur
dans I'état excité. Ce transfert de charge intramoléculaire différencie la distribution de charge
électronique de la molécule dans son état fondamental de celle dans son état excité (Figure | - 28). La
molécule dans un état énergétique instable LE se stabilise dans un état ICT, grace a une variation de
conformation comme une rotation ou une élongation de liaison. Cette variation de conformation
dépend de I'environnement de la molécule, et notamment de la polarité et de la viscosité du solvant
environnant [70]. Les deux états moléculaires LE et ICT induisent une émission de fluorescence et
permettent d’atteindre les états E(FC,LE) et E(FC,ICT) respectivement, a des nombre d’ondes Vyax(LE)
et Vimax(ICT) respectivement avec :

1

Vmax=l Eq.1-39
max
82
IC
+
8-
onfiguration ICT
pmax (|CT)
T
B pmax (LE)
Etat fondamental
E(FC, ICT)
S
°of TEFCLE) vy

Figure | - 28 : Représentation des profils d’énergie potentielle lors du mécanisme de transfert de charge
intramoléculaire (ICT) : la molécule de géométrie accepteur-donneur ri-conjuguée (A-ri-D) dans son état
fondamental S, est excitée a I’état S,. La conversion interne (IC) permet d’atteindre I’état localement excité (LE-
S.) avant I'état ICT-S, (adapté de [82])

Ainsi, pour une molécule solubilisée dans un solvant de faible viscosité, I'état stable ICT pourra étre
atteint par rotation des molécules de solvant afin de minimiser I'énergie d’interaction fluorophore-
solvant, c’est-a-dire afin que la sphére de solvatation de la molécule atteigne un équilibre
thermodynamique. De méme, une rotation interne du fluorophore peut permettre une stabilisation
de I'état LE en état TICT (Twisted Intramolecular Charge Transfer). Un cas largement étudié et
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démontrant I'action conjointe du fluorophore et du solvant afin d’atteindre I'état TICT est le 4-N,N-
(dimethylamino)benzonitrile (DMABN) solubilisé dans un solvant polaire (Figure | - 29 [70]). Le
fluorophore DMABN dans son état fondamental montre un maximum de conjugaison du fait de sa
planéarité. Dans le cas d’un solvant apolaire tel que I’'hexane, aucune énergie de stabilisation n’est
fournie pas le solvant. L’état LE conserve cette planéarité mais I’état TICT est atteint par une rotation
du groupement dimethylamino par rapport au groupement phényle, accompagné par une perte de
planéarité et donc une diminution de la conjugaison. En conséquence, le moment dipolaire exacerbé
du fluorophore génere une bande d’émission additionnelle a la bande d’émission LE, et le réle du
solvant polaire dans le phénoméne TICT est mis en évidence par la comparaison des spectres
d’émission du DMABN dans des solvants de polarité opposée (Figure | - 29).

state
\“/\_/
S, state 14 Hexane THF

reaction 300 400 500 600
coordinate wavelength / nm

Figure | - 29 : Structure de DMABN et diagramme d’énergie potentielle lors de la rotation du groupement
dimethylamino accompagnée de la relaxation de la sphere de solvation polaire (gauche). Spectre de
fluorescence de DMABN dans I’hexane et le THF a température ambiante (droite) [70]

MECANISME PET (PHOTOINDUCED ELECTRON TRANSFER) OU TEP (TRANSFERT D’ELECTRON PHOTOINDUIT)

Le mécanisme PET est présent dans les procédés impliquant une conversion d’énergie solaire puisqu’il
permet la séparation photoinduite de charges [70] ; il est ainsi retrouvé dans le domaine de I'énergie
photovoltaique et de la photosynthese naturelle et artificielle. Le PET concerne les molécules de
géométrie donneur-espaceur-accepteur, avec I'un des deux groupements accepteur ou donneur
correspondant a un groupement récepteur d’analyte ou groupement ayant une affinité avec un
analyte. Le mécanisme PET est comparable a une réaction intramoléculaire d’oxydo-réduction
photoinduite : dans le cas d’un transfert d’électron réducteur et en absence d’analyte, une excitation
de la molécule avec une énergie E = hv permet d’atteindre le potentiel de réduction du groupement
accepteur et le potentiel d’oxydation du groupement donneur. Un transfert d’électron est alors
thermodynamiquement favorisé entre le groupement donneur et le groupement accepteur. Le
mécanisme PET est thermodynamiquement favorisé si la variation d’enthalpie libre standard est
négative lors du processus de transfert d’électrons. L’équation de Rehm-Weller permet de calculer
cette variation d’enthalpie libre standard, en distinguant les cas de transferts d’électrons réductifs et
oxydatifs :

AG® = F[E°(D**/D) — E°(A/A°™) — AEyo(D)] — AHgpy —w  [0x] Eq.1-40

AG® = F[E°(D°*/D) — E°(A/A°™) — AEyo(A)] — AHg, —w  [Red] Eq.l-41
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avec:

- F:constante de Faraday, F = 9,65.10" C.mol™

- E%(D°*/D) : potentiel standard d’oxydation du donneur, exprimé en V

- E9(A/A°7) : potentiel standard de réduction de I'accepteur, exprime en V

- AEyy(D) : énergie de I'état excité fluorescent du donneur, exprimée en eV

- AEyy(A) : énergie de I'état excité fluorescent de I'accepteur, exprimée en eV
- AHg,,, : enthalpie de solvatation, exprimée en J.mol™

- w: énergie coulombienne de la paire d’ion formée, exprimée en J.mol™.

Un mécanisme PET est favorisé si AG° < 0.

Ce transfert d’électron photoinduit entraine une séparation de charge pour former le groupement
accepteur cationique et le groupement donneur anionique (Figure | - 30). En revanche, en présence
d’un analyte lié au groupement récepteur d’analyte, le potentiel redox est modifié et I'énergie hv
apportée par I'excitation n’est pas suffisante ; le mécanisme PET n’est pas thermodynamiquement
favorisé. Par conséquent, la molécule émet une radiation d’énergie Eq = hvg afin d’atteindre son état
fondamental. En d’autres termes, le mécanisme PET nécessite un potentiel d’oxydation du
groupement récepteur d’analyte inférieur au potentiel d’oxydation du groupement fluorophore [83].

e e
/_\v Analyte : X / xg\'
= - 0=
R
S S
PET FET
o Séparation T
— de charges — — Emission -
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— — e o
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Figure I - 30 : lllustration du mécanisme de transfert d’électron photoinduit (PET) dans le cas d’un transfert
d’électron réducteur : le fluorophore de géométrie donneur-espaceur-accepteur (D-E-A) voit son potentiel redox
modifié en présence de I'analyte X et émet une fluorescence d’énergie E,= hv,car le transfert d’électron de D
vers A est inhibé. A 'inverse en absence d’analyte X, le mécanisme PET induit une séparation de charges et une
extinction de fluorescence.

Grace a l'ingénierie moléculaire, les sondes moléculaires PET offrent la possibilité d’élaborer des
sondes spécifiguement adaptées a I'analyte étudié. Les sondes PET présentent également I'avantage
de pouvoir constituer des sondes ON-OFF-ON du fait de leur réponse ou absence de réponse en
présence ou en absence de I'analyte étudié. Les sondes PET ont donc suscité un intérét majeur dans le
domaine de la chimie analytique et on peut citer I'exemple des sondes PET de cations qui ont été
largement développées. Un unique fluorophore permet de développer différentes sondes PET
répondant a différentes problématiques. Un fluorophore largement exploité pour les sondes PET est
I’'anthracéne : plusieurs sondes PET contenant des groupements couronnes, mais également des
groupements cryptants, des chaines polyamines, des groupements chélatants, ou des calixarénes ont
été développées.
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De Silva et al. ont par exemple synthétisé une sonde PET constituée d’un anthracéne substitué d’un
groupement couronne, dont la structure est présentée en Figure | - 31 [84]. Cette sonde a été
développée pour la détection des cations K" et Na*. En absence de cations K" ou Na* au niveau du
groupement récepteur couronne, un transfert d’électron vers I'anthracéne (fluorophore) résulte en
une émission faible de fluorescence. En présence des cations K" ou Na®, I'électron est attiré vers le
récepteur chargé positivement, le potentiel d’oxydation du récepteur lié augmente et le PET n’est pas
favorisé ce qui induit une augmentation de fluorescence. Ainsi, pour la détection des cations K*, un

rapport des rendements quantiques de fluorescence en absence (®¢) et en présence (Dfcation) de
e @ 0,14 . —
I’analyte est défini : ———— = 003" Les auteurs suggerent |'utilisation de cette sonde en mode ON-
F,cation )
OFF-ON. Une certaine sélectivité de la sonde est prouvée par I'absence de réponse avec le cation Li’,

mais la fluorescence est pH-dépendante.

O

0 o

NI

)

Figure | - 31 : Structure de la sonde PET constituée d’un motif anthracene substitué par un groupement
couronne, synthétisée par De Silva et al. [84]

Qiu et al. associent I'anthracéne a des groupements chélatants afin de constituer une sonde PET pour
les cations Fe**, AI** et Cr** (Figure | - 32)[85]. Le groupement N-(2-Hydroxyethyl)ethylenediamine a le
role d’agent chélatant pour les analytes étudiés, et I'ajout de deux hydroxyethyl permet d’augmenter
la spécificité de la sonde vis-a-vis des ions Fe**. La sonde synthétisée est spécifique aux ions Fe**, mais
répond également aux ions AP** et Cr**, avec des facteurs d’augmentation d’intensité de fluorescence
de 5,6, 2,3 et 0,9 respectivement pour ces trois cations. Le spectre d’émission obtenu en présence de
Fe®* a une signature spectrale typique des anthracénes, avec la présence d’une bande excimére. En
raison de la présence des fonctions amines, la fluorescence de la sonde est pH-dépendante : pour la
gamme 6,5<pH<12, la sonde est dans son état déprotonée et le mécanisme PET entre les anthracenes
et les groupes amine induit une faible fluorescence, quasi-stable a partir de pH=6,5. Pour la gamme
6,5<pH<12, la sonde est sous forme protonée et le mécanisme PET entre les anthracénes et les groupes
amine est inhibé, induisant une augmentation de fluorescence d’un facteur 12. Qiu et al. prouvent
ainsi qu’au-dela d’un pH = 6,5, toute variation d’intensité de fluorescence est liée a la coordination de
Fe®* avec la sonde Chel-1, bloquant le mécanisme PET [85].

Figure | - 32 : Structure de la sonde PET constituée de deux motifs anthracéne substitués par des groupements
chélatants, synthétisée par Qiu et al. [85]
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111.2.b. Sondes moléculaires de pH fluorescentes

Plusieurs sondes moléculaires fluorescentes de pH ont été synthétisées dans le but de palier a
I'incertitude de mesure liée a 'utilisation d’indicateurs colorés de pH, mais également pour développer
des capteurs de pH optiques pour les applications non compatibles avec les électrodes de pH en verre
ou en oxydes métalliques. Ces sondes de pH sont employées dans différents domaines tels que la
mesure du pH intracellulaire en biologie moléculaire [86-88], le suivi des patients dans le secteur
médical [89], I'industrie agro-alimentaire [90] ou encore la surveillance de I'environnement [91]. Les
sondes moléculaires fluorescentes offrent la possibilité d’élaborer des systemes optiques de
monitoring du pH a distance avec une précision de mesure adaptée a I'application, d’obtenir une
information sur la présence de gradients de pH dans un volume étudié, ou encore de concevoir des
capteurs de pH pour les milieux agressifs ou les électrodes de pH classiques ne sont pas adaptées.
Cependant, la fluorescence des sondes de pH peut varier en fonction de la force ionique et leur
sélectivité doit étre établie. L'utilisation de sondes monochargées associées a des matrices non
ioniques permet généralement d’éliminer I'effet de la force ionique sur la fluorescence[92].

Il existe plusieurs composés occupant le role de brique élémentaire pour la synthese de sondes
moléculaires de pH fluorescentes. Les grandes familles de sondes moléculaires de pH fluorescentes
sont détaillées ci-dessous.

SONDES DEVELOPPEES A PARTIR DU MOTIF FLUORESCEINE

La fluorescéine, ou uranine, est I'une des molécules fluorescentes les plus connues depuis sa
découverte par A. von Baeyer en 1871. Elle correspond a un cycle pyrane lié a deux cycles phénols et
un acide benzoique. Il s’agit d’un colorant fluorescent communément utilisé en raison de son caractére
hydrophile afin de suivre un écoulement d’eau, comme une fuite ou une pollution anthropique. La
fluorescéine n’étant pas photostable, elle est adaptée aux mesures de pH ponctuelles [93]. La
fluorescéine est utilisée pour la mesure du pH intracellulaire en raison de sa biocompatibilité et de son
pKa = 9,2 adapté a I'étude de phénomenes pathologiques intracellulaires [94]. Lee et al. proposent
par exemple une sonde fluorescente "caméléon" associant une rhodamine a la fluorescéine avec un
diethylentriamine occupant le réle d’espaceur (Figure | - 33), dans le but de couvrir une plus large
gamme de pH [94]. La sonde synthétisée présente alors une fluorescence orange en milieu acide en
raison de l'ouverture du noyau lactame de la rhodamine, et verte en milieu basique en raison de
I'ouverture du noyau lactame de la fluorescéine. La Figure | - 33 montre I'évolution du spectre
d’émission de la sonde en fonction du pH. La sonde répond aux variations de pH dans la gamme
pH=3,2-10 avec une réponse linéaire entre pH=4 et pH=8, et une réversibilité de sa réponse prouvée
entre pH=4 et pH=10. Chan et al. ont synthétisé une sonde de pH a partir de la fluorescéine avec un
groupement pyrrole-2,5-dione. La sonde de pH obtenue est greffée en surface de nanoparticules de
polymére semi-conducteur (Pdots) et un mécanisme FRET (Forster Resonance Energy Transfer)
gouverne la réponse aux variations de pH de la sonde moléculaire ainsi synthétisée [95]. Le mécanisme
FRET correspond a un transfert d’énergie par résonance Forster entre I'entité Pdot dont la variation
ne varie pas en fonction du pH et I'entité fluorescéine correspondant a la une sonde de pH
fluorescente. Ce transfert d’énergie est ici favorisé par le recouvrement du spectres d’émission des
Pdots donneurs dont le spectre d’émission recouvre par le spectre d’absorption de la fluorescéine,
occupant le role d’accepteur. Ce recouvrement spectral conduit au phénomeéne FRET : un couplage de
type dipole-dipdle entre le couple donneur-accepteur permet une transition d’énergie entre le
donneur et I'accepteur, sous forme non radiative. Une telle géométrie permet alors d’obtenir une
sonde de pH ratiométrique. La sonde synthétisée présente une réponse linéaire aux variations de pH
pour lagamme pH=5,0-8,0, avec d’excellentes reproductibilité et réversibilité des mesures. Les auteurs
démontrent I'efficacité de la mesure du pH intracellulaire grace a I'observation de cellules Hela lors
d’un phénomene d’endocytose.
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Figure I - 33 : Structure de la sonde de pH "caméléon" synthétisée par Lee et al. a) Evolution du spectre
d’absorption entre pH=3,2-10 : la sonde présente une fluorescence orange en milieu acide qui évolue
progressivement vers une fluorescence verte en milieu basique b) En raison de cette évolution de la signature
spectrale en fonction du pH, un raisonnement ratiométrique permet de mettre en évidence une linéarité de la
réponse dans la gamme pH=4-8 [94]

SONDES DEVELOPPEES A PARTIR DU MOTIF COUMARINE

La coumarine (2H-1-benzopyrane-2-one) est un motif retrouvé dans plusieurs sondes moléculaires
fluorescentes en raison de la sensibilité de sa fluorescence a I’'environnement (polarité et viscosité),
un déplacement de Stokes large, ainsi qu’une photostabilité justifiant I'utilisation de coumarines pour
le développement de laser a colorants ou de cellules solaires [96] [97]. Plusieurs coumarines existent
et different par leur poids moléculaire, leur structure et leur hydrophobicité, permettant ainsi de
développer des sondes adaptées a différentes applications [98]. La fluorescence des coumarines est
due a une transition mt — nt* et I’étude de structures rigides et flexibles a permis de corréler la structure
des coumarines étudiées au solvatochromisme observé, par le biais d’'un mécanisme TICT (Twisted
Intramolecular Charge Transfer) [99]. L'utilisation d’amino-coumarines comme sonde de pH
fluorescentes a été reporté par plusieurs équipes : Long et al. ont développés deux sondes de pH dont
les structures sont présentées en Figure | - 34 [100]. La protonation de I'amino-pyridine conduit a un
accroissement de son caractere électro attracteur, induisant a son tour un mécanisme ICT entre le
motif coumarine et I'amino-pyridine. Ce mécanisme a été confirmé par des calculs théoriques associés
a des spectres RMN des sondes dans leur états protoné et déprotoné. La diminution du pH induisant
le mécanisme ICT est reflété sur le spectre d’émission de la sonde a. par un déplacement bathochrome

significatif de 87 nm, accompagné d’un déplacement hypochrome important avec un ratio fs22

586
diminuant de 8,38 a 2,41. Long et al. montrent une linéarité de la réponse de la sonde a. entre pH 4,0

et 6,5. Les structures a. et b. différent par leurs valeurs de pKa de 5,36 et 4,92 respectivement en raison
de la position de la fonction amine dans le cycle pyridine. Ces sondes peuvent étre employées pour le
développement de capteurs de pH ratiométriques en raison de la présence d’un point isobestique. De
plus, la sélectivité de la sonde par rapport aux ions H;O" est prouvée par I"absence de variation de
I’émission a pH 5,70 et 4,45 en présence de différents ions et molécules, dont Li*, Cu**, K', le glucose,
la vitamine C et le glutathion.

Figure | - 34 : Amino-coumarines synthétisées par Long et al. : les deux sondes ont été synthétisées pour le
développement de capteurs ratiométriques de pH acides et présentent un mécanisme ICT lié a la protonation de
I’'amino-pyridine [100]
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Un autre exemple de sonde de pH fluorescente basée sur un motif coumarine a été présenté par Wu
et al. et la structure de la sonde est présentée en Figure | - 35[101]. Cette sonde est également une
sonde de pH ICT, adaptée a la gamme de pH =5 — 8,5 avec un pKa = 5,88 et un rendement quantique
de fluorescence ®f = 0,0584 et ®: = 0,0159 a pH=4,0 et pH=9,0 respectivement. Le spectre
d’absorbance de la sonde présentant un point isobestique, celle-ci offre également I'avantage de
pouvoir effectuer des mesures ratiométriques. Des études de sélectivité de la sonde ont prouvé
I’absence d’interactions de la sonde avec d’autres espéces telles que S* et SO5> susceptibles d’étre
présentes dans le milieu cellulaire étudié. Une réversibilité de la sonde entre pH=4,0 et pH=8,0 est
également démontrée sur huit cycles et les auteurs présentent la possibilité d’un monitoring continu
du pH de mitochondries.
i

\\\l

HO O [®]

Figure | - 35 : structure de la sonde de pH fluorescente synthétisée par Wu et al. [101]

Le développement de sondes spécifiques a une application donnée est prouvé par les travaux de Lee
et al. se basant sur I'association d’un motif hydroxy-coumarine halogéné, occupant le role de sonde de
pH, a un groupement aminoéthyl permettant d’identifier les transporteurs vésiculaire de monoamines
(VMAT) des neurones présynaptiques [102]. La sonde a été développée pour sa sélectivité vis-a-vis des
VMAT, pour une gamme de pH acide pH =5 - 6. Des groupements halogénés électroatracteurs (Cl et
F) ont été introduits afin de diminuer le pK, du motif hydroxycoumarine. La structure synthétisée
permet d’obtenir une sonde de pH ratiométrique possédant deux fonctions : une fonction de transport
par les VMAT associée a une fonction de monitoring de pH. Lee et al. présentent donc la possibilité de
suivre des phénomeénes intracellulaires spécifiques. Un tel niveau d’ingénierie moléculaire est
également démontrée par Vasylevska et al. qui ont développé une série de sondes moléculaires
fluorescentes basées sur le motif coumarine, dont I’association permet de couvrir une large de gamme
de pH = 1-11 (Figure | - 36 [74]). Le motif coumarine est ici associé a un groupement N,N-
Diethylmethylamine pour I'ensemble des sondes proposées, et I'association de différents
groupements permet de moduler le pK, des sondes. Les sondes sont immobilisées dans des billes de
polymere par une réaction de Mannich puis elles sont dispersées dans un hydrogel pour obtenir des
membranes répondant aux variations de pH. Les membranes associant plusieurs sondes ainsi obtenues
sont calibrées et une large gamme de pH est couverte. Ces sondes de pH sont intéressantes pour leur
intégration dans un capteur de pH ratiométrique en raison de leur photostabilité et leur sélectivité
pour des valeurs de force ionique faibles de I'ordre de 140 mM. La comparaison avec une électrode de
pH en verre met tout de méme en évidence une erreur pouvant atteindre +1 unité de pH.
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Figure | - 36 : Série de sondes de pH fluorescentes basées sur le motif coumarine développées par Vasylevska et
al. (2007) : I'association de plusieurs sondes au sein d’une membrane polymére permet de couvrir une large
gamme de pH = 1-9 [74]

Nguyen et al. décrivent la synthese d’'une série de trois sondes de pH coumarine-imidazole
spécifiquement développées pour les pH basiques[103]. Les structures des sondes ainsi que I'équilibre
de protonation-déprotonation en solution sont présentées en Figure | - 37. Les sondes VIC
(vinylbenzylamino imidazolylmethyl coumarine), AIC (acrylamido imidazolylmethyl coumarine) et SIC
(styryl imidazolylmethyl coumarine) ont été synthétisées afin de constituer des sondes de pH
fluorescentes possédant un pKa~11-12,5, une photostabilité a pH élevé, un rendement quantique de
fluorescence relativement élevé pour une application de capteur optique, et incluent une ou plusieurs
fonctions permettant leur immobilisation dans une matrice polymere par liaison covalente.
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Figure | - 37 : Structures des trois sondes de pH synthétisées par Nguyen et al., diagramme énergétiques
probables et équilibre de protonation-déprotonation en solution aqueuse[103]

Les composés absorbent dans I’'UV et sont caractérisés par une seule bande d’émission correspondant
a la transition S*(n,m*)—>Sy pour les sondes VIC, AIC et S*( m,m*)—=>S, pour la sonde SIC (Figure | -
37,Tableau | - 6). En effet, les coumarines présentent des états m,n* et n,m* d’énergies proches
impliquant que I'état excité S; avec un caractére m,n* et n,m*. L'état n,n* de la sonde VIC a
probablement une énergie inférieur a son état m,m* en raison de la conjugaison du doublet non liant
de I'amine en position 7 avec le coeur aromatique. Cette conjugaison est réduite dans le cas d’AlC en
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raison de la présence de l'imide. SIC présente un groupement styryle substitué permettant
d’augmenter la conjugaison et la transition S*(m,m*)>S, de durée de vie supérieure explique le
rendement quantique supérieur (Figure | - 37). Le déplacement de Stokes proche de 100 nm pour
chaque sonde est intéressant pour le développement d’un capteur optique puisque |'excitation et
I’émission des sondes pourraient étre aisément filtrées (Tableau | - 6). Les valeurs des pKa de chaque
sonde est déterminé en solution aqueuse et les valeurs sont listées dans le Tableau | - 6. Un exemple
d’une courbe de dosage de SIC est montré en Figure | - 38 et un mécanisme PET entre I'imidazole et la
coumarine est responsable de la diminution d’IF lors de |la déprotonation, comme illustré en Figure | -
37. Paraileurs, la photostabilité de la sonde VIC piégée dans une matrice polymere a été prouvée dans
une solution a pH = 10 : une faible photodégradation est relevée apres 3500 s d’illumination continue
avec une lampe au Xénon (Aex = 375nm).

Sonde de PH AaI:vsorbance,max (nm) A émission,max (nm) PKa ¢F,eau (%) c"F,EtOH (%)
VIC 370 470 12,48+0,06 0,8 2,6
AIC 330 416 12,22+0,07 0,6 1,7
SIC 334 458 12,40+0,24 2,0 25,0

Tableau | - 6 : Propriétés photophysiques des sondes de pH coumarine-imidazole synthétisées par Nguyen et al.
Les valeurs de A et de pKa sont déterminées dans H,O-EtOH 98,5 :1,5 [103]
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Figure | - 38 : Evolution du spectre d’émission de SIC en fonction du pH en solution aqueuse, A., = 330 nm[103]
SONDES DEVELOPPEES A PARTIR DU MOTIF RHODAMINE

Les rhodamines sont des composés organiques hétérocycliques fluorescents photostables et
possédant généralement des rendements quantiques élevés (Of = 0,7-1) ainsi qu’une solubilité élevée
dans I'eau, ce qui justifie leur utilisation comme colorants fluorescents pour diverses applications [93].
Les rhodamines permettent de développer des sondes de mesure du pH intracellulaire en raison de
leur biocompatibilité et leur réponse linéaire aux variations de pH dans la gamme pH=5-7 [94]. Aigner
et al. ont par exemple développé plusieurs sondes de pH basées sur le motif rhodamine (Figure | - 39
[93]) pour la gamme de pH=5-7. Un mécanisme PET entre les groupements amines déprotonés et le

chromophore (rhodamine) comme représenté pour la structure a. sur la Figure | - 39 conduit a une
extinction de fluorescence significative. Ainsi les rapports Dracide sont égaux a 040 : 267 et 0269 pour
PE basique <0,01’ 0,02~ <0,01
les sondes a, b et c respectivement. Le greffage covalent de ces sondes en surface de billes de silice
puis leur inclusion dans un hydrogel permet d’obtenir un gel sensible aux variations de pH sur la gamme
pH=3-8. Les sondes développées ne sont cependant pas photostables sous illumination continue, mais
il faut considérer que la majorité des applications ne nécessitent pas une illumination continue de la
sonde. Les auteurs notent une dépendance de la fluorescence des sondes a la force ionique de

I’environnement conduisant a des erreurs de I'ordre de + 0 — 0,2 unités de pH. Zhang et al. ont
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développé une sonde de pH synthétisée a partir d’'une rhodamine B en se basant sur un changement
de structure entre la forme déprotonée spirocyclique non fluorescente et la forme protonée ouverte
présentant une fluorescence intense rouge [104]. Une importante diminution de l'intensité de
fluorescence d’un facteur 100 est alors décrite lors du passage d’un pH 4,2 a 6,0. La sonde synthétisée
est sélective, photostable et posséde un pK, = 4,85 adapté pour le suivi du pH des organelles
constituant les cellules. Wu et al. présentent une sonde de pH synthétisée a partir d’'une rhodamine-
lactam (R6G-lactam) [105]. Contrairement a sa forme déprotonée spirocyclique, la R6G-lactam sous
forme protonée est hautement fluorescente en raison de sa structure ouverte[106]. R6G-lactam est
associée a la fluorescéine dont la fluorescence décroit en milieu acide, les deux sondes sont greffées
de maniére covalente en surface de silice mésoporeuse. L'association des variations inverses de
fluorescence permet d’observer une augmentation de la fluorescence de R6G-lactam lors d’une
diminution de pH de pH=3,5 a pH=7,5, et inversement une augmentation de fluorescence pour la
fluorescéine associée. Un raisonnement ratiométrique entre les deux sondes de pH permet d’observer
de grandes variations de ratios d’intensité de fluorescence pour de faibles modifications de pH. Ce
comportement n’est pas observé pour un fluorophore isolé et permet d’augmenter la sensibilité du
systéme aux variations de pH.

a) c)

N
@
Figure | - 39 : Série de sondes de pH fluorescentes basées sur le motif rhodamine développées par Aigner et al.

[93]
SONDES DEVELOPPEES A PARTIR DU MOTIF PYRANINE

La pyranine correspond a un arylsulfonate composé d’un pyrene et peuétre utilisé comme sonde de
pH fluorescente (Figure | - 40). Dans une solution de faible force ionique, la pyranine possede un pKa
=7,2 et est donc adaptée pour I'étude de phénomenes intracellulaires [70]. Un dérivé de la pyranine,
le DHDPS (I’acide 1,3-dihydroxypyrene-6,8- disulfonique), présente également une grande sensibilité
aux variations de pH mais possede I'avantage d’étre peu sensible a la force ionique de I'environnement
et posséde deux pK, : pK,1=7,33 et pK,, = 8,55 [70]. De nombreuses sondes fluorescentes de pH ont
été développées a partir de la pyranine dans les années 1970 a 1990. On peut notamment citer les
travaux de Kano et Fendler en 1977 visant a étudier le pH en surface et a I'intérieur de liposomes [107].
La pyranine est utilisée comme sonde de pH fluorescente afin de s’affranchir de la problématique de
liaison des sondes employées traditionnellement avec la surface des liposomes chargée négativement.
La présence d’un gradient de pH traversant la membrane des liposomes est alors mis en évidence.
Overly et al. se sont intéressés a la mesure quantitative du pH dans les organelles lors du transport
endosomal et lysosomal de neurones [108]. Les auteurs utilisent la pyranine comme sonde de pH
ratiométrique avec A = 405 et 450 nm et établissent des courbes de calibration sur la gamme de
pH=4,5-8,0, en incubant les cellules étudiées dans des solutions tampons de potassium de pH connus.
Ces travaux mettent en évidence I'importance d’une calibration effectuée dans les conditions physico-
chimiques les plus proches de celles de la mesure. Pfundel et al. ont également employé la pyranine
comme sonde de pH fluorescente afin d’estimer le pH du lumen de thylakoides contenus dans des
chloroplastes, avec une précision de 0,1 unité de pH [109].
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Figure | - 40 : Structure de la pyranine utilisée comme sonde de pH pour I’étude de phénoménes intracellulaires

SONDES DEVELOPPEES A PARTIR DU MOTIF BODIPY

La famille des BODIPY ou bore-dipyrrométhane présente des caractéristiques photochimiques
intéressantes pour le développement de sondes de pH fluorescentes en raison de leur absorbance
élevée dans I'UV-visible associée a une émission de fluorescence étroite et un rendement quantique
de fluorescence élevé. Enfin, leur fonctionnalisation accessible avec des groupements répondant aux
variations de pH les rend attrayants.

Gotor et al. ont synthétisés une série de sondes de pH BODIPY afin de couvrir I'ensemble de la gamme
de pH=0-14[110]. Les structures des sondes développées sont présentées en Figure | - 41 et quelques
propriétés photophysiques de ces sondes en solution sont présentées dans le Tableau | - 7. Ainsi,
I’addition en méso d’un groupement pyridine ou phénol substitué avec une variété de groupements
électroattracteurs ou électrodonneurs permet de moduler le pKa de la sonde. Un mécanisme PET entre
le groupement R et le motif BODIPY permet d’induire une extinction de fluorescence. Chaque sonde
de pH a été également piégée dans une matrice polyuréthane et I’extinction de fluorescence conserve
son efficacité. Les matrices solides ainsi constituées ont permis de réaliser des mesures ponctuelles
répétitives de pH sur la gamme pH = 2,51 — 10,20 et aucune lixiviation des sondes n’a été relevée.
L'utilisation des sondes BODIPY pour des valeurs de pH supérieures a 10,5 pendant un temps prolongé
est cependant limité en raison du manque de photostabilité des BODIPY a pH basique[111].
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Figure | - 41 : Structures des sondes de pH BODIPY synthétisées par Gotor et al.[110]
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Substituant Aubs, max (NM) Aém, max (NM) o> . oKa

R1 531 550 0,55 0,01 0,95
R2 529 545 0,64 0,15 2,15
R3 529 540 0,98 <0,01 4,62
R4 540 553 0,96 <0,01 5,13
R5 528 540 0,85 <0,01 7,40
R6 528 541 0,98 <0,01 7,13
R7 526 538 0,89 <0,01 8,75
R8 530 541 0,96 <0,01 9,33
R9 523 532 0,90 <0,01 9,98
R10 522 533 0,93 <0,01 13,10

Tableau | - 7 : Propriétés photophysiques des sondes de pH BODIPY en solution H,O/EtOH 1:1 v/v synthétisées
par Gotor et al. dont les structures sont présentées en Figure | - 41 [110]

Parmi la famille des composés BODIPY, la classe des aza-BODIPY, ou BF,-tetraarylazadipyrromethene,
est intéressante en raison de la photostabilité supérieure, comme prouvée par Strobl et al. avec le
développement d’une série de sondes de pH (Figure | - 42)[112]. Un mécanisme PET entre le
groupement phénol ou amine et I'aza-BODIPY induit une extinction de fluorescence lors de la
déprotonation. Le pKa des sondes est déterminé en solution EtOH/H,0 (1 :1) et la série développée
couvre lagamme de pH=2,6-11,9 (Tableau | - 8). Ainsi, la substitution du phénol par un ou deux atomes
électroattracteurs conduit a une diminution du pKa de la sonde (structures 1 a 4), tandis que la
substitution de I’'aza-BODIPY par un groupement électrodonneur de type butoxy permet d’augmenter
le pKa de la sonde (structures 2, 4, 6). L'originalité des structures 7 et 8 réside dans la présence d’une
liaison ne possédant pas un caractere m-conjugué entre le groupement répondant aux variations de
pH (un groupement amide ici) et le coeur aza-BODIPY, permettant d’atteindre des valeurs de pKa
extrémes. Aucune variation du spectre d’absorbance lors de la déprotonation des sondes 7 et 8
confirme un mécanisme PET caractérisé par une extinction de fluorescence totale. Pour les sondes 1 a
6, le déplacement bathochromique en absorbance lors de la déprotonation suggere la présence d’un
mécanisme ICT en complément du mécanisme PET (Tableau | - 8). Le rendement quantique de
fluorescence des sondes est déterminé pour les espéces protonées et est compris entre 17 et 23%. Il
n’est pas mesurable pour les sondes déprotonées en raison d’une extinction quasi-totale de la
fluorescence aprés déprotonation.
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Figure | - 42 : Série de sondes de pH aza-BODIPY synthétisée par Strobl et al.[112]
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Sonde de PH Aahs, max-acide (nm) Aabs, max-base (nm) Aém, max (nm) ¢F,acide (%) PKa ém

1 670 744 697 17 3,87
2 683 755 715 19 4,72
3 677 738 703 20 6,47
4 687 750 724 20 6,54
5 678 730 708 22 8,02
6 690 743 729 23 8,78
7 675 675 704 22 3,31
8 675 675 703 19 11,13

Tableau | - 8 : Propriétés photophysiques des sondes aza-BODIPY synthétisés par Strobl et al., déterminées dans
une solution EtOH/H,0 (1 :1)

Une illumination continue des sondes aza-BODIPY en solution a I'aide d’une LED (P=10 W, A = 642
nm) confirme la photostabilité des sondes protonées. La synthése d’une série de sondes présentant
des spectres d’absorbance et d’émission similaires offre la possibilité d’associer plusieurs sondes au
sein d’une matrice afin de constituer une membrane répondant aux variations de pH sur une large
gamme. Strobl et al. illustrent cette possibilité en piégeant physiquement les sondes 1,2,3 et 5 dans
une matrice polyuréthane (HydroMed™ D4) ; la membrane ainsi développée couvre la gamme de pH
=2—10 (Figure | - 43). Il faut noter une diminution du pKa des sondes d’environ 0,4 a 0,6 unités apres
piégeage dans la matrice polyuréthane. Cette diminution est attribuée a une concentration en sonde
plus élevée dans la matrice relativement a la solution, induisant un mécanisme non radiatif FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) en raison de la proximité des sondes[112].
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Figure | - 43 : Courbes de calibration d’hydrogels polyuréthane (HydroMed™ D4) dopés avec les sondes aza-
BODIPY 1 a 8 (gauche) et courbe de calibration d’un hydrogel polyuréthane (HydroMed™ D4) dopé avec les
sondes aza-BODIPY 1, 2, 3 et 5 synthétisées par Strobl et al.[112]

Cette hypothése est confirmée par Staudinger et al. qui synthétisent une série de sondes de pH aza-
BODIPY dont la fluorescence est purement modulée par un mécanisme PET (Figure | - 44)[113]. Pour
I’ensemble des sondes de pH, le groupement sensible aux variations du pH est situé en position méta
d’un substituant phényle par rapport au coeur aza-BODIPY et la substitution du phényle permet de
moduler le pKa de chaque sonde synthétisée (Figure | - 44). La substitution du BODIPY en position méta
au lieu de la position para parfois privilégiée est un choix conscient. En effet, une substitution de I'aza-
BODIPY en para avec un phénol ou une amine induit une extinction de fluorescence liée a un
mécanisme PET et est accompagné d’'un déplacement bathochromique du spectre d’absorption
prouvant un mécanisme ICT[113]. Ce double mécanisme peut impliquer un comportement complexe
des sondes de pH en solution et dans des matrices solides. Le Tableau | - 9 liste quelques propriétés
photophysiques des sondes aza-BODIPY synthétisées[113], et les sondes 1 et 5 n’étant pas solubles
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dans une solution EtOH/H,0 leur pKa est défini aprés solubilisation dans une matrice polyuréthane
commerciale (HydroMed™ D4).

Figure | - 44 : Structures des sondes de pH aza-BODIPY synthétisées par Staudinger et al.[113]

]
Ka g
Sonde de PH Aabsorbance, max(a) hémission, max(a) ¢F,acide (%)(a) pKa solution(b) P polyuréthane
1 696 720 24 - 11,7
2 696 721 27 11,1 10,8
3 695 721 26 7,8 7,5
4 694 720 27 10,3 10,3
5 698 722 14 - 11,6

Tableau | - 9 : Propriétés photophysiques des sondes aza-BODIPY synthétisés par Staudinger et al. (@ THF,
(b)EtOH/HZO (1 :1) pour les composés solubles, (C)composés solubilisés dans polyuréthane HydroMed™ D4 [113]

111.3. Mesure du pH par fluorescence : conclusion

La fluorescence constitue une propriété photophysique puissante afin d’élaborer des sondes
moléculaires spécifiques, permettant de développer des outils analytiques sensibles et précis. Une
sonde moléculaire fluorescente est caractérisée par un ensemble de propriétés photophysiques dont

- Le spectre d’absorbance ;

- Le spectre d’émission ;

- Le rendement quantique de fluorescence @®f dont la valeur élevée et proche de 1 permet
d’obtenir un signal élevé au niveau de la détection de I'outil développé ;

- Une photostabilité, essentielle au développement d’un outil analytique.

Une multitude de sondes moléculaires fluorescentes ont été développées pour une variété d’analytes,
notamment pour la détection de cations. Une variété de sondes moléculaires fluorescentes de pH ont
également été synthétisées. Ces sondes de pH sont constituées d’une fonction spécifique aux analytes
H;0" et HO', et sont donc caractérisées par un pKa définissant la gamme de mesure. Ces sondes sont
généralement caractérisées par un mécanisme ICT ou PET régissant I'extinction de fluorescence en
fonction du pH.

La synthése de sondes de pH fluorescentes pour la gamme de pH visée, i.e. pH = 10,5-13,5, est
complexe car la majorité des sondes organiques développées ne sont pas photostables sur cette
gamme. Ainsi, les motifs fluorescéine, rhodamine et pyranine sont adaptés a la mesure de pH
physiologiques, tandis que les sondes BODIPY, bien que présentant des ®: élevés, ne sont pas
photostables pour des valeurs de pH > 11. Strobl et al.[112] et Staudinger et al. [113] se sont alors
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orientés vers des sondes aza-BODIPY plus photostables mais présentant tout de méme une faible
photodégradation a pH basique pour des temps d’irradiations longs.

La synthese de sondes de pH spécifiques a la gamme de pH = 10,5-13,5 est donc nécessaire et la
caractérisation de leurs propriétés photophysiques en solution permettront de valider la pertinence
de la sonde pour le développement d’'une optode dédiée a la mesure du pH du béton.
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IV. Optodes dédiées a la mesure du pH

IV.1. Les capteurs optiques mesurant des substances spécifiques ou
optodes

Les capteurs optiques mesurant une substance a I’aide d’un transducteur chimique, également appelés
optodes, ont connus de nombreux développement ces derniéres années en raison d’une stabilité au
long terme par comparaison avec les électrodes, de leur faible co(t, de leur faible consommation
énergétique et d’une facilité de miniaturisation[114]. Le développement d’une optode nécessite trois
composants : une sonde sensible a I'analyte a détecter, une matrice permettant d’inclure cette sonde
et de former un matériau sensible a I'analyte, et un dispositif permettant de lire le signal électrique ou

numérique (Figure | - 45)[115].

Analyte

MESURANDE

Ensemble optoélectronique,
détection et lecture du
signal, etc.

Figure | - 45 : Schéma général des composants d’une optode

En 1939, Hans Kautsky identifie le phénomene d’extinction de luminescence en présence d’oxygene
pour différentes substances chimiques dont la trypaflavine, la chlorophylle et les porphyrines[116].
Kautsky et Hirsh présentaient déja la premiére optode d’oxygéne en 1930 (Figure | - 46)[117] et leurs
travaux pionniers serviront de base pour développer les premiéres optodes d’oxygene.

Hy Ho

Figure | - 46 : lllustration de la premiere optode d'oxygéne développée par Kautsky et Hirsh en 1939. Un gaz
contenant de |'oxygéne est introduit dans la cellule a travers la valve H1 et I’extinction de fluorescence de la
sonde déposée sur un gel de silice au fond de la cellule est suivi par fluorimétrie[117]

De nombreux développements concernant les sondes moléculaires, les matrices solides ainsi que
I'instrumentation et les méthodes de mesure vont suivre ces premiers travaux.
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IV.2. Nature du mesurande

La nature du mesurande est imposé par la sonde moléculaire sélectionnée et on distingue
principalement les optodes basées sur une mesure d’absorbance ou de réflectance, et les optodes
basées sur une mesure de luminescence. Par conséquent, la nature du mesurande dicte
I'instrumentation et la méthode de détection a inclure dans I'optode.

IV.2.a. Optodes mesurant I’absorbance ou la réflectance

Quelques capteurs optiques de pH basés sur des indicateurs colorés sont décrits dans la littérature.
Ainsi, la phénolphtaléine possédant un pKa = 9,5 en solution a été largement utilisée en solution afin
de mettre en évidence les fronts de carbonatation de matériaux cimentaires. Liu et al. décrivent la
polymérisation de la phénolphtaléine avec I'introduction de groupements hydroxy méthyles afin de
constituer un composé phénophtaléine-formaldéhyde (PPF)(Figure | - 47)[118]. Le composé PPF est
greffé sur une matrice diacteylcellulose afin de constituer une membrane dont I'absorbance varie en
fonction du pH.
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Figure | - 47 : Absorbance a A=572 nm de la diacetylcellulose greffée avec le composé phénolphtaléine-
formaldéhyde (PPF) en fonction du pH, et structure de la sonde de pH correspondante (modifié [118])

La réponse linéaire de la membrane sur la gamme pH = 8 — 12 prouve que la matrice développée est
intéressante pour le développement d’une optode de pH. Des temps de réponse courts (2 a 30 s) ont
été obtenus par hydrolyse de la diacetylcellulose en milieu basique (NaOH 0,1 M), mais la
diacetylcellulose étant instable a pH > 13[119], les études ont été effectuées sur lagamme pH =7 -13.
Une optode pour la gamme physiologique de pH a également été développée a partir du rouge de
phénol (pKa = 8,0 en solution) pour des mesures de pH dans des petits volumes (microlitres)[120].
Heydari et al. prouvent que le greffage covalent d’un indicateur coloré tel que I'Orange (ll) ou
Tropaeolin 0001 sur une membrane agarose permet d’étendre le domaine de réponse du capteur
développé [121]. Ainsi I'Orange Il utilisé pour la gamme de pH = 7,4 — 8,6 a permis de développer une
membrane dont I'absorbance diminue en fonction du pH (Figure | - 48), avec une bonne réversibilité
et un temps de réponse court (150 — 200 s).
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Figure | - 48 : Courbe de calibration d’'une membrane en agarose greffée avec l'indicateur de pH coloré Orange
(1), & A=490 nm[121]

Le développement d’optodes de pH basées sur des indicateurs colorés seuls reste limité a certaines
applications en raison de la sensibilité faible et des interférences optiques liées a I'environnement par
exemple. Une mesure continue en absorbance (par transmission) implique nécessairement que
I'indicateur coloré soit piégé dans une matrice transparente et que I'environnement étudié soit
transparent, peu réfléchissant et peu diffusant. L’éventuel coloration de I'environnement étudié ne
doit pas interférer avec les variations d’absorbance de l'indicateur coloré en fonction du pH. En
pratique, la mesure par réflectance est plus largement mise en place et la relation de Kubelka et Munk
permet d’établir une relation entre la concentration en indicateur coloré c, I'intensité de la lumiére
réfléchie par diffusion Ry et le coefficient d’extinction molaire de l'indicateur coloré €[24]. Un
coefficient caractéristique de la matrice de I'indicateur coloré noté S est également introduit :

s (1- Raifr)”
c= W Eq. |- 42
Z‘SRdiff

L'instrumentation pour une mesure par réflectance est peu co(iteuse et transportable. La Figure | - 49
représente une configuration type pour une mesure continue du pH par réflectance. La matrice
sensible aux variations de pH est optiquement isolée afin d’éliminer les interactions optiques avec
I’environnement sondé. La détection du signal est assurée par une photodiode tandis que I'excitation
est obtenue a I'aide d’une diiode électroluminescente (LED). Une seconde LED, excitant I'indicateur
coloré a une seconde longueur d’onde, permet d’obtenir un signal de référence interne.

support

pH-sensitive layer

optical isolation

_— sample flow e

Figure | - 49 : Représentation d’un module optoélectronique pour un suivi du pH en continu par réflectance [24]
IV.2.b. Optodes mesurant la luminescence

Plusieurs méthodes de mesure de la phosphorescence et de la fluorescence existent :

MESURE DE L'INTENSITE : il s’agit de la méthode la plus décrite pour le développement de capteurs de
pH basés sur la luminescence de composés. La loi de Parker permet de définir l'intensité de
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luminescence mesurée F comme le produit de I'intensité de la source d’excitation /, du coefficient
d’extinction molaire €, du rendement quantique de luminescence @, de la concentration en sonde
luminescente ¢, de la longueur de pénétration de I'excitation /, et d’'un facteur géométrique k lié a
I'instrumentation (Eq. | - 37). La loi de Parker ne s’applique que pour les concentrations en sonde ¢
faibles avec des absorbances telles que A < 0.05 [24], mais une calibration initiale du capteur permet
de relier lintensité de luminescence au pH de [I'environnement dans le cas plus général.
L'instrumentation pour la mesure d’intensité de luminescence est peu coliteuse, robuste et portable.
Bien que largement employé, le suivi de l'intensité de luminescence doit prendre compte des
variations de géométrie de I’échantillon, de l'instabilité de la source d’excitation ainsi que d’une
variation de la concentration en sonde au cours de la mesure. L’ajout d’une référence interne permet
de compenser ces limitations.

MESURE RATIOMETRIQUE BASEE SUR L’'INTENSITE : certaines sondes de pH présentent une émission
permettant de réaliser une mesure ratiométrique. L'intensité de luminescence peut étre mesurée a
deux longueurs d’onde et le suivi du rapport des intensités constitue une mesure permettant de
s’affranchir de I'instabilité de la source d’excitation ainsi que d’une variation de la concentration en
sonde au cours de la mesure. L'instrumentation a mettre en place reste peu colteuse, robuste et
portable. L’ajout d’'une référence interne dont la luminescence ne varie pas en fonction du pH permet
également de corriger l'instabilité de la source d’excitation et une variation de la géométrie de
I'instrumentation ou de la matrice luminescente[24].

MESURE DE LA DUREE DE VIE : le déclin de luminescence d’une sonde de pH varie en fonction de son
état de protonation. La mesure du temps de décroissance constitue alors une méthode présentant une
précision de la mesure et ne nécessitant pas de référence interne. La fluorimétrie de phase ou alors la
fluorimétrie pulsée permet de mesurer le temps de décroissance de luminescence d’une sonde en
fonction du pH, mais cette instrumentation est colteuse et il semble difficile de développer un outil
de mesure portable et robuste.

MESURE BASEE SUR DEUX DUREES DE VIE : généralement appelée ‘dual lifetime referencing’ ou DLR cette
méthode repose sur I'association de deux espéces luminescentes dont les ordres de grandeur des
temps de vie sont différents. Dans le cas d’une sonde de pH fluorescente, celle ¢i est associée a une
espéce phosphorescente possédant un temps de vie bien supérieur. L'intensité de luminescence est
alors mesurée durant I'excitation, lorsque la fluorescence et la phosphorescence sont détectables. La
source d’excitation est alors éteinte et I'intensité de luminescence est mesurée apres un temps 6t
correspondant au temps de vie de fluorescence de la sonde de pH. Cette seconde mesure correspond
alors a une mesure du temps de vie de la phosphorescence. Comme illustré en Figure | - 50, une
variation du pH affecte uniquement la premiére phase de la mesure, et le composé phosphorescent
agit comme une référence interne. Un raisonnement similaire peut étre appliqué dans le domaine des
fréquences. Le méthode DLR constitue une méthode uniquement affectée par une lixivation ou un
photoblanchiment des composés luminescents.
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Figure I - 50 : Principe de la méthode DLR (Dual Lifetime Referencing) illustrée pour les deux états d’une sonde
de pH fluorescente (haut et bas)[24]

Liebsch et al. décrivent le développement d’un capteur optique de pH exploitant la méthode DLR dans
le domaine du temps ou t-DLR en associant la fluorescéine dont la fluorescence dépend du pH au
ruthenium(ll)-4,7-diphenyl-1,10-phenanthroline dont la phosphorescence est indépendante du
pH[122]. Ainsi, les auteurs dressent un cahier des charges permettant d’appliquer la méthode t-DLR
pour le développement d’un capteur optique de pH :

- Lefluorophore et la référence phosphorescente doivent posséder des durées de vie largement
différentes

- La phosphorescence de la référence ne doit pas étre affectée par le pH

- Lesspectres d’excitation des deux composés doivent se recouvrir afin de permettre I'excitation
simultanée des deux composants a une méme longueur d’onde

- Les phénomenes de lixiviation et de photoblanchiment de la sonde et de la référence doivent
étre évités car ils ne sont pas compensés par la méthode t-DLR[122].

IV.3. Choix de la matrice pour le développement d’optodes de pH

Comme détaillé dans la section 1ll.2.b., la sélection de la sonde moléculaires de pH fluorescente se base
sur le pKa de la sonde et ses propriétés photochimiques dans I’environnement étudié. Le choix de la
matrice permettant de piéger la sonde n’en demeure pas moins essentiel. En effet le réle de la matrice
est double : elle doit constituer un support dans lequel la sonde moléculaire est physiquement piégée
ou greffée de maniére covalente, afin de constituer une matrice dopée avec une concentration en
sonde ¢ constante au cours de la mesure. Elle peut également constituer une membrane sélective
permettant de détecter uniqguement I'analyte a mesurer. Il faut noter le cas particulier des matrices
solides dont les propriétés photophysiques dépendent directement du pH de I'environnement sondé.
Pour le cas particulier des optodes de pH, la matrice doit étre sélectivement perméable aux ions H;0"
et HO et ne doit pas étre hydrophobe afin de permettre un contact entre I’environnement sondé et la
matrice. Comme vu précédemment, la fluorescence des sondes de pH peut varier en fonction de la
force ionique. L'utilisation des matrices non ioniques associées a des sondes monochargées permet
généralement d’éliminer I’effet de la force ionique sur la fluorescence[92].

Les sections suivantes listent les matrices inertes couramment utilisées pour le développement
d’optodes de pH, ainsi que quelques matrices dont les propriétés photophysiques dépendent du pH.
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IV.2.a. Matrices organiques inertes

La majorité des matrices utilisées pour le développement d’optodes de pH correspondent a des
polymeres organiques non ioniques. Le Tableau | - 10 présente les polymeéres organiques couramment
utilisés pour le développement d’optodes de pH. Les propriétés et caractéristiques de ces matrices
sont discutées dans un but de comparaison.
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Tableau | - 10 : Principales matrices organiques utilisées pour le développement d’optodes de pH

- PVCplastifié : Bien que le PVC ne soit pas un polymére perméable aux protons, ceux-ci peuvent
étre transportés dans la matrice en se basant sur le principe d’échange ion/proton, en incluant
une sonde de pH lipophile. Rivera et al. développent une optode de pH basée sur des mesures
d’absorbance de cyanines solubilisées dans des membranes PVC en présence d’un plastifiant
(bis(2-ethylhexyl)sebacate) et d’un additif lipophile anionique (potassium tetrakis(4-
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chlorophenyl)borate)[123]. Une photodécomposition des sondes de pH solubilisées dans la
membrane PVC se produit tout de méme. L'étude d’une série de porphyrines lipophiles
solubilisées dans des membranes plastifiées de PVC en absence ou présence d’un additif
anionique (tetrakis(p-chlorophenyl)borate ou TCPB) permet de prouver que les porphyrines
peuvent étre déprotonées dans les membranes PVC[124]. Cependant le role de I'additif
anionique joue un réle important dans la valeur du pKa des porphyrines solubilisées, avec une
diminution du pKa entre 4 et 6 unités de pKa par rapport a la valeur déterminée en solution
en absence de TCPB.

- PAM : Peterson et al. mettent en évidence la copolymérisation en une étape du PAM avec le
rouge de phénol, le jaune brillant et I'acide rosolique en 1980[125]. Netto, Peterson et al.
copolymérisent deux sonde de pH dans des microsphéres de PAM réticulé afin de développer
une optode de pH pour une large gamme de pH (pH = 0,5-7) avec un temps de réponse compris
entre 1 a 3 min. Song et al. présentent la copolymérisation de sondes carboxynaphtho-
fluorescéine dans une matrice PAM sur lI'extrémité d’une fibre optique préalablement
silanisée[126]. L'optode de pH ainsi développée possede une taille réduite (diametre 2 a 125
pm) intéressante pour les applications in vivo et les mesures en volumes réduits. Pathak et
Singh mettent en évidence une variation linéaire du volume d’un hydrogel PAM réticulé sur
une fibre optique silanisée sur la gamme pH = 3-10 et exploitent cette propriété afin de
développer un capteur optique de pH sans sonde de pH[127]. Le capteur se base sur la
transmission de la fibre optique fonctionnalisée en fonction du pH.

- PEG : la réticulation de chaines PEG permet d’obtenir des hydrogels amphiphiles avec
I'introduction de méthyle siloxane cycliques. Ainsi, les domaines hydrophobes formés par le
siloxane permet un piégeage physique efficace de sondes de pH [Ru(phen),[phen)(OH),]*" et
[Ru-(Ph,phen),[phen)(OH),]]** lipophiles, empéchant la lixiviation de la sonde sans recourir a
un greffage covalent. La présence de chaines PEG permet de former des domaines hydrophiles
et 'optode de pH ainsi développée a un temps de réponse de 4 a 10 minutes[128]. La
copolymérisation de tetracarboxy porphyrines avec des chaines PEG diamines permet de
former des hydrogels dont la fluorescence est sensible au pH sur une gamme pH = 6-8,
particulierement intéressante pour des applications in vivo comme prouvé par Huang et
al.[129].

- pHEMA ou Hydron : le pHEMA constitue une matrice hydrophile capable d’absorber jusque
30% en poids d’eau[130]. Sa biocompatibilité justifie son utilisation pour le développement
d’optodes en biologie. Hisamoto et al. décrivent la copolymérisation du pHEMA avec I'acide
acrylique en présence d’un initiateur de polymérisation UV afin d’obtenir des matrices
hydrophiles sur lesquelles des indicateurs de pH présentant une fonction amine peuvent étre
greffés par amidation[131]. L'optode de pH ainsi obtenue présente une réversibilité et une
déviation standard faible proche de 1% apres 10 cycles de protonation-déprotonation. Le
pHEMA peut étre copolymérisé avec une sonde de pH : ainsi, Meldrum et al. synthétisent une
série de dérivés naphthalimide présentant des groupements méthacrylates pouvant étre
greffés avec le pHEMA[132]. La copolymérisation de pHEMA avec un aminoacrylamide (N-
aminoethylacrylamide) permet de greffer des sondes de pH possédant des fonctions
sulfonamide ou amide[133]. Cependant, une hydrolyse des groupements esters se produit a
pH élevé.

- PAMP : les matrices réticulées PAMP permettent la photo polymérisation de sondes
présentant des fonctions acrylamides, acrylate et allyliques[24]. Aigner et al. développent la
premiére optode de pH en se basant sur une matrice poly(acryloylmorpholine) en raison de
son caractére hydrophile avec une rétention massique d’eau de 50%[134]. Le développement
de I'optode de pH est basé sur des sondes 1-aminoperylene bisimides et les auteurs comparent
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le piégeage physique d’'une sonde de pH dans une matrice HydroMed™ D4 a la photo-
copolymérisation de la méme sonde afin de former une matrice PAMP réticulée. Ainsi, la
copolyméristaion de la sonde de pH permet d’obtenir une matrice hydrophile homogene ne
présentant pas de domaines hydrophobes qui induirait la migration de la sonde entre les
domaines an fonction de sa polarité. L'optode de pH développée a partir de la matrice PAMP
possede des temps de réponse rapides inférieurs a 90 s avec une réponse dynamique
supérieure, définie comme le rapport entre la réponse maximale et minimale du capteur[134].
Staudinger et al. comparent également un piégeage physique d’une sonde de pH aza-BODIPY
dans une matrice HydroMed™ D4 au greffage covalent d’une sonde identique dans une
matrice réticulée PAMP[135]. Ainsi, l'option du piégeage physique dans une matrice
amphiphile conduit a des temps de réponse longs (tgs ~ 5 min a température ambiante) et une
dépendance entre la température et le temps de réponse est établie en raison de la cinétique
de migration de la sonde (toss ~ 3 h a T = 4°C). Le greffage covalent de la sonde de pH
hydrophobe dans une matrice PAMP implique des étapes de synthese additionnelles
complexes mais aboutit a des temps de réponse rapides (tgs ~ 15 s a température ambiante).
Il faut noter la complexité de la synthese des matrices présentées par Staudinger et al.,
nécessitant des étapes de protection puis déprotection de la sonde de pH aza-BODIPY en
raison de son instabilité en présence de radicaux[135].

- Polyuréthane : les hydrogels polyuréthane sont biocompatibles, présentent une grande
résistance chimique et mécanique. lls sont commercialisés (polyuréthanes HydroMed™
commercialisés par AdvanSource Biomaterials) et facilement mis en forme en raison de leur
solubilité dans un grand nombre de solvants organiques. Ils sont composés d’un bloc A
hydrophobe associé a un bloc B hydrophile. L'insolubilité de I’hydrogel dans I’eau associée a
leur capacité de rétention d’eau suggere une réticulation de la matrice[24]. Hoarea et Kohane
précisent qu’une séparation de phase liée a la diminution de la surface d’interaction des
domaines hydrophobes avec les milieux aqueux est attendue dans le cas des polymeres
amphiphiles[136]. L'HydroMed™ D4 est I’hydrogel le plus couramment utilisé[24, 113-114,
135, 137-142] et présente une capacité de rétention d’eau de 50% en masse d’apres
AdvanSource Biomaterials. L'HydroMed™ D4 posséde une bonne résistance chimique et
mécanique en milieu basique [113, 138-139].

- Polaxomeére : les hydrogels de type polaxomére correspondent a des polyméres triblocs
composés de blocs hydrophobes entourés de blocs hydrophiles d’éthylene glycols. Les
polaxomeres sont des hydrogels thermogélifiants et biocompatibles. Leur mise en forme et
utilisation reste donc accessible pour les applications ne présentant pas des températures
élevées ou de grandes variations de température. Wang et al. utilisent un polaxomere
commercial nommé Pluronic™ F-127 afin de former des micelles dont le coeur hydrophobe
piége une sonde de pH fluorescente lipophile (fluorescéine H-110) ainsi qu’une porphyrine
servant de référence[143]. Les micelles sont ensuite piégées dans des particules de silice afin
de constituer des nanosondes entourées de chaines polymeres biocompatibles et injectables
dans des cellules. La présence du motif PEG (polyéthyléne glycol) induit une variation de la
solubilité en fonction du pH en raison de la déprotonation des blocs hydrophiles. Une
transition de phase peut donc étre observée aux pH élevés[144].

- PVA : l'alcool polyvinylique est largement utilisé dans le secteur biomédical en raison son
caractere hydrophile, biodégradable et biocompatible. Une multitude d’agents réticulants
sont utilisés dont I'"hexaméthyléne[145] diisocyanate[146], I'acide sulfosuccinique[145] ou
I'acide sulfophtalique[147-148]. Le glutaraldéhyde est I'agent réticulant le plus cité en raison
de son colt faible, sa réactivité élevée et sa toxicité faible apres réticulation[149-154]. Une
réticulation des chaines hydrosolubles de PVA se produit également apres plusieurs cycles de
congélation-décongélation en raison de la formation de cristallites de PVA occupant le réle de
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réticulant physique[155-156] ou par irradiation gamma[156]. Les hydrogels PVA ont été
utilisés en industrie pour la séparation de solvants organiques tels que I’éthanol en raison de
leur sélectivité vis-a-vis de I'eau ; les mécanismes et cinétiques de réticulation du PVA en
présence de réticulants tels que le glutaraldéhyde sont donc extensivement décrits[152]. Les
hydrogels PVA réticulés avec le glutaraldéhyde sont particulierement intéressants en raison de
leur conductivité protonique élevée (0=7,5x107 S.cm™ avec un degré de réticulation de 2,8%),
qui explique leur utilisation pour le développement de piles a combustible bactérienne[149].
La résistance mécanique des hydrogels PVA augmente avec la concentration en réticulant mais
leur hydrophilicité diminue[150]. L’augmentation de la concentration en glutaraldéhyde est
accompagnée d’une diminution de la conductivité protonique et de la capacité de rétention
d’eau (Figure | - 51)[149]. La solubilisation du PVA dans le DMSO jusqu’a un ratio massique de
20% permet d’obtenir des hydrogels transparents tout en maintenant une résistance
mécanique[155], ce qui les rend pertinents pour le développement de capteurs optiques. La
microstructure d’hydrogels PVA dépend de la méthode de réticulation : ainsi, une réticulation
par trois cycles de congélation-décongélation conduit a une microstructure en nid
d’abeille[155] tandis que la réticulation chimique du PVA avec le glutaraldéhyde forme une
structure poreuse[153].
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Figure I - 51 : Degré de réticulation d’hydrogels PVA — glutaraldéhyde (A), évolution de la rétention d’eau et du
gonflement (B) et évolution de la conductivité protonique (C) en fonction du taux de réticulation [149]

- Chitosane: le chitosane est un polysaccharide généralement extrait de sources fongiques. Son
utilisation dans le secteur de I'agroalimentaire afin de constituer un matériau indicateur de
I'altération d’aliments est alors justifié. La majorité de ces matériaux se basent sur des
indicateurs colorés afin de constituer un packaging intelligent : par exemple, Yoshida et al.
solubilisent I'anthocyane AC-2-12R-WS-P dans des hydrogels de chitosane acétylés et
observent une variation de coloration du rose (pH ~ 2), au bleu-vert (pH ~ 7), au jaune (pH ~
13)[157]. De maniére similaire, des hydrogels de chitosane acétylés et réticulés avec du
glutaraldéhyde peuvent étre teintés avec des indicateurs colorés extraits de plantes (Bauhinia
blakeana Dunn) afin de constituer un film intelligent avec une variation de coloration du rouge
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au vert sur la gamme de pH = 2,2 — 9,0[{158]. Kenney et al. décrivent la préparation de
particules d’oligosaccharide de chitosane greffées avec I'isothiocyanate de fluorescéine[159].
Les particules sont ensuite dispersées dans I'HydroMed™ D4 afin de constituer des membranes
avec une épaisseur moyenne de 100 um. La présence d’enzymes susceptibles de dégrader la
chitosane, ainsi que la présence de groupements amine se déprotonant a pH élévés et
augmentant la solubilité de la chitosane limitent cependant I'utilisation de ce polymere.

- Cellulose : cet homo-polymére hydrophile, naturel et abondant sur Terre constitue une
plateforme organique intéressante pour le développement d’optodes de pH en raison de sa
versatilité mais également grace aux nombreux protocoles simplifiés, accessibles et innovants
disponibles dans la littérature. La cellulose a par exemple été utilisée afin de constituer une
optode pour la détection et la quantification de polyquaterniums ou de F/HF, avec un procédé
d’impression jet d’encre d’'un chromoionophore directement sur la cellulose[160-161]. Une
optode développée avec le méme type de chromoionophore piégé dans une matrice polymere
classique présente des temps de réponse d’environ 15 minutes, tandis qu’une optode
imprimée sur la cellulose a un temps de réponse d’environ 5 minutes en raison de
I"accessibilité du chromoionophore[160]. Des nanocristaux de cellulose peuvent étre greffés
avec des sondes de pH de type fluorescéine isothiocyanates (FITC) en formant des liaisons
thiocarbamate (Figure | - 52)[162]. Une molécule dont la fluorescence n’est pas fonction du pH
peut également étre greffée afin de constituer une référence interne pour I'optode. Au vu du
faible nombre de fluorophores commerciaux présentant des fonctions isothiocyanates,
Nielsen et al. proposent également de fonctionnaliser les nanocristaux de cellulose avec des
groupements amine primaire. Ainsi, une estérification permet d’introduire un groupement
comportant une double liaison en surface des nanocristaux, et une addition de Michael avec
un thioléne permet ensuite de coupler une sonde de pH comportant un groupement ester
succinimide (Figure | - 52)[162]. Des fibres d’aminocellulose ont été greffées avec une variété
de sondes de pH basées sur le 4-amino-1,8-naphthalimide comportant un acide carboxylique,
avant d’étre dispersées dans une matrice HydroMed™ D4[163]. L'optode de pH ainsi
développée couvre une tres large gamme de pH = 1-14. Le greffage des sondes de pH de type
FITC ou iminocoumarin sur des particules microniques d’aminocellulose est également
décrit[74, 164], avec une stratégie de dispersion des particules dans des hydrogels comme
I'HydroMed™ D4. Enfin, le dép6t de films minces d’acétylcellulose greffés avec des sondes de
pH via des groupement ethyl-sulfonyle sur des supports transparents de polyéthylene
téréphtalate constitue une méthode de choix pour le développement d’optodes[165-169].
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Figure I - 52 : Protocoles de greffage covalent d’une sonde isothiocyanate (gauche) et d’une sonde ester
succinimide (droite) sur des nanocristaux de cellulose[162]
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IV.2.b. Matrices inorganiques inertes

Les matrices inorganiques peuvent également étre utilisées pour le développement d’optode de pH.
Deux catégories de matrices inorganiques sont retrouvées : les matériaux sol-gels et les autres
matériaux mésoporeux inorganiques.

MATERIAUX SOL-GELS

Les matériaux sol-gels sont obtenus par procédé solution-gélification (ou sol-gel) et permettent
d’obtenir des matériaux inorganiques ou hybrides (organiques-inorganiques) tels que le verre, les
céramiques ou des composés organo-minéraux innovants. Les matériaux obtenus sont vitreux et
poreux et peuvent étre mis en forme afin d’obtenir des films, couches minces et revétements. Le
procédé sol-gel correspond a I'enchainement de réactions d’hydrolyse, condensation et
polycondensation (Figure | - 53) a partir d’'une solution de précurseurs, a température modérée, afin
de former un réseau d’oxydes poreux[170]. Les précurseurs correspondent généralement a des
alcoxydes métalliques solubles comme I'alcoxyde de silicium. La gélification de la solution correspond
a une polymérisation inorganique tridimensionnelle des oligomeres colloidaux, accompagnée d’une
production de molécules d’eau et d’alcool piégées dans les pores formés.

RO RO,
RO~5-0R + H,0 =—= RO~5-04 + R-OH (1)
RO RO
RO OR RO o OR
RO~Si_OH + HO-5i-OR ——~ RO-Y~ \s(/OR + H,0 (2a)
RO OR RO OR
RO OR RO\ 0 /OR
RO‘\Si—0R+ Ho-si-OR . RO~gi""~g>~OR , R oH (2b)
RO OR RO OR

Figure | - 53 : Trois réactions du procédé sol-gel a partir de précurseurs d’alcoxyde de silicium. Hydrolyse des
groupements alcoxyles en groupements silanols avec libération d’un alcool (1), suivie d’une condensation de
deux silanols avec libération d’eau (2a) ou condensation d’un silanol avec un alcoxyle (2b)[171]

L'une des premiéres optodes de pH développée a partir d’un procédé sol-gel est décrite par Wolfbeis
et al. : une sonde de pH carboxynaphthofluorescéine est greffée sur des fibres d’aminoethylcellulose,
piégées a leur tour dans un sol-gel synthétisé a partir de précurseurs tetraethoxysilane (TEOS). La
gélification est catalysée par un acide (HCI) et dure 48h, puis I’évaporation des solvants est poursuivie
durant 24-48h[172]. Ce procédé permet de former des films de sol-gel sur des surfaces en verre : pour
cela des lames de verre sont immergées dans le sol-gel durant 10 min et une évaporation des solvants
a 100°C durant 24h, suivie de trois jours d’équilibre permet d’obtenir des surfaces homogénes. Le pKa
de la sonde carboxynaphthofluorescéine n’est pas significativement modifié entre la forme libre de la
sonde (pKa = 7,62+0.03), la forme greffée sur 'aminoethylcellulose (pKa = 7,41+0.11) et la forme
greffée sur I'aminoethylcellulose puis piégé dans le sol-gel (pKa = 7,4610.11). Une membrane
constituée d’aminoethylcellulose piégée dans un hydrogel polyuréthane est étudiée pour
comparaison : ainsi linclusion de I'aminoethylcellulose dans un sol-gel permet de limiter la
photodégradation de la sonde mais une lixiviation est observée, a I'inverse I’hydrogel conduit a une
photodégradation de la sonde a pH > 9 sans lixiviation. D’aprés Wolfbeis et al., I'avantage principal du
sol-gel est la possibilité de former des films sur des surfaces en verre mais la dispersion de
I"aminoethylcellulose dans un hydrogel est la méthode retenue[172]. De plus, I'utilisation d’une
matrice sol-gel conduit a des temps de réponse longs (10 a 12 min) rationalisé par les mécanismes de
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transfert de protons mis en jeu. En effet, le transfert de protons dans les hydrogels hydratés est régi
par le mécanisme de Grotthuss (transmission d’un proton a travers les liaisons hydrogene des
molécules d’eau, par formation et rupture de liaison covalente). A l'inverse, le transfert de protons
dans les matériaux sol-gels se produit par ‘diffusion structurelle’ [173-174]: par exemple, dans le cas
des sol-gels dérivés du verre un proton se dissocie d’une liaison SiOH et est transféré a une molécule
d’eau avant de s’en dissocier selon I’équation suivante :

SiOH---H,0 - Si0O~ + H* : H,0 Eq.1-43
H*:H,0 = H,0 + H* Eq.|-44

Cette diffusion structurelle est nécessairement régie par le nombre de molécules d’eau liées aux
groupements silanols SiOH : les liaisons H entre la sonde de pH et les groupements silanols, ainsi que
le nombre de molécules d’eau liées aux groupements silanols dictent donc la cinétique de transfert de
protons dans une matrice sol-gel. Le temps de réponse est négativement impacté par la présence de
groupements lipophiles de type alkyle ou aryle, mais I'augmentation du caractere hydrophile de Ila
matrice permet de limiter la lixiviation de la sonde de pH[175]. Il est également démontré que la
catalyse acide d’un sol-gel conduit a une taille de pores inférieure a 2 nm, tandis qu’une catalyse
basique forme des pores de taille supérieure[176].

Figure | - 54 : Surfaces de matrices sol-gels obtenues a partir de précurseurs Si(OMe), avec une catalyse basique
(gauche) et acide (droite), observées au MEB[176]

Hench et West prouvent que la stabilisation de la structure d’un sol-gel est de I'ordre de plusieurs jours
avec une évolution de la porosité du matériau et de sa surface spécifique observée aprés 1 a 2
mois[170]. L'augmentation du pKa d’une sonde de pH jusque 0,75 unités dans une matrice sol-gel
hybride PVA-TEOS apres deux mois prouve que la cinétique des réactions de polycondensation est
lente[177]. Li et al. obtiennent cependant une optode de pH stable en piégeant un sonde de pH 10-(4-
aminophenyl)-5,15,-dimesitylcorrole dans un sol-gel de 4 um d’épaisseur, préparé a partir de
précurseurs TEOS sur une lame de verre[178]. L'optode ainsi développée a un temps de réponse de
120 s, reste stable durant 1 mois lorsqu’elle est conservée dans une solution aqueuse et est
photostable a pH ~ 10. De plus, une variation de température de 50°C n’influe pas 'intensité de
fluorescence de la matrice et sa réponse linéaire sur une gamme de pH = 2-10 rendent I'application
intéressante. Lobnik et al. démontrent également que la conservation d’un sol-gel TMOS
(tetramethoxysilane) dopé avec une sonde de pH aminofluorescéine dans une solution aqueuse avec
un pH > 8 permet de stabiliser le pKa et le temps de réponse de I'optode[179]. Cependant, aprés 6
mois de conservation une lixiviation de la sonde de pH est observée et une conservation du sol-gel a
T=70°C ou dans une solution aqueuse avec un pH > 8 conduit a une modification structurelle du
matériau.
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Une modification du pKa de la sonde de pH entre sa forme libre en solution et sa forme piégée dans
une matrice sol-gel est courante : une augmentation de 1-3 unités de pKa pour des indicateurs colorés
de pH piégés dans des matrices sol-gel hybrides peut se produire[180-181], tandis que I'association
d’un indicateur de pH comme le rouge de méthyle et d’un surfactant lipophile (bromure de
cétyltriméthylammonium ou CTAB) afin de limiter la lixiviation de la sonde conduit a une diminution
du pKa de la sonde de 1-3 unités de pKa[182].

Un greffage des sondes de pH directement en surface de fibres optiques en verre constitue une
alternative attrayante pour le développement d’optodes de pH miniaturisées. Fages, Doizi et Deniau
décrivent par exemple un procédé innovant appelé GraftFast® permettant de greffer des molécules
comportant une amine primaire aromatique dans sa structure moléculaire sur une fibre optique[183].
Ainsi, le rouge neutre a été greffé en surface d’'une lame de verre présentant une couche mince d’or
mais peu de détails concernant les performances de I'optodes sont fournies. Mesnage et al. prouvent
gue deux mécanismes coexistent lors du greffage covalent du diazonium sur un substrat en or : le
diazonium cationique forme un groupement azo en réagissant avec le substrat et une hétérolyse
favorise la dédiazotation formant un aromatique cation[184].

Oxydant (NaNO;) Réduct .
® éducteur (Fe)

Milieu acide

Amine primaire Diazonium
aromatique

Substrat

Figure | - 55 : Greffage covalent d’une molécule comportant une amine primaire aromatique sur un substrat en
verre par le procédé GraftFast®[183]

AUTRES MATERIAUX MESOPOREUX

Différents matériaux mésoporeux peuvent étre synthétisés afin de constituer des matrices pour les
sondes de pH. Une synthese basée sur un procédé sol-gel avec I'ajout d’'un composé éliminé en fin de
synthése permet par exemple d’obtenir une matrice mésoporeuse : Wirnsberger et al. synthétisent un
film par catalyse acide de précurseurs TEOS en présence d’un polaxomere (Pluronic F127) et d’une
sonde fluorescéine isothiocyanate-APTS (3-aminopropyltriethoxysilane)[185]. Le polaxomere est
solubilisé dans I’éthanol aprés stabilisation du sol-gel, obtenue suite a 10 jours a température
ambiante et 3-5 jours a T=70°C. Comme pour les sol-gels, la dispersion de la sonde de pH dans le
matériau conduit a un élargissement de la réponse de I'optode sur la gamme pH = 4-11. Un temps de
réponse court tos = 7 s est attribué a la structure mésoporeuse de la matrice. De maniére similaire,
Hiruta et al. ont décrit la synthése de films minces de silice mésoporeuse par un procédé sol-gel basé
sur des précurseurs TEOS catalysé par HCl en présence d’un surfactant polyoxyéthylene cétyle éther
(Brij®56)[186]. La dissolution du surfactant dans le toluéne a chaud permet d’obtenir un film
mésoporeux de silice greffé avec une sonde de pH triethoxysilane-BODIPY (Figure | - 56). L'optode
développée est caractérisée par un temps de réponse court tgs = 20-30 s. La sonde de pH possédant
un groupement diméthylamine protonable, une diminution importante du pKa de la sonde greffée sur
la matrice est a noter puisque I'optode de pH est sensible sur la gamme pH =0,8-4,1.
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Figure I - 56 : Image MET d’un film mince de silice mésoporeuse avec une structure cubique (échelle :
50nm)[186]

IV.2.c. Matériaux réactifs aux variations du pH de I’environnement

Les matériaux réagissant directement au pH de leur environnement offrent la possibilité de développer
des optodes de pH sans l'intervention d’'une sonde de pH moléculaire. Ces matériaux occupent alors
un double réle et peuvent étre classés en différentes catégories : les polyméres, les polymeres
conjugués et les MOFs (Metal-Organic Framework).

POLYMERES NON CONJUGUES

Les polymeéres peuvent voir leurs propriétés structurelles et/ou leurs propriétés optochimiques
changer sous I'action d’une variation de pH. En effet, une variation de pH peut induire une variation
de la morphologie des polyméres structurés, impactant le signal optique transmis par le polymeére.
Kocak, Tuncer et Biitlin distinguent huit variations de morphologies pour les polymeéres structurés dans
une revue recensant les polymeres sensibles aux variations de pH (Figure | - 57)[187]. Kocak et al.
classifient ces polymeéres en fonction de leurs groupements caractéristiques: d’une part, les polymeres
acides caractérisés par une protonation/déprotonation dans la gamme de pH acide, et d’autre part les
polyméres basiques caractérisés par une protonation/déprotonation dans la gamme de pH
basique[187]. Le Tableau | - 11 liste quelques structures de polymeres basiques sensibles aux variations
de pH. Cette protonation/déprotonation a [I'échelle du matériau correspond a une
ionisation/déionisation du polymére qui accepte ou relargue des protons en fonction de son pKa. Cette
transition entre un matériau ionique et un matériau non-ionique s’accompagne d’une variation des
propriétés chimiques du matériau comme une diminution de solubilité ou du caractére hydrophile par
exemple, pouvant engendrer une restructuration ou un gonflement du matériau (Figure | - 57).
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Figure | - 57 : Différentes variations d’architectures de polyméres liées au pH de I’environnement :: a)
Monomeére<>micelle b) Micelle<>micelle inverse c) Gonflement<>dégonflement d’un nanogel ou microgel d)
Micelle vésicule<—>micelle vésicule inverse e) Gonflement<>dégonflement de dendriméres f)
Gonflement<>dégonflement d’un polymére hyper-ramifié g) Variation de la morphologie des micelles h)
Polyméres avec une morphologie en brosse[187]

Le développement d’optodes de pH se basant sur ces polyméres reste complexe lorsque la réponse du
matériau aux variations de pH s’accompagne d’une grande variation des propriétés physiques du
matériau, comme une transition de phase par exemple. Les optodes de pH développées peuvent se
baser sur une variation du volume du matériau en fonction du pH. Ainsi, Herber et al. développent une
optode de pH et de CO, miniaturisée basée sur un hydrogel DMAEMA-HEMA (dimethylaminoethyl
methacrylate — 2-hydroxyethyl methacrylate)[188]. Le gonflement de I’hydrogel dépendant du pH mais
également de la force ionique de I’environnement, I’hydrogel DMAEMA-HEMA est déposé en contact
d’un capteur de pression et est recouvert d’'une solution de NaCl-NaHCO; dont la force ionique est
optimisée afin de maximiser la variation de volume en fonction du pH. Le recouvrement du capteur
par une membrane en PDMS présentant des pores de taille 5050 pm? associé a la conservation du
capteur dans un milieu avec une humidité relative de 100% permet d’éviter I'évaporation de
I’électrolyte tout en conservant une perméabilité aux gaz et aux solutions. A terme, le capteur
miniaturisé est destiné a étre placé dans un cathéter afin de suivre I"’évolution du pH et du CO, d’un
environnement humide comme I’estomac. La variation de volume d’un hydrogel conduit également a
une variation de l'indice de réfraction du matériau. Cette propriété peut étre exploitée afin de
développer une optode de pH mesurant la résonance en mode de pertes d’une fibre optique
recouverte d’un hydrogel PAH-PAA (polyhydrochlorure d’allylamine - acide polyacrylique)[189].
Zubiate et al. utilisent une méthode de nanofabrication couche par couche basée sur I'adsorption de
composés de charges opposées. Une fibre optique subit un premier traitement KOH afin d’obtenir des
charges négatives en surface, puis la premiére couche nanométrique déposée est obtenue par
immersion dans une solution de PAH puis dans une solution de PAA. Le pKa du film formé dépend du
nombre de bicouches déposées et les deux optodes décrites permettent de détecter des variations de
pH sur les gammes pH = 4-5 et pH = 7-8 avec une grande sensibilité[189].
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D’autres optodes peuvent étre développées a partir de polyméres dont I'absorbance est fonction du
pH. He et al. décrivent par exemple la complexation de chaines PEG comportant des groupements
catéchols terminaux avec l'acide 1,3-benzenediboronique en milieu basique (pH ~ 9), formant un
hydrogel[190]. Cette complexation n’a pas lieu en milieu acide car les groupements catéchols
terminaux et l'acide 1,3-benzenediboronique sont sous forme protonée (pKa = 9,3 et 8,7
respectivement). En milieu acide, I'absence d’un réseau tridimensionnel conduit donc a la formation
d’une solution, possédant une absorbance différente comme illustré en Figure | - 58.

Le caractére hydrophile du PVP (poly(4-vinylpyridine)) varie en fonction du pH et d’autres variations
de son microenvironnement. En effet, les groupements pyridine du PVP se déprotonent en milieu acide
(pKa ~ 4), rendant la polymeére soluble en milieu aqueux. Wang et al. synthétisent un polymére PVP
multicouche grace a une polymérisation sélective d’un copolymere PVP-NH, — PMAA (poly(4-
vinylpyridine-co-(aminopropyl) methacrylamide — poly(acide méthacrylique)[191]. L’hydrogel
multicouche présente une diminution d’épaisseur d’environ 200 nm lorsqu’il est exposé a une solution
a pH = 2 puis une solution a pH = 6, accompagné d’une variation d’angle de contact de 50°. Wang et
al. démontrent également que la capacité du matériau a gonfler dépend de sa mise en forme; ainsi la
méthode adoptée du ‘spin-coating’ (ou enduction par centrifugation) permet d’obtenir une variation
du volume d’un facteur 10 alors qu’un procédé de ‘dip-coating’ (ou enduction par immersion) diminue
cette variation de volume a un facteur 2,6. En effet, le procédé de spin-coating permet un arrangement
des chaines PVP alors que le dip-coating promeut une organisation désordonnée des chaines PVP
induisant une réduction du volume libre de I’hydrogel[191].
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Tableau | - 11 : Polymeres basiques sensibles aux variations de pH[187]
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Figure I - 58 : Formation d’un hydrogel par complexation de chaines PEG comportant des groupements
catéchols terminaux avec I'acide 1,3-benzenediboronique en milieu basique[190]

POLYMERES CONJUGUES

Les polymeéres conjugués ou polymeéres conducteurs intrinséques présentent des électrons rt capables
de se délocaliser, ce qui leur confere des propriétés opto-électroniques. Dans le domaine du
développement d’optodes de pH, les polyméres conjugués présentant des groupements
(dé)protonables sont intéressants. Carey et Jorgensen ont développé une optode de pH pour les
milieux hautement acides en formant un film de poly(phenylquinoline), poly(bi-phenylquinoline) ou
poly(phenylquinoxaline) sur I'extrimité d’une fibre optique[192]. La fibre otpique est préalablement
nettoyée avec de |'acide sulfurique puis silanisée afin d’augmenter I'adhésion du polymére. L’agent
silanisant 3-chloropropyltrimethoxysilane permet une adhésion du film polymére pendant au moins
neuf mois. Les films polyméres sont formés en immergeant 1-2 mm d’une fibre optique dénudée dans
une solution contenant un des polymeéres a chaud, puis en coagulant la couche formée dans une
solution éthanol-triéthylamine avant de placer la fibre a 110°C pendant 30 min. Plusieurs cycles de
dépot sont nécessaires afin de constituer I'optode. Les trois polymeres présentent une fluorescence
dépendant du pH et les auteurs réussissent a relier I'intensité de fluorescence lue a la concentration
en acide nitrique. Les auteurs relevent cependant une extinction de fluorescence en présence d’ions
ferrique et cérium.

La polyaniline (PANI) constitue un polymeére intéressant pour le suivi du pH sur une large gamme en
raison de ses multiples états de protonation (Figure | - 59). Sous forme protonée, la PANI est
caractérisée par une absorption dans I'infrarouge (Amax = 840 nm), tandis que sous forme déprotonée
I"absorption maximale se situe dans le rouge (Anax= 600 nm)[24]. De nombreuses optodes de pH se
basent sur un polymeére de type PANI mais I'instabilité du polymére exposé a I'air ambiant, a I'ozone
et aux NO, limite les applications[24]. Jin, Su et Duan ont par exemple développé une optode de pH
stable pour la gamme pH = 2-12 (pKa~7) [193]. En effet, la PANI étant peu stable dans I'air ambiant en
raison de la présence de groupements imines, un protocole d’oxydation pendant 12h a été mis en
place afin de former un film PANI stable jusqu’un mois dans I'air ambiant et plusieurs mois dans I'eau.
La formation d’un film mince de 110 nm d’épaisseur permet d’obtenir des temps de réponse courts
autour de la seconde. Les auteurs mettent en évidence la présence d’'une hystérése lors de la
protonation et de la déprotonation des films PANI.
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Figure | - 59 : Différentes formes et couleurs de la polyaniline en fonction de I’état de protonation
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Figure | - 60 : Courbe de calibration d’une optode de pH développée a partir de polyaniline (PANI) greffée en
surface d’une fibre optique (A,,s = 575 nm). Les cercles vides correspondent au chemin de protonation, tandis
que les cercles pleins correspondent au chemin de déprotonation[193]

Le polypyrrole permet également de développer des optodes de pH : de Marcos et Wolfbeis forment
des films de polypyrrole dans des cuvettes en polystyrene pour étudier leur absorbance en fonction
du pH. Cependant la protonation du polypyrrole d’un pH = 12,0 vers un pH = 4,0 s’"accompagne d’une
variation faible de I'absorbance (A ~ 0,9 vers A ~ 0,65) et une régénération de I'optode en milieu HCI
0,1 M est nécessaire aprés une déprotonation totale du polymére[194].

MOF (METAL-ORGANIC FRAMEWORK)

Les MOFs correspondent a des structures de coordination d’ions métalliques ou de clusters avec des
ligands organiques. Ces structures a une, deux ou trois dimensions sont caractérisées par une porosité
intrinseque élevée. Les MOFs offrant une grande flexibilité pour le choix des composés organiques et
inorganiques, ils ont été utilisés afin de constituer des sondes pour différents ions et molécules tels
que Cu® ™ AP* et ca® %1 H,5[197],C0,p050u encore des composés nitrés explosifs[199-200]. Les
travaux de Harbuzaru et al. publiés en 2009 dictent le développement des optodes de pH a partir de
MOFs ; I'association d’ions Eu** et du composé 1,10-phenanthroline-2,9-acide dicarboxylique permet
d’obtenir un premier matériau dont la luminescence varie en fonction du pH[201]. La luminecence du
matériau est d a la transition °Dy=>"F, et I'intensité a A~579 nm varie d’environ 30% sur la gamme de
pH =5,0-7,5 (Figure | - 61). L’émission du MOF décrit présente deux pics proches Eul et Eu2, avec Eu2
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ne variant pas en fonction du pH. Une mesure ratiométrique semble envisageable en premier abord
mais I'instrumentation choisie devra permettre de distinguer I’émission des deux pics dont les maxima
sont distants de 2 nm. Enfin, une protonation des groupements acides carboxyliques a pH < 4 et la
formation d’hydroxide d’europium a pH > 8 limitent I'utilisation du matériau a une gamme de pH =4,0
-8,0.

Eu2 7.0
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Figure | - 61 : Variation de I'intensité de luminescence du MOF [Eus(C14HsN,0,4)4(OH)(H,0).4]c-2H,0 en fonction
du pH, synthétisé par Harbuzaru et al.[201]

Wu et al. synthétisent un MOF fluorescent stable a partir de clusters Zrg associés a des ligands 2,2-
bipyridine-5-5’-acide dicarboxylique (bpydc) dont la synthése et la structure sont décrites en Figure |
- 62[202]. Les MOFs synthétisés restent stables a pH = 1,0 et pH = 9,0 ainsi qu’apres adsorption de N,.
La stabilité thermique des MOFs est également exceptionnelle avec une dégradation de la structure a
partir de 500°C. Une excitation a Aexc=365 nm met en évidence un fluorescence de la structure et une
réponse linéaire en fonction du pH est obtenue sur la gamme pH = 4,0 — 6,5 (Figure | - 62). Cette
augmentation de l'intensité de fluorescence est attribuée a la diminution de la conjugaison du systéme
lors de la protonation des ligands bipyridine, induisant une variation de la géométrie en raison de la
géne stérique imposée. La réversibilité du systeme est également prouvée par la répétition de quatre
cycles de protonation-déprotonation des MOFs entre pH = 3,0 et pH = 6,0. Une application pour la
mesure du pH d’échantillons d’urine prouve la pertinence de ces structures innovantes pour des
applications biologiques.

De maniere similaire, Meng et al. se basent sur I'europium pour synthétiser des MOFs fluorescents a
partir de ligands 3,3’-5,5’-biphenyltetracarboxylate (BPTC)[203]. La fluorescence des MOFs dépend du
pH sur la gamme pH = 7,5-11,5. Sur la gamme de pH = 7,5 — 10, une réponse linéaire des MOFs est
observée et attribuée a l'interaction des ions HO™ avec les ligands BPTC, limitant la conjugaison et le
transfert d’électron et impactant les transitions caractéristiques d’Eu® (extinction de fluorescence).
Pour des valeurs de pH supérieures a 10, le mécanisme proposé est une déprotonation des
groupements carboxylates annulant la conjugaison du systéeme et le transfert d’électron[203].
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Figure | - 62 : Synthése de MOFs constitués de clusters Zrg et de ligands bpydc (A) et évolution de leur
fluorescence en fonction du pH en solution aqueuse (Aeycitation = 365 nm)[202]

Malgré les nombreux MOFs sensibles au pH décrits dans la littérature, leur utilisation pour le
développement d’optodes de pH reste limité pour plusieurs raisons :

- Il est parfois compliqué de comprendre I'influence du pH sur les propriétés optochimiques des
MOFs, ce qui rend leur utilisation complexe ;

- Par comparaison avec d’autres matériaux, la réponse des MOFs aux variations de pH est faible
ce qui impliquerait une sensibilité faible des optodes de pH ;

- L'excitation et I'émission se produit généralement a des longueurs d’ondes faibles ce qui
rendrait la conception de I'optode plus complexe ;

- Les rendements quantiques de luminescence sont généralement faibles ;

- Lastabilité des MOFs est limitée a une gamme de pH réduite.

IV.3. Premiéres optodes développées pour la mesure du pH

Historiguement, la majorité des sondes de pH développées I'ont été pour les gammes de pH neutres
et physiologiques. Il est tout de méme intéressant d’étudier les premiéres sondes de pH décrites.

Le développement de la premiére optode de pH au sens moderne du terme est attribué a Peterson,
Goldstein et Fitzgerald en 1980[125]. La sonde de pH sélectionnée est le rouge de phénol ou
phénolsulfonephtaléine (PSP) correspondant a un indicateur coloré de pH utilisé en microbiologie.
Cette sonde est caractérisée par un pKa=7,9 en solution et un déplacement bathochrome de son
spectre d’absorption pour la forme déprotonée de la sonde. Le rouge de phénol est copolymérisé avec
un polyacrylamide afin d’obtenir un polymeére sensible aux variations de pH, et le pKa du rouge de
phénol diminue de 7,9 pour sa forme libre en solution a 7,57 lorsqu’il est lié de fagon covalente au
polyacrylamide en raison de la modification de configuration de la sonde. Le polymére dopé ainsi
obtenu est excité a travers une fibre optique a I'aide d’une lampe tungsténe et I'émission de la sonde
est collectée en sélectionnant le filtre adéquat sur une roue a filtres. Les auteurs définissent une
gamme d’utilisation de leur optode trés restreinte de pH = 7,0-7,4, ce qui leur permet de définir une
précision de 0,01 unité de pH. lls admettent cependant que |'optode peut étre utilisée sur une gamme
plus étendue de pH mais qu’une calibration en plusieurs points est nécessaire et qu’une perte en
précision du systéme sera engendrée. Malgré cette plage d’utilisation de 0,4 unités de pH, I'optode
développée se démarque par sa miniaturisation (diametre de 0,4 mm). De plus, un test in vivo a été
effectué par insertion de I'optode dans la veine jugulaire d’'un mouton et les résultats de I'optode ont
été comparées aux mesures de pH effectuées a I'aide d’'une électrode de pH en verre (Figure | - 63).
Malgré des différences de mesures parfois proches de 0,1 unité de pH entre I'électrode en verre et
I'optode, les mesures de pH restent proches. Les auteurs n’ont pas conclu par rapport a la justesse
des mesures de I'optode comparées a celles de I'électrode, ni sur I'apparente sous-estimation du pH
par I'optode testée in vivo.

Chapitre | — Mesure du pH de matériaux cimentaires 87



Z__Respnrator 1 L/min O2 ? N J

7.5 2% Halothane ™ j * * ‘
; - - o \ f
| COp ¥ Limin CO2 5% Halothane |

- N *Off respirator, 1 L/min
breathing room air

EE——

7.3 - 4
PH 7.2 - .
7.1 - ]
Blood Gas Analyzer

‘ ----- Electrode \
7.0 T— —— Fiber Optic Probe T
69 \ | — | | N R —l ‘

0 25 50 75 100 125 150 175

MINUTES AFTER INSERTION

Figure | - 63 : Evaluation in-vivo du fonctionnement de I'optode par son insertion dans la veine jugulaire d’un
mouton. Les résultats de I'optode (trait plein) sont comparés a ceux d’une électrode en verre (pointillés)[125]

En 1985, Offenbacher, Wolfbeis et Furlinger [204] décrivent une optode de pH adaptée a une gamme
plus étendue pH = 6,4-7,7 avec une précision remarquable de 0,01 unité de pH et un temps de réponse
court d’environ 1 minute. La sonde moléculaire de pH sélectionnée est également une sonde
commerciale : le 1-hydroxypyren-3,6,8-trisulphonate (HPTS), et la matrice d’immobilisation de la
sonde est le verre. Le pKa de la sonde HPTS varie de 7,3 pour la forme libre a 6,8 pour la forme liée a
la matrice. Cette étude se distingue par un faible effet de force ionique lié au fait que la sonde de pH
liée au verre se situe dans un environnement chargé ; I'impact de la charge de I’environnement sondé
est alors moindre.

IV.4. Optodes développées pour la mesure de pH basiques

La gamme de pH visée dans le cadre de I'étude des matériaux cimentaires étant le gamme pH=10-
13,5, les optodes spécifiquement développées pour la mesure de pH alcalins nous intéressent
davantage. Quelques optodes ont été spécifiquement développées pour le béton et seront décrites
dans cette partie.

En 1997, Panova, Pantano et Walt proposent une optode de pH pour un suivi local de la corrosion de
différents matériaux. Cette optode est constituée d’une fibre optique dont I'extrémité est greffée avec
un film mince de poly(acrylamide-co-N-acyloxysuccinimide) (PAN) dopé avec l'isothiocyanate de
fluorescéine (isomere 1)[205]. Une fonctionnalisation de la fibre optique avec des groupements (3-
aminopropyl)triethoxysilane est nécessaire afin de greffer le polymére PAN de maniere covalente. Une
lampe a arc au xénon permet d’exciter la sonde de pH a travers la fibre optique et I'’émission est
collectée a I'aide d’une caméra CCD précédée d’un miroir dichroique. L'optode ainsi constituée a
permis de mettre en évidence des phénomenes de corrosion galvanique, fissurante et par piqlres de
surfaces métalliques enrésinées puis immergées dans des solutions aqueuses afin d’éviter une
déshydratation de la matrice polymére. Bien que généralement exploitée pour des mesures de pH sur

Chapitre | — Mesure du pH de matériaux cimentaires 88



la gamme pH= 5-8, la fluorescence de I'isothiocyanate de fluorescéine varie également aux pH élevés
en raison des groupements phénols comme illustré en Figure | - 64. En effet, plusieurs espéces
coexistent en solution en fonction de la gamme de pH considérée et la concentration de chacune des
espéces varie en fonction du pH[206]. Le rendement quantique de fluorescence variant d’une espece
a l'autre, la fluorescence de la solution dépend alors directement de la concentration en espece
prédominante a un pH donné. Panova et al. n’exploitent cependant pas ces propriétés pour la gamme
pH > 10 et ne précisent pas les temps de réponse ou la stabilité de I'optode congue a long terme[205].
En revanche, I'’étude de Ma et al. consistant a déposer une solution d’isothiocyanate de fluorescéine
solubilisée dans une solution de cire et de benzéne sur des lames de verre permet de montrer que la
fluorescence a pH =5 de la membrane ainsi constituée reste stable durant 70 jours, la membrane étant
conservée a température ambiante sans précautions particulieres[206]. La stabilité de la sonde de pH
et des membranes pour des valeurs de pH supérieures a 10 n’a pas été étudiée.
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Figure | - 64 : Intensité de fluorescence de I'isothiocyanate de fluorescéine en fonction du pH (Aex. = 250 nm et
Asm = 362 nm) et espéces chimiques présentes en solution pour les gammes de pH 3-10 et 10-12,5 (adapté de
[206])

Les travaux de Han et al. se basent sur I'association d’'une sonde de pH, la chloro phenyl imino propenyl
aniline (CPIPA) et d’un colorant de coumarine Macrolex® (MFY-10GN), afin de développer une optode
de pH ratiométrique adaptée a la gamme pH = 7,5-10,5[207]. Afin de remédier aux principales
problématiques de I'optode, tels que le photoblanchiment de la sonde ou sa dissolution en dehors de
la matrice, une technique consiste a lui associer une molécule servant de référence interne a I'optode
et non sensible aux variations de pH sur la gamme considérée, en d’autres termes, a développer une
optode ratiométrique. Les spectres d’émission de la sonde de pH CPIPA et de la références interne
MFY-10GN a pH=8,0 et a pH=9,2 (Figure | - 65) prouvent que le choix de ces molécules est justifié par
I'insensibilité de la fluorescence de la référence au pH. Les deux molécules ont été intégrées dans un
film polymere perméable aux protons (polychlorure de vinyle PVC), et I'optode présente une
réversibilité et des temps de réponse courts de 120 s.
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Figure | - 65 : Emission de la sonde de pH CPIPA ( = 550nm) et de la référence interne MFY-10GN (=389 nm)[207]

Maclin et al.[208] ont développé une optode congue pour sonder des volumes de solution aussi faibles
qgue 30 pL. Le principe repose sur I'immobilisation de la sonde de pH (Nile Blue A de Sigma-Aldrich)
dans des nanocapsules poreuses, immobilisées a leur tour dans gels poreux de polyvinyl alcohol (PVA).
Les nanocapsules sont obtenues par réticulation du tert-butyl methacrylate (t-BMA) et du butyl
methacrylate (BMA) avec I'éthylene glycol dimethacrylate (EGDMA). Le gel PVA encapsulant
doublement la sonde de pH est ensuite immobilisé dans un capillaire en verre (Figure | - 66). Le
capillaire contenant la sonde de pH est alors excité par une source placée parallelement a celui-ci et
I’émission est détectée de la méme maniéere. Le matériau complexe ainsi congu est sensible sur une
tres large gamme de pH : pH = 2,7-12,5, possede un pKa = 8,3, offre des temps de réponse courts
d’environ deux minutes, et une réversibilité de la mesure. Cependant, I'étude ne montre pas la stabilité
de la sonde de pH durant une période étendue, pour des valeurs de pH proches de 12,5.
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Figure | - 66 : Gauche : lllustration des nanocapsules poreuses contenant la sonde de pH et piégées dans un gel
de polyvinyl alcohol (PVA), le gel PVA dopé est alors placé dans un capillaire en verre . Droite : Photographie du
capillaire en verre contenant le gel PVA dopé[208]

Staudinger et al.[113] se sont intéressés aux pH hautement basiques avec la synthése d’une série d’aza-
bodipy pour la gamme de pH = 7-13. Les structures des sondes de pH synthétisées et leurs courbes de
calibration obtenues aprés un piégeage physique de la sonde dans un polymeére commercial
(Hydromed D4 d’AdvanSource Biomaterials) sont présentés en Figure | - 67. Ainsi, les structures 1 et 5
synthétisées semblent adaptées pour le développement d’optode de pH pour le béton, mais il est
nécessaire de prouver la stabilité photochimique a long terme de ces sondes a pH>12,5 avant
d’envisager leur intégration dans une optode permettant la mesure du pH dans le béton.

Chapitre | — Mesure du pH de matériaux cimentaires 90



1.0

o o o
kS o ©

o
N

normalized intensity [a.u.]

0.0

Figure | - 67: Structures des sondes moléculaires fluorescentes de pH synthétisées et les courbes de calibration
obtenues aprés piégeage physique de la sonde dans un polymére[113]

De la méme maniere, Pfeifer et al.[141] suggerent la synthése de sondes pérylene bismides possédant
des pKa élevés pouvant étre intégrés dans une application pour la mesure du pH dans le béton (Figure
| - 68). Cependant, le profil de photodégradation de la sonde 2a sous forme déprotonée prouve une
instabilité de la sonde aux pH élevés (Figure | - 69), qui pourrait étre résolue par une adaptation du
systeme optoélectronique de I'optode (minimisation de I'excitation de la sonde par exemple).

Table 2. pH sensing properties of the perylene dyes in solution and em-
bedded in hydrogel D4.*'

\ I\\l / ‘f’*
/ \ /
/L(f’ =\ = \’/"L‘\ THF/EtOH/ Hydrogel D4
buffer
3:2:2, viv/
R? v
+NaNH, + EL"TCN Dye pK, s Awms (acidic/monoa-  pK, o5 Aem (acidic/monoa-  pK, om
R~ R2 nionic) [nm] nionic) [nm]
2a 1063 596/689 10.88  608/728 10.14
N’ \ 2b 1015 596/684 1073 608/720 9.84
P o \ }J\ /  2a3aR'=H;R=H \ L\ ; 2c 1078 586/664 1145 595/708 10.56
A< B O\ o R=ciR=H ST 3a 1068 650/731 1136  662/768 10.15
3 6 2cc  R'=H; R=Cl 38

[a] lonic strength (NaCl): 0.15m, T=25°C.

Figure | - 68 : Synthése de sondes péryléne bismides (gauche). Valeurs des pKa des sondes en solution et
piégées dans une matrice polymere (droite)[141]
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Figure | - 69 : Profils de photodégradation des sondes 2a,b,c et 3a dans leur forme neutre, et 2a dans sa forme
déprotonée [141]

Dantan, Wolfgang et Wolfbeis ont étudié une multitude de voies d’élaboration pour une optode
destinée a un suivi in situ du pH du béton. Leurs travaux portent sur I'exploration de deux méthodes
de détection : un suivi du pH basé sur I'absorbance et un suivi basé sur la mesure de la durée de
vie[209]. La Figure | - 73 décrit le processus suivi pour |'élaboration d’une optode de pH basée sur la
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variation de I'absorbance d’une sonde moléculaire en fonction du pH. Le processus peut étre
décomposé en plusieurs étapes : une premiere étape de sélection de la sonde de pH se basant sur les
critéres imposés par I’'environnement étudié conduit a une sélection restreinte de molécules. Dantan
et al. privilégient I'option des colorants azoiques en raison de leur stabilité photochimique aux pH
élevés. Un test de stabilité chimique en solution basique (NaOH 0,1M) avec un suivi régulier de
I"'absorbance de la solution permet de sélectionner le jaune d’alizarine, le bleu alcalin 6B et le Victoria
Blue B possédant des pKa d’environ 11-12 comme candidats. La seconde étape consiste a sélectionner
une matrice pour la sonde de pH. Différentes matrices associées a des méthodes d’immobilisation des
sondes de pH ont été testées et les résultats obtenus sont détaillés en Figure | - 73. Les résultats des
voies ne permettant pas d’obtenir une optode de pH pour le béton apparaissent en rouge. L'unique
voie satisfaisante retenue par les auteurs apparaissant en vert a abouti a un brevet[210]. Ainsi, une
membrane est obtenue par un procédé de frittage de particules de polystyréne (PS) réticulé avec
I’Amberlite XAD4 divinylbenzéne sur lesquelles la sonde de pH est adsorbée. La membrane est
obtenue en plagant les particules de taille 5-15 pm dopées dans un moule soumis a une pression P=25-
35 bar a une température T = 400-450°C. Un traitement chimique permet d’augmenter le caractere
hydrophile de la membrane obtenue. La membrane est placée sur une lame de verre en face d’un
faisceau de fibres optiques et une couche réflectrice constituée de dioxyde de titane permet
d’augmenter l'intensité du signal mesuré a I'aide d’un spectrometre (Figure | - 70).

SOURCE LUMINEUSE
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SENSIBLE AU pH E©

Figure I - 70 : Montage de I'optode développée par Dantan et al. destinée a une mesure de I’absorbance en
fonction du pH par réflexion (figure adaptée de [209])

La Figure | - 71 montre la variation du spectre d’absorbance de la membrane en fonction du pH lorsque
I'optode est placée en solution, ainsi que la courbe de calibration de I'optode déduite[209]. Le
caractere peu hydrophile des particules PS-Amberlite est responsable du temps de réponse long
d’environ 60 min dans le sens de la protonation, rationnalisé par les cinétiques lentes des réactions
chimiques se produisant dans le béton. Plusieurs essais de mesure du pH dans des échantillons en
béton ont été réalisés avec cette optode, et une augmentation de I'absorbance dés les premieres
minutes a mis en évidence une réponse de |'optode aux variations de pH (Figure | - 72). Cependant,
I’optode ainsi congue ne permet un suivi du pH qu’en présence d’humidité. Les échantillons de béton
ont donc été immergés dans I'eau 2 jours apreés le placement de I'unité de détection dans le matériau.
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Le signal a été mesuré régulierement durant deux mois et est resté constant prouvant la stabilité
chimique et mécanique de la membrane. L'absence d’une diminution du signal durant deux mois pour
des échantillons de béton immergés dans de I’eau prouve que I'optode ne répond pas aux variations
de pH du béton. Une étude microscopique a mis en évidence la présence d’une couche compacte
d’hydroxyde de calcium sur la membrane, empéchant le contact entre la membrane et le matériau
étudié. Cette limitation rend I'utilisation de I'optode en conditions réelles difficilement envisageable.
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Figure | - 71 : Variation du spectre d’absorbance de membranes préparées par un procédé de frittage de
particules PS-Amberlite XAD4 divinylbenzéne adsorbées d’un indicateur coloré de pH azoique en fonction du pH
(gauche) et courbe de calibration correspondante (droite)[209]
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Figure | - 72 : Suivi du signal de I'optode immergée dans un échantillon de béton (inset : photo de I'unité de
détection immergée dans I’échantillon)[209]

Dantan et al. ont également exploré une optode de pH basée sur une mesure de durée de vie, reposant
sur le principe FRET. Le FRET consiste a associer un composé dont la luminescence ne varie pas en
fonction du pH appelé ‘donneur’, a un composé ‘accepteur’ correspondant a un indicateur de pH
coloré. Les voies explorées et les résultats obtenus pour cette seconde option sont détaillées en Figure
| - 74. Ainsi, des complexes fluorescents de ruthénium diphenylphenanthroline ou diphenylbipyridyl
donneurs sont associés a un indicateur de pH commercial (N-9, Merck). En raison de I’extinction de
fluorescence des complexes de Ru en présence d’oxygene, une stratégie d’encapsulation du couple
donneur-accepteur dans des nanospheéres de polyacrylonitrile (PAN) permet de limiter la sensibilité a
I’Oz1209;- Cependant, une dégradation des nanosphéres de PAN est mise en évidence a pH basique
lorsque I'optode de pH est immergée dans un échantillon en béton. La nature de la matrice polymére
pourrait &tre modifiée mais il est difficile de trouver un polymére perméable aux ions HO et H;0,
imperméable a I'0O,, optiquement transparent et stable a pH élevé. Il est également complexe de
trouver un couple accepteur-donneur adapté aux mesures de pH basique, avec un recouvrement des
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spectres d’absorbance du composé accepteur et d’émission du composé donneur. Cette configuration
permettrait de mesurer le pH d’un milieu pauvre en O, et peu basique.
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Figure | - 73 : Voies d’élaboration explorées par Dantan et al.[209] afin de développer une optode de pH pour le béton basée sur une mesure d’absorbance
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Dans le cas de I'étude du pH de matériaux cimentaires in situ, la configuration de I'unité de détection
de I'optode est essentielle en raison des contraintes imposées par le matériau. Blumentritt et al. ont
ainsi développé une unité de détection planaire afin de répondre aux problématiques rencontrées avec
une configuration classique en réflexion, a savoir une obstruction du chemin optique en raison de
I'intercalation de béton entre le matériau réflecteur et la membrane sensible aux variations de pH (A,
Figure | - 75)[211]. Cette obstruction du chemin optique est rencontrée lors d’'une mauvaise adhésion
entre la membrane sensible au pH et les différents composants de I'optode. La sonde de pH
correspond ici a un indicateur coloré azoique piégé dans une matrice solide non spécifiée. La
membrane peut étre coulée directement dans la cavité d’épaisseur 50 um représentée sur le schéma
B en Figure | - 75. Une fibre optique métallisée occupant le réle de réflecteur est alignée avec la fibre
optique utilisée pour la détection. Le montage est solidaire d’un substrat solide empéchant toute
contrainte sur les fibres optiques durant I’hydratation du béton et I'hydratation/déshydratation du
matériau sensible au pH. Ainsi, la calibration de cing optodes de pH en solution est comparée afin de
prouver la reproductibilité du processus d’élaboration des optodes (Figure | - 76). L'optode de pH ainsi
congue n’a pas été appliquée pour le moment pour la mesure du pH du béton in situ.
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Figure | - 75 : Configuration classique d’une unité de détection pour une mesure par réflexion (A) comparée a la
configuration planaire développée par Blumentritt et al. pour une mesure du pH du béton in situ (B)[211]
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Figure | - 76 : Calibration de cinq optodes de pH planaires élaborées par Blumentritt et al.[211]



McPolin et al. ont développé deux optodes également basées sur des indicateurs de pH colorés[212].
La premiére option considérée est constituée de rouge de crésol piégé dans une matrice sol-gel
synthétisée a partir de tetraéthylorthosilicate (TEOS). La membrane répondant aux variations de pH
est déposée sur une fibre optique en verre et catalysée avec I'acide chlorhydrique. Une fissuration du
sol-gel est observée a court terme et invalide |'utilisation de I'optode dans le béton. La deuxieme
optode élaborée est constituée d’un matériau poreux commercial imprégné de bleu de Thymol. Le
temps de réponse de la deuxiéme configuration est de 10 min et permet de réaliser des mesures du
pH a l'intérieur de cavités percées dans un échantillon carbonaté constitué de ciment Portland
aggrégats

e
ordinaire avec un ratio — = 0.42 et un ratio —t =1,67. Les mesures sont réalisées a différentes
C cimen

profondeurs apres remplissage des cavités avec 5 mm d’eau (Figure | - 77).
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Figure I - 77 : Mesure du pH a l'intérieur de cavités percées dans un échantillon carbonaté constitué de ciment
Portland ordinaire avec un ratio % =0.42 et un ratio % =1,67, a I'aide d’une optode de pH élaborée par
McPolin et al. [212]

Les travaux récents de Nguyen et al. concernant le développement d’optodes de pH pour le béton
s’appuient sur la synthese de sondes de pH fluorescentes et innovantes. Une série de sondes de pH
basées sur un motif coumarine et présentée précédemment est copolymérisée en présence d’acide
méthacrylique, d’'un copolymeére bloc poreux Pluronic® P84, d'un réticulant (1,4-
Bis(acryloyl)piperazine) et d’un initiateur de polymérisation (I'azobis(isobutyronitrile))[103]. L’ajout de
1,4-Bis(acryloyl)piperazine permet d’augmenter le caractére hydrophile de la matrice et I'acide
méthacrylique réduit la rigidité du polymére tout en augmentant son hydrophilicité. L’étude des
polymeres congus avec chaque sonde de pH conduit a la détermination des pKa = 12,65-12,76 +0,1
intéressants pour I'étude du pH de matériaux cimentaires (Figure | - 78). Les études de photostabilité
ont été menées en réduisant les polymeéres en poudre afin de placer cette poudre entre un disque en
guartz et une membrane en nylon (porosité 20 um). Cet ensemble est placé en face d’une fibre optique
couplée a un fluorimetre et la présence d’un miroir dichroique permet d’obtenir le spectre de
fluorescence du polymeére au cours du temps. Ainsi, la photostabilité des polymeéres en solution pH =
10 est prouvée et une dégradation photochimique des polymeres secs est attribuée a une stabilisation
des sondes de pH par solvatation (Figure | - 78). La fluorescence des polymeéres synthétisés n’étant pas
affectés par la force ionique de I’environnement, leur application pour une mesure du pH in situ du
béton serait intéressante.
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Figure | - 78 : Evolution de la fluorescence de la sonde de pH 7-(4-vinylbenzylamino)-4-((2-methyl-4-nitro-1H-
imidazol-1-yl)methyl)-coumarine copolymérisée dans le Pluronic P84, I'acide méthacrylique et le 1,4-
Bis(acryloyl)piperazine (gauche) et étude de la photostabilité (droite) [103]

Dans une précédente publication, Nguyen et al. ont également utilisé la sonde de pH 7-(4-
vinylbenzylamino)-4-((2-methyl-4-nitro-1H-imidazol-1-yl)methyl)-coumarine[213] mais la
copolymérisation differe par la concentration de réticulant (1,4-Bis(acryloyl)piperazine) plus élevée
(ratio réticulant/monomere 10 :3-4 contre 10 :2,4). Le montage de 'optode de pH est montré en Figure
| - 79 et le spectrofluorimetre permet d’obtenir le spectre de fluorescence en fonction du pH (Figure |
- 80). Un pKa =11,940,1 inférieur est déterminé et le profil d’émission differe de celui déterminé dans
la référence précédente. Cette différence provient probablement de la différence de concentration en
réticulant, et du changement d’instrumentation, pouvant étre associé a une préparation différente de
la membrane. L'optode n’a pas été utilisée pour une mesure du pH in situ dans un matériau cimentaire.
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Figure | - 79 : Configuration de I'optode élaborée par Nguyen et al. pour la mesure de pH basiques[213]
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Figure | - 80 : Etude de la fluorescence de la sonde 7-(4-vinylbenzylamino)-4-((2-methyl-4-nitro-1H-imidazol-1-
yl)methyl)-coumarine copolymérisée dans le Pluronic P84, I’acide méthacrylique et le 1,4-Bis(acryloyl)piperazine
a l'aide de I'optode de pH élaborée par Nguyen et al.[213]

IV.5. Développement d’optodes de pH planaires

Quelques travaux décrivent des optodes planaires permettant de cartographier le pH en surface de
matériaux cimentaires. L'utilisation d’une fibre optique n’est pas essentielle pour ce type d’application
et la mesure ne correspond pas a une mesure locale in situ. Il est cependant intéressant de considérer
ces applications pour le développement d’une optode de pH destinées a I'étude des matériaux
cimentaires. Ainsi Grengg et al. décrivent I'utilisation d’'une sonde de pH BODIPY possédant un
pKa=10,8, physiquement piégée dans un hydrogel polyuréthane (HydroMed™ D4) en présence d’une
référence interne (CaOCuO(SiO,),;) ou Egyptian Blue)[138]. Cette membrane polymére hydratée est
destinée a étre posée en surface de la surface plane a étudier et le temps de réponse est d’environ 10
min. La référence interne est sélectionnée en raison de sa phosphorescence non affectée par le pH de
I’environnement étudié et excitable a la méme longueur d’onde que la sonde de pH fluorescente.
L’association d’une sonde de pH avec une durée de vie de fluorescence courte (quelques ns) et une
référence possédant une durée de vie de phosphorescence longue (quelques ps) constitue les
fondements de la méthode décrite pas Grengg et al. En effet, le montage optique et le principe de la
méthode illustrés en Figure | - 81 consiste a exciter le polymeére dopé pendant un temps T1 et de
collecter les émissions de la sonde de pH fluorescente et de la référence interne. Une seconde étape
sans excitation permet de collecter I'émission de la référence interne possédant une durée de vie
supérieure. Un algorithme permet alors de ‘diviser’ une image par rapport a I'autre et d’en déduire
une image ratiométrique. La méthode décrite correspond a une mesure t-DLR (Time-domain Dual
Lifetime Referencing) permettant d’augmenter la sensibilité et la résolution de la mesure. En effet la
résolution obtenue est de 75 um par pixel et les problémes rencontrés en raison de I'inhomogénéité
optique des échantillons de béton peuvent étre résolus en utilisant des membranes optiquement
isolante (TiO; ou noir de carbone)[138]. La Figure | - 82 compare les résultats obtenus avec la méthode
t-DLR et la mesure du pH a I'aide d’une électrode de pH plane. L’étude a été menée sur un échantillon
4x4x7,5 cm® de béton CEM | (§=O,43, agrégats silice de taille maximale 16 mm, ~4% d’air entrainé)
ayant été placé dans une chambre climatique durant 30 jours avec une concentration en CO, de 2%,
une humidité relative de 65% a 20°C. La méthode t-DLR permet d’obtenir une meilleure résolution
avec la mise en évidence de gradients de pH fonction de la microstructure du béton. L’utilisation d’'une
électrode de pH en verre d’un diameétre proche de 8 mm ne permet pas une résolution avancée mais
offre plutot une valeur de pH moyenne sur la surface analysée.
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Figure | - 81 : Principe de la méthode et instrumentation t-DLR (time-domain Dual Lifetime Referencing) utilisée
pour I'imagerie de gradients de pH en surface du béton[138]

Figure | - 82 : Mesure du pH en surface d’un échantillon de béton carbonaté avec la méthode t-DLR (A).
Photographie de la surface étudiée (B) et pH mesuré a I'aide d’une électrode de pH plane (C)[138]

Différentes configurations peuvent étre utilisées pour la cartographie du pH en surface de matériaux.
Dans le cadre de la détermination de gradients de pH dans des sédiments par exemple, une membrane
répondant aux variations de pH peut étre fixée sur la paroi interne d’un contenant en matériau
transparent (acrylique), dans lequel I’échantillon a analyser est placé en contact de cette membrane
et est saturé en eau (Figure | - 83). Un simple appareil DSLR peut permettre d’imager le pH et réduit le
colt du montage estimé § 3000 SUS. Larsen et al. réalisent une cartographie du pH grace a ce montage
en associant l'indicateur de pH HPTS (acide 8-hydroxy-1,3,6-pyrenetrisulfonique) a une référence
interne (Macrolex® Fluorescent Yellow 10GN)[114]. La brillance de la sonde pH est ainsi augmenté par
transfert d’énergie entre la référence interne et la sonde de pH. Ce transfert d’énergie est modulé par
le pH puisqu’en milieu basique, un transfert d’énergie a lieu entre le donneur et la sonde de pH dont
la fluorescence domine. En milieu acide, les spectres d’absorption de I'accepteur et d’émission du
donneur ne se recouvrent pas et le transfert d’énergie n’a pas lieu impliquant une fluorescence de la
référence interne supérieure. La matrice hydrogel utilisée est un polyuréthane (HydroMed™ D4)
appliqué sur un substrat transparent en polyester qui permet I'adhésion de cette membrane en face
interne du contenant. MoBhammer et al. associent la sonde de pH OHButoxy-aza-BODIPY a une
coumarine (BusCoum) occupant le réle de référence interne[139].
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Figure | - 83 : Montages expérimentaux utilisés pour la cartographie du pH de sédiments. Gauche : Larsen et
al.[114] (Exf. : filtre d’excitation et Emf. : filtre d’émission), droite : MofsShammer et al.[139]

Liu et al. ont cartographié le pH en surface de pates de ciment avec un complexe porpholactone Pt(ll)
(Pt(I)(meso-tetrakis(pentafluorophenyl)porpholactonato)) noté T'PLPt et un montage optique
similaire[214]. T'PLPt est physiquement piégée dans un polymeére constitué de DMSO, d’alcool
polyvinylique (PVA, M,, = 31000g/mol), d’hydroxypropyl methylcellulose Culminal™ C9115, d’un
surfactant non ionique (Cremophor EL®) avec le ratio massique 5 :30 :1 :4. La solution visqueuse est
déposée a l'aide d’un pinceau sur la surface analysée et une comparaison avec un dép6t d’une solution
de phénolphtaléine (PHPHT) est effectuée. Un appareil DSLR muni de deux filtres passe-bande
sélectionnés en fonction des deux bandes d’émission de la sonde de pH permettent de capturer deux
images. Le traitement de ces deux images permet d’obtenir une image ratiométrique et le rapport des
intensités permet d’en déduire une valeur de pH grace a une calibration préalablement effectuée
(Figure | - 84). L’étude a été menée sur des pates de ciment Portland (Type ) avec un rapport % =0,50
et sur des pates de ciment bas-pH pour lesquelles de la fumée de silice micronique (Elkem 900W) a été
introduite a raison de 30% en masse en conservant un rapport % = 0,50. Une carbonatation accélérée
des matériaux a été effectuée a P=15 bar, T = 23°C et une humidité relative de 60%. Liu et al. prouvent
ainsi que I'utilisation de T'PLPT avec un montage optique robuste permet de cartographier en surface
le pH de matériaux cimentaires sur une gamme pH = 11,0-13,5 avec une résolution et une sensibilité
dur au caractére ratiométrique de la mesure.
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Figure | - 84 : Pdtes de ciment Portland fracturées a 0, 30, 80 jours de carbonatation (A,B,C) et aprés application
d’une solution de phénolphtaléine PHPHT (colonne gauche) ou de T PLPt (colonne centrale) sous lumiére
blanche. Colonne droite : cartographie du pH obtenue par la méthode de Liu et al.[214]
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Un montage de cartographie du pH basée sur des mesures d’absorbances ratiométriques ont été
développées de maniére comparable afin de mesurer le pH dans des fissures d’un matériau cimentaire
auto-cicatrisant, avec une haute résolution (50 um par pixel) et un gradient de 1,4 unités de pH par
mm [140].

IV.6. Optodes dédiées a la mesure du pH : conclusion

Les premieres optodes de pH développées I'ont été pour des valeurs de pH physiologiques et
constituent une base pour le développement d’optodes innovantes et adaptées a des environnements
contraignants. Le pH basique et les contraintes mécaniques imposées par les matériaux cimentaires
limite le choix de la matrice solide permettant de séquestrer les sondes de pH. Ainsi, les matrices
susceptibles a une hydrolyse ou une transition de phase a pH basique, telles que le pHEMA ou les
polaxomeres sont a exclure. Les hydrogels résistants aux pH basiques peuvent cependant étre retenus
en raison d’une séquestration simple des sondes de pH, de leur caractére hydrophile et de leur
perméabilité aux ions H;0" et HO". La majorité des matériaux sols-gels et les silices mésoporeuses ne
sont pas stables a pH basique, elles ne constituent donc pas des matrices intéressantes pour
I"application visée. En revanche la cellulose correspond a une matrice hydrophile et résistante a pH
basique, dont la fonctionnalisation est accessible. Le développement d’optodes basées sur la cellulose
constitue une voie a explorer.

Le choix d’élaborer une optode de pH basée sur une mesure d’intensité de fluorescence simplifie
I'instrumentation a mettre en place, et la contrainte de réaliser une mesure du pH in situ oriente vers
I'utilisation d’une fibre optique afin d’exciter le fluorophore et de collecter son émission. Une attention
particuliére doit cependant étre portée a la stabilité de la mesure vis-a-vis des perturbations provenant
de I'environnement, d’'une éventuelle variation de la concentration en sonde au cours du temps ou
d’une fluctuation de la source d’excitation. L'inclusion d’une référence interne pallie a certaines de ces
problématiques et la lixiviation de la sonde au cours du temps doit étre étudiée afin d’assurer une
mesure stable a long terme.
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V. Mesure du pH de matériaux cimentaires : conclusion

D’apres I'état de I'art dressé dans ce chapitre, aucun outil de mesure du pH in situ des matériaux
cimentaires dés la premiere phase d’hydratation n’a été développé. Cette section cléture donc le
chapitre | de ce manuscrit en énumérant les différentes considérations a prendre en compte pour le
développement d’une optode destinée a une mesure in situ du pH de matériaux cimentaires, basée
sur une sonde moléculaire fluorescente.

Le développement d’une optode de pH pour une mesure in situ dans les matériaux cimentaires
regroupe différentes contraintes impliquant la nécessité de développer un instrument de mesure
stable a long terme dans un milieu basique (gamme pH = 10 — 13,5) et agressif. Cet outil doit pouvoir
mesurer le pH in situ, dans un matériau dont le volume d’eau accessible évolue en fonction de sa phase
d’hydratation. Le développement d’'une optode de pH basée sur une mesure de fluorescence selon ces
contraintes implique :

i La synthése d’une ou plusieurs sondes de pH fluorescentes spécifiques a la gamme de pH
=10-13,5 et photostables ;

ii. La séquestration de cette ou ces sondes dans une matrice solide stable a long terme dans
un matériau cimentaire (pH basique et contraintes mécaniques) ;

iii. L'exclusion d’une recalibration de I'optode une fois piégée dans un matériau cimentaire
afin d’acquérir les données deés la premiere phase d’hydratation

D’aprés la recherche bibliographique constituant ce premier chapitre, peu de structures moléculaires
adaptées ont été reportées et la synthese de sondes de pH spécifiques et photostables est essentiel
au développement de I'optode. Parmi les matrices solides utilisées, les hydrogels résistants aux pH
basiques semblent présenter des propriétés intéressantes pour le développement de I'outil,
notamment une hydrophilicité, une perméabilité aux analytes H;O" et HO’, ainsi qu’une bonne
résistance mécanique. La cellulose présente également ces caractéristiques avec I'avantage d’'une
fonctionnalisation accessible. L'impossibilité de calibration de I'instrument au cours du temps impose
alors de déporter la mesure. L’utilisation d’une fibre optique afin de réaliser une mesure in situ semble
étre adaptée puisqu’elle permet de déporter la mesure a un co(t faible. En contrepartie, la mesure du
pH des matériaux cimentaires ne nécessite pas une précision élevée et une mesure avec une
incertitude de 0,1 unité de pH est satisfaisante. De méme, pour un suivi du pH a long terme, un temps
de réponse court n’est pas une priorité. Les caractéristiques de I'optode de pH a prioriser sont des
signaux optiques stables et fiables, une utilisation de I'optode simple et accessible, ainsi qu’une
stabilité mécanique a long terme.
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CHAPITRE Il - DEVELOPPEMENT D’UNE OPTODE DE pH
BASEE SUR UN DERIVE NAPHTHALIMIDE

I Introduction : sondes de pH développées a partir du

motif naphthalimide

Par comparaison avec les sondes de pH classiques développées a partir de la fluorescéine par exemple,
les naphthalimides présentent une photostabilité et un déplacement de Stokes supérieurs. Plus
particulierement, les dérivés 1,8-naphthalimides (Figure Il - 1) ont été extensivement utilisés afin
d’élaborer des sondes pour la détection de cations (A", Fe**, Cu®"), d’anions (F, CN’, HSO3), de
molécules (peroxyde d’hydrogene H,0,, formaldéhyde HCHO) ou d’enzymes [1-3]. Le rendement
quantique élevé, la photostabilité et la versatilité des dérivés 1,8-naphthalmide les rendent donc
attrayants pour le développement de sondes de pH fluorescentes.

Figure Il - 1 : Structure générale d’un dérivé 1,8-naphthalimide

Tian et al. ont par exemple développé une série de naphthalimides comme sondes de pH intra- et
extracellulaires et les structures des trois sondes synthétisées sont présentées en Figure Il - 2[4]. Un
mécanisme PET régit les variations d’intensité de fluorescence en fonction du pH, et est justifié par la
présence du groupement pipérazine dont I'amine possede un fort caractére électro-donneur ainsi que
du naphthalimide électro-accepteur. Le mécanisme PET est alors favorisé pour les formes basiques des
sondes de pH et conduit a une faible fluorescence des sondes. Les pK, des trois sondes a, b et c ont été
déterminées en solution : les valeurs reportées sont pK, ,= 5,98, pK,, = 5,90 et pK, . = 6,83. Ces valeurs
de pK, sont justifiées par la nature des substituants du naphthalimide : ainsi plus I'amine de la
pipérazine est facilement protonable et plus le pK, de la sonde est élevé. De plus, les auteurs
remarquent que plus les substituants des imides sont hydrophobes et plus la sensibilité des sondes
aux variations de pH diminue. La présence du monomeére méthacrylate de méthyle dans la structure
des trois sondes permet une copolymérisation des sondes avec d’autres monomeres, permettant ainsi
la synthese de films polyméres répondant aux variations de pH. Chacune des sondes de pH a, b, et ¢
ont été polymérisées avec le copolymere PHEMAco- PAM (poly(2-hydroxyethyl methacrylate)-co-
poly(acrylamide)) et les valeurs des pK, déterminés pour chacun des films sont pKE=2 = 5,23, pKE=P =
5,22 et ng_C = 7,01. La polymérisation des sondes dans la matrice polymere réduit leurs degrés de
liberté et conduit a une sensibilité aux variations de pH réduite. Ainsi, la structure b possédant deux
méthacrylates posséde la sensibilité la plus faibles aux variations de pH aprés sa copolymérisation.
Cependant, cette copolymérisation des sondes de pH évite toute lixiviation des sondes en dehors des
films et offre une possibilité d’inclusion dans un capteur de pH optique. Lee et al. ont également
introduit une sonde de pH basée sur le fluorophore naphthalimide, liée de maniére covalente a des
mitochondries dont le pH est étudié (Figure Il - 3)[5]. La sonde présente également un groupement
pipérazine lié au naphthalimide et a un chlorure de benzyle permettant une liaison covalente avec les
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protéines composant la membrane des mitochondries. Un cation triphenylphosphonium lié au
naphthalimide agit comme entité de reconnaissance pour les mitochondries par interaction
électrostatique avec les membranes chargées négativement. Le mécanisme PET est similaire a celui
décrit précédemment pour la série de sondes naphthalimides synthétisées par Tian et al.. L'émission
de la sonde libre est étudiée en solution dans la gamme pH=2-11 et met en évidence une réponse
linéaire de la sonde dans la gamme pH=5-7,5. Le pH des mitochondries est étudié par association de la
sonde de pH nouvellement synthétisée présentant une fluorescence verte, a une sonde fluorescente
commerciale présentant une fluorescence rouge. Un raisonnement ratiométrique permet de déduire
le pH de mitochondries soumises a des variations de pH dans la gamme pH=5-8.
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Figure Il - 2 : Série des sondes de pH fluorescentes basées sur un motif naphthalimide synthétisées par Tian et al.
[4]: le mécanisme PET est représenté pour la structure a
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Figure Il - 3 : Structure de la sonde naphthalimide synthétisée par Lee et al. pour I’étude du pH de mitochondries

[5]

De maniére similaire, d’autres sondes de pH basées sur le motif naphthalimide ont été développées
par Georgiev et al. (composés d et e) [6] et Staneva et al. (composé f) [7] et leurs structures sont
présentées en Figure Il - 4. Quelques propriétés de ces sondes, dont des valeurs de déplacement de
Stokes élevés et des valeurs de rendements quantiques satisfaisants, sont listées dans le Tableau Il - 1.
Les mécanismes mis en jeu pour ces sondes naphthalimide sont des PET a I'exception de la sonde e
présentant deux mécanismes couplés ICT et PET.
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Figure Il - 4 : Structures de sondes de pH fluorescentes basées sur le motif naphthalimide[6]

Mécanisme

n H mm Déplacement ex
So hde d.e p d’extinction de pKa Gamme de éplacement de ®: (%) Référence
naphthalimide fluorescence pH Stokes (nm)
Série de
synthétisée par
Georgiev et al.
d PET 5,49 ° 2,7-10 95° 0,44° [6]
3,95° 1,8-5 .
e PET +ICT 107° 0,38 [6]
6,08 ° 5-11,6
f PET 7,38° 4,5-9,5 82° 0,59° 7]
Série
synthétisée par
Tian et al. PET 5,9-6,8 3-10 140 - (4]
a, b et c (Figure
- 4)

Tableau Il - 1 : Propriétés photophysiques des sondes de pH dont les structures sont présentées en Figure Il - 2 et
Figure Il - 4, ° : déterminé dans H,O/EtOH 4 :1 et b. déterminé dans chloroforme
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Il. Etude d’un dérivé naphthalimide : le Naphth-
AlkyneOMe

Il.1. Choix de la sonde moléculaire de pH fluorescente

Certains phénomenes chimiques et biologiques localisés, tels que des gradients de concentration ou
de viscosité, peuvent étre étudiés a I'aide de fluorophores sensibles a leur microenvironnement. Plus
particulierement, les fluorophores basés sur des transferts de charges intramoléculaires (TCl) ou ICT
(Intramolecular Charge Transfer) constituent des structures intéressantes car ils présentent une
grande sensibilité a leur microenvironnement [8]. Une optimisation de leurs propriétés
photophysiques est cependant nécessaire afin de développer des capteurs fluorescents efficaces.

Dans cette optique, Charlotte Rémy a mené des travaux de recherche portant sur la synthese et I'étude
des propriétés photophysiques de naphthalimides m conjugués durant sa thése au laboratoire
PPSM[9]. Ainsi, une série de dérivés naphthalimides, dont les structures moléculaires sont présentées
en Figure Il - 5, a été synthétisée et étudiée Les trois composés se basent sur une structure 1,8-
naphthalimide car celle-ci présente une photostabilité essentielle au suivi d’'un phénomene biologique
et/ou chimique [1-2, 10]. La présence d’une fonction imide pouvant étre déprotonée valide le choix
d’une structure 1,8-naphthalimide comme sonde moléculaire fluorescente de pH. Parmi les structures
proposées, le Naphth-AlkyneOMe, correspondant a un methoxyphenyl ethynyl naphthalimide est
pertinent pour le développement d’un capteur optique de pH car il présente un rendement quantique
élevé dans le chloroforme : ® = 90% [9]. De plus, le composé absorbe fortement dans le visible (g =
14000 mol.L.cm™ dans le chloroforme a Ay = 402 nm,). D’autre part, le choix des dérivés
naphthalimide conjugués comme sonde de pH est également justifié par le déplacement de Stokes
élevé, caractéristique des composés naphthalimide (Figure Il - 8) [4-5]. Rémy et al. établissent que le
Stokes shift du dérivé 1,8-naphthalimide augmente avec la conjugaison entre les groupements
donneur et accepteur [9]. Cette propriété valide le choix des dérivés naphthalimides conjugués
puisque les structures sont excitables dans le visible, facilitant le développement d’une optode de pH
avec une source d’excitation abordable de type LED.

Naphth-NHBu  Naphth-TriazoleOMe  Naphth-AlkyneOMe

H
Os N

OMe

O

Figure Il - 5 : Structures des dérivés naphthalimides synthétisés et étudiés par Rémy et al. [9]

Le mécanisme ICT est mis en évidence par le solvatochromisme des dérivés naphthalimide synthétisés.
Le solvatochromisme est défini comme une variation réversible des spectres d’absorbance ou
d’émission résultant des interactions entre le composé et différents solvants. Les orbitales impliquées
dans la transition électronique peuvent étre stabilisées ou déstabilisées en fonction de leur polarité
relative, et cette stabilisation ou déstabilisation dans un solvant de polarité donnée impacte la valeur
Amax- En d’autres termes, ce déplacement du maximum d’absorbance ou d’émission résulte de la
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différence entre I'énergie de solvatation des états initial et excité du composé solubilisé dans différents
solvants. Le solvatochromisme refléte donc une variation de I'énergie entre les états initial et excité
en fonction de I'énergie de solvatation, caractéristique des phénoménes de transfert de charge
intramoléculaire.

Pour les trois dérivés naphthalimides dont les structures sont présentées en Figure Il - 5, un faible
déplacement du spectre d’absorbance est observé entre le toluene et I'éthanol (Tableau Il - 2). En
revanche, un fort déplacement est observé en émission avec un AA¢, = +97 nm observé pour le Naphth-
AlkyneOMe entre le toluene et I'éthanol (Figure Il - 6) [9].

Absorbance Emission
Dérivé naphthalimide Déplacement Anay toluéne = éthanol Déplacement A, toluéne 2 éthanol
(nm) (nm)
Naphth-NHBu +22 +53
Naphth-TriazoleOMe -2 +116
Naphth-AlkyneOMe -12 +97

Tableau Il - 2 : Déplacements des spectres d’absorbance et d’émission du toluene a I’éthanol pour les dérivés
naphthalimide synthétisés par Rémy et al.[9]

POLARITE

1.0+

0.8 1

0.6

I.(a.u.)

0.4+

0.2 1

0-0 v T T ] v T = ™ 1 M 1
400 450 500 550 600 650 700
A (nm)
Figure Il - 6 : Spectres d’émission normalisés du composé Naphth-AlkyneOMe dans différents solvants (noir :
toluéne — gris : dioxane — orange : chloroforme — rouge : dichlorométhane — bleu : acétonitrile — vert : DMSO —
cyan : éthanol — rose : méthanol) [9]

L’étude du solvatochromisme prouve I'ICT résultant du transfert d’électron du groupement methoxy-
phenyl donneur vers le naphthalimide accepteur (Figure Il - 7). La déprotonation de la fonction imide
conduit a une diminution du transfert de charge entre le groupement donneur et le naphthalimide
accepteur. L'effet de cette diminution du transfert de charge sur les propriétés photophysiques a été
étudié en solution afin de valider la pertinence du composé comme sonde fluorescente de pH.
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Figure Il - 7 : Transfert de charge intramoléculaire (ICT) du composé Naphth-AlkyneOMe. L’ICT est réduit pour la
forme déprotonée (droite)

CT ICT

11.2. Etude du Naphth-AlkyneOMe en solution
11.2.a. Propriétés photophysiques

Le Naphth-AlkyneOMe présente un spectre d’absorption non structuré avec un maximum a Ay =
401 nm, et un maximum d’émission & Aem" = 475 nm dans un mélange de solvants DMSO/H,0 1 :1
v/v (Figure Il - 8). Le coefficient d’extinction molaire ainsi que le rendement quantique de fluorescence
ont été établis précédemment dans le chloroforme : £ = 14000 mol.L™.cm™ (Aps = 402 nm) et O chioroforme
=90% [9]. La valeur élevée du coefficient d’extinction molaire est liée a la transition m-t* possédant
un caractere ICT. Le rendement quantique élevé dans le chloroforme est amoindri dans un mélange
de solvants DMSO/H,0 80 :20 (D¢ pmsoseau = 4%) en raison de 'augmentation de la polarité du milieu,
induisant une diminution de la durée de vie de I'état excité et augmentant la probabilité d’'une
désexcitation non radiative. Ce rendement quantique reste relativement élevé pour le composé solide
(q)F,soIide = 17%[9])
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Figure Il - 8 : Spectres d’absorption (rouge) et d’émission (noir) normalisés du Naphth-AlkyneOMe dans un
mélange de solvant DMSO/H,0 1 :1 v/v, c=[66 uM][11] et Aoy = 405 nm

11.2.b. Détermination du pK, en solution

La déprotonation du Naphth-AlkyneOMe a été étudiée dans une solution DMSO/H,0 1 :1 v/v car le
composé est insoluble dans I'eau. Un ajout progressif d’hydroxyde de sodium NaOH a été effectué et
les spectres d’absorption et d’émission ont été acquis. L'utilisation d’une électrode de pH afin de
mesurer le pH d’un mélange de solvants étant inadaptée, le terme de ‘pH calculé’ est introduit. Le pH
calculé correspond au pH d’un mélange de solvant déterminé pour une étude donnée, en fonction des
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ajouts d’acide ou de base réalisés. La Figure Il - 9 met en évidence une augmentation de fluorescence
d’un facteur 10 lors de la déprotonation du composé. Cette augmentation de fluorescence résulte de
la diminution de I'ICT lors de la déprotonation de I'imide, et donc d’une diminution du transfert non
radiatif. Un déplacement hypsochromique de I'absorbance et de I'émission est observé lors de la
déprotonation du Naphth-AlkyneOMe et est expliqué par la diminution du transfert de charge entre le
groupement methoxy donneur et le groupement naphthalimide accepteur (Figure Il - 9 et Figure Il -
10). L’équation d’Henderson-Hasselback (Eq. Il - 1) permet d’établir une relation entre le pH de Ila
solution et I'intensité de fluorescence IF mesurée :
[A”

pH = pKa+logm Eq.ll- 1
Respectivement, [A7] et [HA] correspondent aux concentrations de la sonde déprotonée et protonée.
On peut alors définir les relations suivantes en fonction d’IF I'intensité de fluorescence mesurée a un
moment t, IF.x le maximum d’intensité de fluorescence observé lorsque la sonde est totalement
déprotonée, et IFy,;, le minimum d’intensité de fluorescence observé lorsque la sonde est totalement
protonée :

[AT=1Fnax—IF Eq.ll- 2
[HA] = IF - IFmin Eq.ll- 3
Soit :
_ IFmax—1F )
pH = pK, + log—IF_IFmin Eq.ll- 4
1oL HO1=7.10°M
__ o8t
()
k) (HO
g 0.6
g
w 04f
02l [HOT=210°M
0.0

450 500 550 600 650 700 750 800
Longueur d'onde (nm)

Figure Il - 9 : Dosage de la sonde Naphth-AlkyneOMe par ajout progressif de NaOH dans une solution
DMSO/H,0 1 :1 v/v, c=66uM et A = 405 nm
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Figure Il - 10 : Effet de la déprotonation du Naphth-AlkyneOMe sur le spectre d’absorption, solution DMSO/H,0
80 :20 v/v, c=66uM

L'introduction d’un terme dpH dans I'équation permet de généraliser celle-ci au cas d’une sonde de
pH distribuée dans une matrice solide[12]. Le terme dpH traduit une distribution de pK, dans une
matrice, solide ou liquide. Le pK, de la sonde de pH peut alors étre déduit grace a I’équation suivante :

pH- pKa)
dpH

IFmin+ IFmax X 10 (
pH-pKa

Eq.ll- 5
1o< dpH )+1

IF =

Tracer I'intensité de fluorescence IF a la longueur d’onde A = 550 nm en fonction du pH calculé a partir
de la concentration en ions hydroxyde [HO'] en solution permet de déterminer le pK, du Naphth-

AlkyneOMe. L’ajustement numérique (ou fit) des données proposé en rouge sur la Figure Il - 11 a été
obtenu par application de I'Eq. Il - 5, avec I'algorithme de Levenberg-Marquardt et la méthode des

moindres carrés.
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Figure Il - 11 : Evolution d’IF a A = 550 nm pour la sonde Naphth-AlkyneOMe en fonction du pH calculé dans un
mélange DMSO/H,0 1 :1 v/v, c=66uM et A, = 405 nm. Le fit présenté en rouge a été obtenu avec I'Eq. Il - 5

Le dosage de la sonde Naphth-AlkyneOMe par NaOH permet de déterminer un pK, caicuie = 10.0 dans
une solution DMSO/H,0 1 :1 v/v. D’apreés la définition du terme dpH, celui-ci devrait étre égal a 1 en
solution cas la réponse d’une sonde de pH est définie sur la gamme pH = [pKa-1 ; pKa+1]. La faible
valeur de dpH = 0,22 + 0,02 suggeére des interactions spécifiques de la sonde en solution DMSO/H,0.
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11.3. Etude du dérivé naphthalimide Naphth-AlkyneOMe : conclusion

Le Naphth-AlkyneOMe a été sélectionné comme sonde de pH fluorescente en raison de la
photostabilité des dérivés 1,8-naphthalimide. La déprotonation de la sonde en solution induit une
augmentation de l'intensité de fluorescence d’un facteur 10 par mécanisme ICT et un pKaccue = 10,0
a été déterminé en solution. Ces propriétés photophysiques valident la pertinence de la sonde pour
I’élaboration d’une premiere optode de pH basique.

L'utilisation d’'une sonde moléculaire pour le développement d’'une optode de pH nécessite un
piégeage de la sonde dans une matrice solide. Une attention particuliere concernant la dégradation
des propriétés photophysiques de la sonde de pH séquestrée dans une matrice solide doit étre
apportée, notamment en raison des éventuelles interactions sonde-matrice.
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IIl. Choix de la matrice solide

Le développement de capteurs de pH basés sur des sondes moléculaires nécessite généralement une
étape d’inclusion de la sonde de pH dans une matrice solide. Cette matrice, dont la composition
chimique influera la réponse de I'optode, doit étre choisie de maniere a étre compatible vis-a-vis de
I"application visée. Dans le cas du développement d’'une optode de pH pour les matériaux cimentaires,
la matrice sélectionnée doit répondre a un cahier des charges spécifique :

- PERMEABILITE AUX ANALYTES : la matrice solide doit étre perméable aux analytes H;0" et HO  dont
la concentration définit le pH de I'environnement sondé

- TEMPS DE REPONSE ADAPTE : la conductivité ionique des analytes dans la matrice influe le temps
de réponse de I'optode développée. La matrice solide doit donc étre choisie afin d’obtenir une
optode de pH dont le temps de réponse est adapté aux différents phénomenes chimiques
étudiés dans le cas des matériaux cimentaires

- STABILITE PHYSICO-CHIMIQUE : la matrice solide étant en contact avec I’environnement étudié,
celle-ci doit résister a des valeurs de pH telles que 10 < pH < 13,5. La résistance physique aux
contraintes imposées par les matériaux cimentaires doit également étre prise en compte.

Le choix d’un hydrogel est justifié par les propriétés de cette matrice solide répondant au cahier des
charges établi précédemment. En effet, comme défini dans le chapitre I, un hydrogel correspond a un
réseau tridimensionnel de chaines polymeéres réticulées et possede des propriétés hydrophiles
associées a une capacité de rétention d’eau. Le caractere hydrophile des hydrogels les rend donc
adaptés au développement d’une optode de pH en raison de leur perméabilité aux ions H;0" et HO".
Un temps de réponse court est également prévisible en raison de la conductivité protonique élevée
dans une matrice saturée en eau. Enfin, la sélection de formulations stables sur la gamme de pH = 10
—13,5 permet de développer des hydrogels adaptés a une mesure de pH basiques. Parmi les méthodes
d’'immobilisation des sondes moléculaires, le piégeage physique dans une matrice est I'une des
techniques les plus simples a mettre en ceuvre puisqu’elles n‘implique pas une fonctionnalisation
complémentaire de la sonde et une lixiviation faible des sondes de pH lipophiles est attendue.

Deux hydrogels ont été sélectionnés afin d’obtenir des matrices dopées avec la sonde de pH Naphth-
AlkyneOMe : un hydrogel d’alcool polyvinylique (PVA) réticulé avec le glutaraldéhyde (GA), et un
hydrogel polyuréthane commercial (HydroMed™ D4). Le choix de ces deux hydrogels et I'étude de
leurs propriétés sont détaillés ci-dessous.

lll. 1. Hydrogel d’alcool polyvinylique — glutaraldéhyde (GA -PVA)

Comme vu dans le chapitre précédent, les hydrogels d’alcool polyvinylique (PVA) réticulés avec le
glutaraldéhyde (GA) constituent des matrices solides hydrophiles présentant une conductivité
protonique élevée (0=7,5x10° S.cm™ avec un degré de réticulation de 2,8%), [13]. La résistance
mécanique des hydrogels GA-PVA permet de les utiliser dans des environnements agressifs. Enfin, la
transparence des hydrogels est un critére essentiel pour leur utilisation dans le développement d’une
optode de pH et Jiang et al. montrent que des hydrogels PVA transparents et mécaniquement
résistants peuvent étre obtenus par solubilisation du PVA dans le DMSO, jusqu’un ratio massique de
20%[14]. Des travaux préliminaires ont par exemple établis que I'utilisation du terephthaldéhyde en
tant que réticulant conduit a la formation d’hydrogels TA — PVA opaques lorsque le ratio massique de
TA est supérieur a 5% par rapport a la masse de DMSO introduite. Cette opacité peut résulter de la
structure du TA qui présente un cycle aromatique et un caractére moins hydrophile.
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lll. 1.a. Réticulation, piégeage physique d’une sonde de pH et mise en forme des

hydrogels PVA - GA

La réticulation chimique de I'alcool polyvinylique avec un dialdéhyde tel que le glutaraldéhyde (GA)
permet d’obtenir un réseau polymere hydrophile, insoluble dans I’eau. Le ratio massique de GA est
modulé afin de controéler le degré de réticulation de la matrice. En raison de la solubilité supérieure du
PVA dans le DMSO par rapport a I'eau, ce premier a été sélectionné afin de dissoudre le PVA. Un ratio
massique de 10% de PVA dissous dans le DMSO a été conservé pour I'ensemble des études. Ainsi la
notation GAx-PVAy désigne un hydrogel synthétisé avec un ratio massique en GA de x% et un ratio
massique en PVA de y%, par rapport a la masse de DMSO initialement introduite. Un réseau polymeére
est alors formé par une réaction d’acétalisation catalysée par des vapeurs d’acide chlorhydrique HCI

(Figure 11-12).
HCI 6M (cat.) M/)
DMSO, 48 h, t.a.
M O__0O/n \OH/m
+ OWO s
OH OH HO e

n

PVA GA

Figure Il - 12 : Réticulation de I'alcool polyvinylique (PVA) par le glutraldéhyde (GA) par catalyse acide

Le choix d’un piégeage physique de la sonde de pH Naphth-AlkyneOMe dans les hydrogels GA-PVA est
effectué (Figure Il - 13). La sonde Naphth-AlkyneOMe est introduite dans la solution de PVA solubilisé
dans le DMSO, avec une concentration en sonde de 0,2 umol/g de solution. L’ajout du réticulant GA
dans la solution induit une augmentation de la viscosité de la solution. Une mise en forme des
hydrogels par spin coating est difficile et conduit a I'obtention d’hydrogels épais, d’épaisseur
inhomogene. Les hydrogels formés par spin coating présentent des effets de bords d’autant plus
importants que la concentration en GA augmente, et donc que la viscosité de la solution de PVA
augmente. L'utilisation d’un applicateur automatique permet I'application contrélée d’une solution
sur un substrat et correspond a la solution retenue pour la mise en forme d’hydrogels minces. Des
hydrogels épais sont obtenus par drop casting (ou dépot de la solution) dans des boites de Petri en
polystyrene (Figure Il - 14).

Alcool polyvinylique (PVA)

W\.——.\
w’ Glutaraldéhyde (GA)
W \.—".\.M
—— "
+ - ——— ¢

——
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Hydrogel PVA — GA dopé

Sonde fluorescente de pH avec Naphth-AlkyneOMe

(Naphth-AlkyneOMe)

Figure Il - 13 : Piegeage physique de la sonde de pH Naphth-AlkyneOMe dans un hydrogel GA-PVA

L'applicateur automatique est muni d’un rouleau applicateur fileté, dont le pas controle I'épaisseur du
dépot. Le substrat est maintenu par une faible aspiration et peut étre chauffé afin de contréler
I’évaporation du solvant. Le substrat posséde également un réle dans la mise en forme puisque sa
mouillabilité régule les interactions intermoléculaires a l'interface solution-substrat. En d’autres
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termes, un substrat possédant un mouillage faible par rapport a la solution de PVA implique un angle
de contact élevé entre la solution et la surface du substrat. Une fois le dépot effectué, le substrat peut
étre solidaire du dépbt : dans ce cas, le substrat est conservé pour I'étude des hydrogels. Dans notre
cas, les hydrogels GA-PVA possédant des propriétés mécaniques satisfaisantes, le substrat n’est pas
conservé apres réticulation. Différents substrats ont été testés pour la mise en forme des hydrogels
GA-PVA et les résultats obtenus sont recensés dans le Tableau Il - 3. L'utilisation du verre comme
support d’application présente I'avantage de constituer un substrat rigide, pouvant étre facilement
nettoyé et réutilisé mais il conduit a la formation d’hydrogels GA-PVA épais. L'utilisation d’un
nettoyeur plasma, dont le principe repose sur la production d’'un plasma afin d’éliminer les
contaminations organiques présentes en surface du verre par réactions chimiques ou physiques, ne
permet pas de diminuer I'angle de contact entre la solution de PVA-GA dans le DMSO.

Sélectionné pour protocole de

Matériau . Remarques
mise en forme
Hydrogel mince d’épaisseur homogene avec
Polystyréne (PS) Oui yarog . P . &
applicateur automatique
Polyoxyméthylene N Substrat de POM mince (0,01 mm) rendant son
on
(POM) utilisation complexe
Polytéréphtalate oui Hydrogel mince d’épaisseur homogéne avec
ui
d’éthyléne (PET) applicateur automatique
Polycarbonate (PC) Non Adhésion hydrogel - PC
Mouillabilité faible, reproductibilité faible
Verre (nettoyage . L .
i i Non Formation d’hydrogels épais avec applicateur
acétone et éthanol) ]
automatique
Verre (nettoyage Mouillabilité faible
acétone et éthanol + Non Formation d’hydrogels épais avec applicateur
nettoyeur plasma) automatique

Tableau Il - 3 : Substrats testés pour la mise en forme des hydrogels PVA-GA avec I'applicateur automatique

Les parameétres contrdlés lors de la mise en forme des hydrogels a I'aide d’un applicateur automatique
sont la vitesse d’application v, correspondant a la vitesse de déplacement du rouleau applicateur, la
longueur de la course et la température du substrat. L'ensemble des hydrogels GA-PVA ont été formés
avec un rouleau applicateur de 100 ou 200 pm, sur un substrat en polytéréphtalate d’éthylene (PET)
de 0,1 mm servant uniquement de support pour I'application de la solution de GA-PVA dopée. Suite a
la mise en forme, la réticulation est catalysée par des vapeurs d’acide HCl durant 48h. Les hydrogels
sont retirés du substrat en PET avant d’étre rincés abondamment avec de I'eau distillée afin d’éliminer
les traces d’acide et de DMSO résiduelles. Les hydrogels GA-PVA sont séchés a température ambiante
afin d’étre conservés jusque leur utilisation. Une réhydratation d’une heure est nécessaire avant
|’étude des hydrogels.
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Figure Il - 14 : Découpe d’hydrogels GA-PVA dopés avec la sonde Naphth-AlkyneOMe. Obtention d’hydrogels
minces avec I'applicateur automatique (A, B) et d’hydrogels épais par drop casting (C)

L’épaisseur moyenne des hydrogels GA-PVA mis en forme avec un rouleau applicateur de 200 um a
été mesurée a I'aide d’un micromeétre digital. Les hydrogels déshydratés GA5-PVA10 ont une épaisseur
moyenne de 121 um £ 5 um, tandis que les hydrogels GA7,5-PVA10 ont une épaisseur moyenne
supérieure de 137 um + 5 um en raison de la concentration supérieure en réticulant.

lll. 1.b. Caractérisation des hydrogels GA — PVA dopés

EFFET DU pH SUR LES HYDROGELS GA — PVA : TEST QUALITATIF

Un premier test qualitatif a été réalisé en hydratant les hydrogels GA — PVA. Les hydrogels GA2,5-
PVA10 sont souples et présentent une tenue mécanique faible, tandis que les hydrogels GA10-PVA10
sont rigides et leur découpe est plus complexe. L'ensemble des hydrogels dopés avec la sonde Napht-
AlkyneOMe ont une fluorescence visible a I'ceil nu dans leur états hydratés et déshydratés apres
excitation avec une lampe 405 nm. Le déprotonation des hydrogels hydratés induit une diminution de
fluorescence réversible qui sera investiguée par la suite (Figure Il - 15).

Figure Il - 15 : Hydrogels GA5-PVA10 minces dopés avec la sonde Naphth-AlkyneOMe, hydraté dans I'eau
distillée (gauche) et dans une solution NaOH aqueuse avec un pH = 12 (droite), Ao = 405 nm

ETUDE DE LA RETENTION D’EAU DES HYDROGELS GA - PVA

Les hydrogels présentent des propriétés de rétention d’eau impliquant une variation du volume de la
matrice. Dans le cas d’'un hydrogel GA-PVA dopé avec une molécule fluorescente, une hydratation de
la matrice induit une augmentation du diameétre des hydrogels et un gonflement, accompagné d’un
éloignement relatif des fluorophores. L'intensité de fluorescence par unité de surface des hydrogels
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GA-PVA dopé avec la sonde de pH Naphth-AlkyneOMe pourrait donc dépendre du taux d’hydratation
de I’hydrogel en addition de I'action du pH de la solution. L’étude du taux de rétraction d’un hydrogel
déshydraté en fonction de la concentration en PVA et de la concentration en GA permet de définir des
parametres limites pour la formulation des hydrogels dopés. A cet effet, un taux de rétraction est défini
par la relation :

diamétrehydraté - diamétredéshydraté

Taux de rétractation (%) = ( ) X 100 Eq.ll- 6

diameétrepydrats

Apres hydratation des hydrogels durant une semaine, les diametres d’hydrogels épais élaborés par
drop casting sont mesurés a I'aide d’'un micrometre digital, dans leur état hydraté (diametrenygrats). De
méme, apres une étape de déshydratation d’'une semaine, le diameétre des hydrogels déshydratés est
mesuré (diametregsshyarats). L'effet du ratio massique de GA introduit par rapport au DMSO est
déterminé dans le cas d’hydrogels GAx-PVA10, avec x = 1 ;2,5 ;5 ;10 ;15 ;20 (Figure Il - 16 — gauche).
L’effet du ratio massique de PVA introduit par rapport au DMSO est déterminé dans le cas d’hydrogels
GA10-PVAX, avec x =4 ;6 ;8,;10;12 (Figure Il - 16 — droite). Quatre cycles d’hydratation-déshydratation
sont effectuées et les taux de rétraction présentés correspondent aux valeurs moyennées.
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Figure Il - 16 : Taux de rétraction des hydrogels GAx -PVA10 préparés par drop casting en fonction du ratio en
GA (gauche) et des hydrogels GA10- PVAx en fonction du ratio en PVA (droite)

Ainsi, 'augmentation de la concentration en GA, et donc du taux de réticulation, permet de réduire le
taux de rétraction des hydrogels GAx-PVA10 (Figure Il - 16). En effet, plus la concentration en GA est
élevée et moins les chaines PVA présentent de groupements hydroxyles libres apres réticulation
(Figure 1l - 12). Ces groupements hydrophiles sont capables de créer des liaisons H avec les molécules
d’eau et sont responsables de la rétraction réversible des hydrogels lors de leur déshydratation. La
concentration en GA doit cependant étre limitée car I’hydrophilicité des hydrogels GA-PVA diminue
avec une augmentation de la concentration en GA[15]. L’augmentation de la concentration en GA est
également accompagnée d’'une diminution de la conductivité protonique[13]. Enfin, on note une
augmentation de la rigidité et de la résistance mécanique des hydrogels avec une augmentation de la
concentration en GA. L'intégrité physique des hydrogels dopés devant étre conservée lors du contact
avec le béton, la résistance mécanique de la matrice solide doit étre prise en compte. A l'inverse,
I"augmentation de la concentration en PVA dans les hydrogels GA10-PVAx implique une augmentation
du taux de rétraction (Figure Il - 16). Cette tendance est expliquée par I'introduction de groupements
hydroxyles libres avec une concentration en PVA croissante. Des synthéses d’hydrogels avec des
chaines de PVA de poids moléculaire inférieur ont été réalisé mais aucun effet sur le taux de rétraction
n’a été noté.
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Cette étude du taux de rétraction des hydrogels en fonction de la concentration en réticulant GA et de
la concentration en PVA a permis d’établir un domaine d’étude restreint pour le choix d’'une matrice
solide destinée a un piégeage physique de la sonde de pH Naphth-AlkyneOMe. Ainsi, le choix de
conserver un ratio massique de 10% de PVA solubilisé dans le DMSO a été effectué en raison de la
tenue mécanique des hydrogels obtenus. Une concentration faible en GA induisant un taux de
rétraction élevé et une résistance mécanique faible des hydrogels obtenus, les hydrogels GA1-PVA10
n’ont pas été retenus. A l'inverse, une concentration élevée en GA implique une rigidité des hydrogels,
rendant leur manipulation difficile. A cet aspect pratique s’ajoute la diminution de la conductivité
protonique et du caractere hydrophile avec I'augmentation du ratio massique en GA[13, 15]. Le
domaine d’étude des hydrogels GA-PVA a donc été réduit aux formulations GAx-PVA10 avec
x=2,5;5;7,5;10, caractérisées par un taux de rétraction compris entre 10 et 20%.

MICROSTRUCTURE DES HYDROGELS GA - PVA

Les hydrogels GA-PVA ont été observés au microscope électronique a balayage (MEB) dans leur état
déshydraté et hydraté. Les hydrogels déshydratés ont été métallisés sur une surface (métallisation or)
avant d’étre observés. Les mémes hydrogels ont été placés dans de I'eau distillée durant trois heures
avant d’étre observés dans leur état hydraté. Les matrices GA-PVA présentent une porosité,
notamment mise en évidence aprés hydratation des hydrogels (Tableau Il - 4). Cette porosité est
retrouvée par Hosseinzadeh dans le cas d’hydrogel GA-PVA[16], tandis que Jiang et al. prouvent qu’une
réticulation par un procédé de cycles de congélation-décongélation conduit a une microstructure en
nid d’abeille[14]. L’hydratation des hydrogels est marquée par une dilatation des pores dont la
réversibilité a été observée au MEB. En effet, 45 minutes aprés I'observation des hydrogels hydratés,
une diminution de la taille des pores est observée en raison de la déshydratation de la matrice. Les
hydrogels hydratés GA7,5-PVA10 présentent un diametre moyen de pores de 63 pm + 1 um, tandis
que les hydrogels hydratés GA5-PVA10 présentent un diametre moyen inférieur de 25 um + 1 um.
Les hydrogels GA2,5-PVA10 et GA10-PVA10 présentent une grande disparité de taille des pores ;
proposer un diamétre moyen de pores n’est donc pas représentatif de ces échantillons. Aucune
corrélation n’a pu étre établie entre la porosité des hydrogels GA-PVA et la concentration en GA.

ANALYSE THERMOGRAVIMETRIQUE (ATG)

Le taux d’hydratation des hydrogels GA-PVA a été étudié par analyse thermogravimétrique (ATG). Le
principe de I’ATG repose sur la mesure de la variation de masse d’un matériau en fonction du temps
ou de la température, pour un profil de température défini ou une température constante. Cette
variation de masse peut étre étudiée dans une atmosphere inerte ou contrélée, de maniére a étudier
un phénomeéne chimique comme une oxydation par exemple[17]. L'appareil inclut une microbalance
afin de mesurer la variation de masse de I"échantillon au cours du temps. L’échantillon est placé dans
un creuset en contact d’un thermocouple afin d’obtenir une mesure précise de la température de
I’échantillon au cours du temps. Dans le cas des polyméres, les deux phénoménes généralement
observés sont :

- ENTRE 25°C-300°C : une évaporation de 'humidité absorbée et/ou des composants volatiles tels
gue des solvants résiduels, des oligomeéres et des additifs a faible masse moléculaire

- ENTRE 200 °C-800°C : évaporation de produits de dégradation résultant de la scission des chaines
polymeres.

Ces deux phénomenes observés se traduisent pas une perte de masse. L’analyse thermogravimétrique
de matrices polymeére permet d’accéder a la stabilité thermique du matériau et aux cinétiques de
dégradation de celui-ci.
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L'analyse a été réalisée sur des hydrogels hydratés pendant 12 heures et découpés a I'aide d’un
emporte-piéce avant leur étude. L'enceinte de I'appareil est purgée avec de I'azote de maniere a
réaliser 'analyse dans un environnement inerte. Le profil de température appliqué est identique pour
chaque échantillon analysé, a savoir une température de départ de 30°C maintenue pendant deux
minutes puis une rampe de température jusque 600°C avec une pente de 10°C/minute, suivie d’un
maintien de la température a 600°C pendant deux minutes. La Figure Il - 17 regroupe la variation de

masse des hydrogels hydratés GA-PVA soumis a cette rampe de température. La dérivée ﬁ,
correspondant a la dérivée de la masse m de I"échantillon par rapport a la température T, permet

d’accéder au nombre total de processus conduisant a une variation de masse de I’échantillon, avec le
. , . , . , dm
nombre de pics correspondant au nombre de processus de dégradation[17] . La dérivée T permet

également de définir le taux maximal de variation de masse, et de distinguer les variations de masse
proches traduisant des processus de perte de masse simultanés.

L'ATG met en évidence trois processus de perte de masse pour I'ensemble des hydrogels hydratés GA-
PVA. L'évaporation totale de I'"humidité des matrices se produit en au moins deux étapes : une
évaporation de I'’eau en surface de I'’échantillon avec une cinétique rapide est suivie d’une évaporation
plus lente de I'eau absorbée au coeur du matériau. L’évaporation totale de I’humidité de I’échantillon
se produit entre 60°C et 150°C pour I'ensemble des hydrogels étudiés. La perte de masse liée a la
déshydratation de I’échantillon dépend de la surface exposée de I’échantillon mais également de son
épaisseur. Le taux d’hydratation des matrices, défini comme la masse apres déshydratation soustraite
de la masse avant déshydratation, est donc difficilement quantifiable pour les hydrogels étudiés. En
effet, malgré leur surface identique imposée par I'emporte-piece, I'épaisseur moyenne des hydrogels
GA-PVA dépend de leur taux de réticulation. Ainsi, les hydrogels GA2,5-PVA10 étudiés présentent une
épaisseur moyenne de 115 um + 5um , tandis que les hydrogels GA10-PVA10 ont une épaisseur
moyenne supérieure de 175 um + 5um. Les hydrogels d’épaisseur supérieure présenteront donc un
volume d’eau supérieur au coeur du matériau, pour une méme surface exposée. L’ATG ne permet donc
pas de déterminer le taux d’hydratation des hydrogels GA-PVA en fonction de leur taux de réticulation.

La température de stabilité thermique T., des hydrogels GA-PVA déshydratés peut étre définie
comme la température limite précédent la dégradation thermique du matériau, par scission des
chafnes polymeéres par exemple. D’aprés la Figure Il - 17, cette température de stabilité thermique
augmente avec le taux de réticulation : avec T,,=265°C, 270°C, 276°C et 300°C pour les hydrogels
GA2,5-PVA10, GA5-PVA10, GA7,5-PVA10 et GA1l0-PVA10 respectivement. Les matrices GA-PVA
présentent le méme profil de pyrolyse au-dela leur température de stabilité thermique,
indépendamment de leur degré de réticulation. D’aprés le profil de perte de masse, I’hydrogel se
dégrade certainement par scission des chaines polymeres réticulées produisant des fragments du
réseau polymere. Un premier processus de diminution de la masse se produit autour de 380°C, suivie
par un second processus autour de 440°C. Les hydrogels GA-PVA sont entierement décomposés en
éléments volatils autour de 480°C-500°C, avec une masse résiduelle négligeable comprise entre 0,9%-
2,46%.

Les hydrogels GA-PVA constituent donc des matrices hydrophiles stables, avec une porosité variable
en fonction de leur degré d’hydratation, et dont le degré de réticulation et la mise en forme sont
maitrisés. Un grand nombre d’optodes de pH décrites dans la littérature utilisent cependant un
hydrogel polyuréthane commercialisé par AdvanSource Biomaterials : I'HydroMed™ DA4.

Chapitre Il — Développement d’une optode de pH basée sur un dérivé naphthalimide 147



Déshydraté Hydraté
GA2,5-
PVA10
5.00kV 4.1mm x3.00k SE 1/16/2019 14:48 . 5.00kV 8.1mm x210 SE 1/16/2019 14:22
GA5-
PVA10
5.00kV 5.3mm x210 SE 1/16/2019 14:09 5.00kV 5.5mm x250 SE 1/16/2019 14:24
GA7,5-
PVA10
] ; L et
5.00kV 5.3mm x500 SE 1/16/2019 14:40 100um 5.00kV 5.4mm x450 SE 1/16/2019 14:32
GA10-
PVA10
% X : : ~ 4
5.00kV 6.3mm x420 SE 1/16/2019 14:08 100um 5.00kV 8.3mm x370 SE 1/16/2019 14:34 100um

Tableau Il - 4 : Hydrogels GAx-PVA10 observés en microscopie électronique a balayage dans leur état
déshydraté (gauche) et hydraté (droite), avec x=2,5 ;5 ;7,5 et 10
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Figure Il - 17 : Analyse thermogravimétrique (ATG) réalisée sur les hydrogels GAx-PVA10 hydratés durant 12h,
avecx=2,5,5,;75et 10

lll. 2. Hydrogel polyuréthane commercial : ’'HydroMed™ D4

L'HydroMed™ D4, un polyuréthane dibloc commercialisé par AdvanSource Biomaterials, constitue une
matrice polyuréthane largement utilisée dans le domaine du développement d’optodes de pH[18-28].
Son hydrophilicité (rétention de 50% de sa masse en eau dans |'état hydraté), ses propriétés
d’adhésion, ses propriétés cohésives et sa mise en forme simple sont des parameétres pertinents pour
le développement de capteurs de pH. Cependant, un désavantage des matrices commerciales est le
manque d’information concernant leur formulation. Peu de parameétres peuvent étre modifiés lors de
leur utilisation pour une séquestration physique des sondes de pH. D’apres le site internet
d’AdvanSource Biomaterials, la série HydroMed™ est constituée de polyuréthanes formulés a base
d’éthers, et sont élaborés a partir d’un bloc A hydrophobe associé a un bloc B hydrophile (Figure Il -
18). L'utilisation de I’'HydroMed™ D4 dans un matériau cimentaire est validé par sa résistance chimique
et mécanique en milieu basique[23-25].
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Figure Il - 18 : Structure générale d’un polyuréthane dibloc

lll. 2.a. Piégeage physique d’une sonde de pH et mise en forme de ’'HydroMed D4

Deux procédés de mise en forme de I'HydroMed™ D4 ont été testés. Un premier protocole de
formation d’une couche mince par application d’une solution d’HydroMed™ D4 sur un substrat a
permis d’obtenir des matrices dopées minces et solidaires de leur substrat. Des membranes dopées
ont également été élaborées par drop casting.

Afin d’élaborer des matrices dopées par application sur un substrat, une solution d’"HydroMed™ D4
avec une concentration massique de 10% a été obtenue par solubilisation de I’'HydroMed™ D4 dans le
THF a température ambiante, a I'aide d’un agitateur magnétique. L'utilisation d’un applicateur
automatique muni d’un rouleau applicateur fileté permet d’appliquer la solution sur un substrat en
polytéréphtalate d’éthylene (PET) de 0,1 mm d’épaisseur. L'évaporation lente du solvant est assurée
par une premiere étape de séchage sous sorbonne pendant 1 a 2 heures, a température ambiante.
Une seconde étape d’évaporation du solvant sur rampe a vide permet I'obtention de films
d’HydroMed™ D4 secs.

Des matrices dopées ont également été réalisées par drop casting de la solution d’HydroMed™ D4
solubilisé dans le THF avec une concentration massique de 10%. Comme illustré en Figure Il - 19, un
moule en polytétrafluoroéthyléne (PTFE) constitué de cavités cylindriques est utilisé afin de mettre en
forme I’'HydroMed™ D4. L’évaporation du solvant se produit en deux étapes : le support est placé sous
sorbonne, puis le moule est placé dans un dessiccateur afin d’évaporer les résidus de solvant a I'aide
d’une rampe a vide. Les membranes sont ensuite prélevées a I'aide d’une pince.

HydroMed D4 10%,, dans THF
est versé dans les cavités du
moule en PTFE

Obtention de membranes HydroMed™
D4 par drop casting, prélevées du
support a laide d’une pince

Evaporation du THF (sous
sorbonne puis rampe a vide)

Figure Il - 19 : lllustration de la méthode de drop casting pour la mise en forme de I’HydroMed™ D4

lll. 2.b. Caractérisation des hydrogels HydroMed™ D4 dopés

Des membranes ont été préparées par application d’une solution d’"HydroMed™ D4 dans le THF, avec
une concentration massique de 10%. La solution a été appliquée sur le substrat en PET a I'aide d’un
rouleau applicateur fileté de 100 um selon le protocole détaillé précédemment. Les membranes
obtenues ont été observées au MEB, dans leur état déshydraté et hydraté, afin d’identifier une
éventuelle organisation structurelle. L'HydroMed™ D4 n’a pas nécessité de métallisation avant son
observation au MEB. La Figure Il - 20 montre 'HydroMed D4 déshydraté, en coupe (images A, B et C)
et en surface (image D). L'épaisseur moyenne de la couche d’"HydroMed™ D4 déshydratée est de 4,9
pm et le dépodt est homogéne. L'image B de la Figure Il - 20 met en évidence des zones ou I'adhésion
HydroMed™ D4 — PET n’est pas totale. L’hydratation de ces mémes membranes exacerbe ce manque
d’adhésion entre ’'HydroMed™ D4 et le PET (Figure Il - 21). Il faut noter que la découpe des échantillons
peut conduire a cette désolidarisation observée majoritairement en bordure des échantillons.
L'observation de 'HydroMed™ D4 hydraté en surface (Figure Il - 21 image D) met tout de méme en
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évidence un manque d’adhésion au centre des membranes. L’hydratation du polyuréthane ne met pas
en évidence une microstructure du matériau aux différents grossissements d’observation, ni une
augmentation de ['épaisseur liée a I'hydratation de la matrice polymére. L’hydratation de
I'HydroMed™ D4 conduit donc a une expansion linéaire du matériau.

L’épaisseur de dix hydrogels HydroMed™ D4 hydratés préparés par drop casting a été mesurée a l'aide

d’un micrométre digital et une épaisseur moyenne de 161 + 5 um a été déterminée.

HydroMed™ D4 HydroMed™ D4

5.00kV 11.8mm x350 SE

7,
5.00kV 11.7mm x2.10k SE . 5.00kV 9.2mm x270 SE

Figure Il - 20 : Observation au MEB d’une couche d’HydroMed™ D4 appliquée sur un substrat en
polytéréphtalate d’éthylene (PET), dans son état déshydraté, en coupe (A,B et C) et en surface (D). Application
d’une solution HydroMed™ D4 10%m dans le THF, rouleau applicateur : 100 um
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HydroMed™ D4 : HydroMed™ D4

PET

<y

5.00kV 12.2mm x600 SE .oum [l 5.00kV 7.2mm x250 SE

Figure Il - 21 : Observation au MEB d’une couche d’HydroMed™ D4 appliquée sur un substrat en
polytéréphtalate d’éthylene (PET), dans son état hydraté, en coupe (A,B et C) et en surface (D). Application
d’une solution HydroMed™ D4 10%m dans le THF, rouleau applicateur : 100 um

l1l. 3. Choix de la matrice solide : conclusion

Ainsi, des hydrogels GAx-PVA10 avec x=2,5 ;5 ;7,5 ;10 dopés avec la sonde de pH NaphthAlkyne-OMe
ont été élaborés et présentent une hydrophilicité ainsi qu’une perméabilité aux ions H;O" et HO
d’aprés la modification de la fluorescence obtenue lors de I'immersion des hydrogels dans des
solutions aqueuses acides ou basiques. L'augmentation de la concentration en réticulants GA conduit
a une augmentation de la résistance mécanique du matériau. L'étude de la microstructure des
hydrogels GA-PVA en microscopie (MEB) a mis en évidence une porosité ouverte lorsque les hydrogels
sont hydratés. La déshydratation de I'hydrogel conduit a une rétraction partielle de ces pores,
dépendante de la concentration en réticulant GA. Cette variation de volume pouvant perturber le
signal optique, un second hydrogel de nature chimique différente a été étudié. Le second hydrogel
sélectionné correspond a I’'HydroMed™ D4 ; un polyuréthane commercial dont la mise en ceuvre
simple explique son utilisation répandue pour I'élaboration de diverses optodes de pH. Aucune
porosité n’a été visualisée au MEB et I'hydrogel présente une expansion linéaire lors de son
hydratation. Les deux hydrogels ont donc été retenus pour le développement d’une optode de pH. Un
piégeage physique de la sonde de pH Naphth-AlkyneOMe dans ces matrices solides permet d’obtenir
des hydrogels dopés dont les propriétés photophysiques doivent étre caractérisées en fonction du pH.
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IV. Conception de l'optode de pH

La terminologie ‘optode’ ou ‘optrode’ englobe I'ensemble des capteurs optiques basés sur des
transducteurs, généralement chimiques. La méthodologie générale de développement d’une optode
se base sur trois composants :

- UNTRANSDUCTEUR (GENERALEMENT CHIMIQUE) : le réle du transducteur est de transformer un signal
de nature A en un second signal de nature B, mesurable par le systeme d’acquisition
sélectionné. Dans le cas d’'une sonde moléculaire fluorescente, une concentration d’analyte
est par exemple détectée par le transducteur et le signal émis correspond a une intensité de
fluorescence, mesurable a I'aide d’'un détecteur optique

- UNE MATRICE : l'inclusion du transducteur dans |'optode nécessite généralement I'utilisation
d’une matrice solide afin de piéger ce dernier et permettre un contact avec I'environnement
analysé

- L'INSTRUMENTATION : un systéme de détection du signal émis par le transducteur est nécessaire
afin de constituer une optode. L'instrumentation est sélectionnée en fonction de la nature du
transducteur, I'environnement étudié ainsi que I'application visée. Par exemple, le choix d'une
sonde moléculaire fluorescente en tant que transducteur impose l'intégration d’une source
d’excitation et d’un ensemble de pieces optiques permettant de sélectionner I'émission de la
sonde fluorescente.

Cette méthodologie générale a été appliquée afin de constituer un capteur optique basé sur une sonde
moléculaire de pH fluorescente et adapté aux mesures du pH de matériaux cimentaires. Le
transducteur chimique sélectionné est le composé Naphth-AlkyneOMe et les matrices solides
correspondent aux hydrogels GAx-PVA10 avec x=2,5 ;5 ;7,5 ;10 et I’'HydroMed™ D4. Un temps de
réponse, une résolution de la mesure et une fiabilité du systeme adaptés aux phénomenes chimiques
étudiés ont constitué les criteres clés pour le développement de I'optode de pH.

IV. 1. Caractérisations photochimiques préliminaires des hydrogels
dopés

Une étape préliminaire consistant a caractériser les propriétés photophysiques des hydrogels dopés
avec la sonde Naphth-AlkyneOMe en fonction du pH est nécessaire afin de développer I'optode de pH.
L'absorbance et la fluorescence des hydrogels dopés ont été caractérisées de maniére analogue a
I’étude de la sonde en solution.

IV. 1.a. Spectres d’absorbance des hydrogels dopés

Les spectres d’absorption des hydrogels dopés hydratés ont été acquis en spectroscopie UV-Visible a
I'aide d’un porte échantillon solide.

Les hydrogels HydroMed™ D4 ont été préparés a l'aide de l'applicateur automatique et deux
concentrations ont été testées : 5%, et 10%,, correspondant a la masse d’HydroMed™ D4 dissous
dans le THF. Les spectres d’absorption permettent de voir que les hydrogels formés avec une faible
concentration en HydroMed™ D4 forment des hydrogels inhomogénes (Figure Il - 22 - A). Les spectres
d’absorption des hydrogels avec une concentration en HydroMed D4 de 10%,, ont été acquis pour
qguatre échantillons et le spectre difféere peu entre les échantillons. Le spectre d’absorption
caractéristique du Naphth-AlkyneOMe en solution est retrouvé pour la sonde piégée dans la matrice
HydroMed D4, avec A maxabs = 400 nm et A = 0,21-0,23. Ces résultats prouvent que la sonde Naphth-
AlkyneOMe est bien dispersée dans la matrice et ne forme pas d’agrégats majeurs d’aprés I'absence
de diffusion.
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Figure Il - 22 : Spectres d’absorption de I’HydroMed™ D4 sur un substrat en PET 0,1 mm mis en forme avec
I'applicateur automatique. A - HydroMed D4 5%,, dans THF et B - HydroMed D4 10%,, dans THF

L'HydroMed D4 10%,, dopé est déprotoné dans une solution aqueuse de NaOH avec un pH = 12,5
pendant 10 minutes. Le spectre d’absorption de I’hydrogel est acquis dans son état déprotoné et un
déplacement hypsochromique de I'absorbance de 20 nm est observé en raison de la diminution du
transfert de charge entre le groupement methoxy donneur et le groupement naphthalimide accepteur

(Figure 11 - 10 et Figure Il - 23). Ce déplacement était également observé en solution.
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Figure Il - 23 : Effet de la déprotonation sur le spectre d’absorption de I’HydroMed D4 10%,, dopé avec le

Naphth-AlkyneOMe

IV. 1.b. Spectres de fluorescence des hydrogels dopés

Les spectres de fluorescence des hydrogels dopés avec la sonde Naphth-AlkyneOMe ont été acquis
grace a un montage adapté sur un spectrofluorimetre (Figure Il - 24). Ce montage permet de modifier
facilement I’environnement de I’'hydrogel et d’acquérir le spectre de fluorescence simultanément. De
plus, la géométrie du montage s’approche de celle de I'optode et constitue une étape permettant de

valider les différents composants optoélectroniques.
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Figure Il - 24 : Montage adapté sur un spectrofluorimétre permettant d’acquérir le spectre de fluorescence d’un
hydrogel dopé avec une sonde en faisant varier I’environnement de I’hydrogel

Une LED possédant une longueur d’onde d’émission centrée autour de 405 nm est associée a une
lentille bille permettant de focaliser le faisceau optique, ainsi qu’un filtre passe-bande centré a 405 nm
et possédant une largeur spectrale de 10 nm (filtre 405-10). L’ajout d’un filtre passe-bande permet de
réduire la largeur spectrale de la LED, ce qui simplifie la dissociation des signaux d’excitation et
d’émission des hydrogels. La LED permet d’exciter la sonde de pH piégée dans I’hydrogel étudié a
travers les fibres optiques représentées en traits pleins noirs sur la Figure Il - 24. L’hydrogel est découpé
et placé dans l'unité de détection constituée d’'un manchon en Delrin®, un polyoxyméthylene
appartenant au groupe des polyacétals, sélectionné pour sa résistance mécanique et chimique aux
environnements agressifs. Le manchon en Delrin® est serti d’'une lame de verre reposant sur un joint
torique afin d’étanchéifier I'interface unité de détection-systéme optoélectronique. Un capuchon
percé permet de retenir I’hydrogel placé sur la lame de verre tout en permettant un contact direct
entre I’hydrogel et I'environnement étudié. L'unité de détection est schématisée en Figure Il - 25. Un
miroir dichroique permet de filtrer I'excitation et de collecter I'’émission de I’hydrogel a travers une
fibre optique connectée a un spectrofluorimetre. L’acquisition des spectres d’émission des hydrogels
dopés immergés dans une solution de pH connu peut donc étre réalisée a l'aide d'un
spectrofluorimetre. Une variation du pH de la solution d’immersion peut étre aisément modifié grace
a un ajout d’acide ou de base, et le pH peut étre suivi a I'aide d’'un pH-métre.
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Figure Il - 25 : Conception de I'unité de détection en contact avec I’environnement étudié (gauche) et
photographies de I'unité de détection avant et apreés l'installation d’un hydrogel GA-PVA dopé (droite)

Ainsi, I'effet de la déprotonation sur les spectres d’émission d’hydrogels GA5-PVA10 et GA7,5-PVA10
minces mis en forme avec I'applicateur automatique a été étudié. Une déprotonation de la sonde
Naphth-AlkyneOMe piégée dans une matrice GA-PVA induit une extinction partielle de fluorescence
(Figure Il - 26). Un déplacement hypsochrome plus marqué pour les hydrogels GA5-PVA10 que pour
GA7,5-PVA10, associé a un comportement d’extinction de fluorescence inverse au phénomene
observé en solution suggére des interactions spécifiques entre la sonde Naphth-AlkyneOMe et la
matrice GA-PVA. En effet, en solution, une augmentation de la fluorescence est observée et résulte de
la diminution de I'ICT lors de la déprotonation de I'imide, et donc d’une diminution du transfert non
radiatif (Figure Il - 9). L’extinction de fluorescence n’étant pas total méme aprés 12h, I'hypothése d’'une
inaccessibilité du certaines sondes de pH a la solution basique peut étre formulée. L’effet du pH sur
I'intensité de fluorescence étant marqué pour les hydrogels GA5-PVA10 et GA7,5-PVA10, leur
pertinence pour I'élaboration d’'une optode de pH est validée. De plus, une mesure du rendement
quantique des hydrogels minces GA5-PVA10 et GA7,5-PVA10 hydratés dans de I'eau distillé a été
réalisée. La mesure a été répétée sur trois échantillons et moyenné. Des valeurs de rendements
quantiques élevées de ®¢ gas-pvato = 89% et P caz,5pva10 = 82% valident l'utilisation de ces hydrogels
pour le développement d’'une optode de pH.
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Figure Il - 26 : Effet de la déprotonation sur les spectres d’émission des hydrogels GA5-PVA10 (A) et GA7,5-
PVA10 (B) dopés avec la sonde Naphth-AlkyneOMe

De maniere identique, I'effet de la déprotonation sur l'intensité de fluorescence des hydrogels
HydroMed™ D4 dopés avec la sonde Naphth-AlkyneOMe et préparé par application d’une solution
HydroMed™ D4 10%m sur un substrat en PET a été étudié. De méme, la déprotonation de la sonde
induit une diminution de I'intensité de fluorescence et s’oppose au comportement observé en solution
(Figure 1l - 27). L'extinction de fluorescence n’étant pas totale, I'hypothése de I'inaccessibilité de
certaines sondes pH a I'’eau est formulée. Ces résultats suggerent des interactions spécifiques entre la
sonde de pH et la matrice HydroMed™ D4.
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Figure Il - 27 : Effet de la déprotonation sur les spectres d’émission de I’HydroMed D4 dopé avec la sonde
Naphth-AlkyneOMe

IV. 2. Conception d’une optode pour une mesure du pH in situ :

méthodologie et instrumentation

IV. 2.a. Excitation et collecte de I’émission des hydrogels dopés avec la sonde Naphth-

AlkyneOMe

Un premier banc optique a été développé pour une utilisation en laboratoire, avec un but de
développement d’'un démonstrateur opérationnel utilisable sur site par la suite. Ainsi, cette premiere
version de l'optode a été concue afin de résister a des environnements hautement basiques et
agressifs attendus durant la phase d’hydratation des matériaux cimentaires. Cette configuration
permet d’obtenir des temps de réponse courts avec une exposition directe des films dopés au milieu
sondé, tout en constituant un systeme fiable d’émission et d’acquisition des signaux optiques (Figure
Il - 29). L'excitation des sondes fluorescentes de pH dans le cadre de I'élaboration d’optodes est
réalisée a I'aide de LED (Light-Emitting Diode ou diode électroluminescente) en raison de la grande
variété et la disponibilité sur le marché, associé a un co(t faible [24] [12, 23, 27-30]. La sonde de pH
NaphthAlkyne-OMe présentant un maximum d’absorption A;,s = 400 nm, une LED possédant une
longueur d’onde d’émission centrée a 405 nm a donc été sélectionnée. La LED est associée a une
lentille bille permettant de focaliser le faisceau optique, ainsi qu’un filtre passe-bande centré a 405 nm
et possédant une largeur spectrale de 10 nm (filtre 405-10). L’ajout d’un filtre passe-bande permet de
réduire la largeur spectrale de la LED et de simplifier la dissociation des signaux d’excitation et
d’émission des sondes de pH. Cependant, un décalage d’environ 10 nm est identifié mais ne perturbe
pas le systeme en raison de la largeur du spectre d’absorbance du Naphth-AlkyneOMe (Figure Il - 28).
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Figure Il - 28 : Spectre d’émission de la LED 405 nm, de la LED 405 nm surmontée d’un filtre 405-10 nm, et
spectre de transmission du filtre 405-10 nm

L’hydrogel dopé est découpé et placé dans I'unité de détection en Delrin® noir décrite précédemment
(Figure Il - 25 et Figure Il - 29). Un capuchon percé permet de retenir I’'hydrogel placé sur la lame de
verre tout en permettant un contact direct entre I’hydrogel et I'’environnement étudié. L'unité de
détection est connectée a une fibre optique de diamétre 1000 um a I'aide d’'un connecteur SMA
(SubMiniature version A), au travers de laquelle le signal d’excitation de la LED et d’émission de
I’hydrogel dopé sont transmis. Afin de limiter le photoblanchiment des hydrogels dopés avec la sonde
de pH, ces derniers sont excités en mode pulsé a I'aide d’'un générateur basse fréquence associé a une
détection synchrone permettant d’extraire le signal d’émission. Le signal d’émission est collecté a
travers un miroir dichroique relié a un tube photomultiplicateur PMT muni d’un filtre passe-bande.
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Figure Il - 29 : Montage optoélectronique général décrivant I'optode de pH. Les traits pleins noirs représentent
les fibres optiques, les traits pleins gris représentent les connexions électriques

Une estimation du bruit de I'optode peut étre réalisée en installant un hydrogel sans sonde Naphth-
AlkyneOMe (GA7,5-PVA10), donc non fluorescent, dans I'unité de détection. Une acquisition du signal
pendant 200 s permet d’évaluer un niveau de bruit ‘blanc’ ou ‘offset’ faible B = 1,36 mV (Figure Il - 30).
Le tube photomultiplicateur ne percoit pas de signal perturbateur provenant de I'environnement ou

Chapitre Il — Développement d’une optode de pH basée sur un dérivé naphthalimide 158



du banc et un signal stable est acquis. Le remplacement de I’hydrogel non dopé par un hydrogel GA7,5-
PVA10 dopé avec la sonde de pH Naphth-AlkyneOMe permet d’enregistrer un signal environ 30 fois
supérieur, confirmant la détection de la fluorescence au niveau du tube photomultiplicateur. Le signal
acquis est stable et le bruit du montage est négligeable.
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Figure Il - 30 : Estimation du bruit du banc optique

IV. 2.b. Conception d’une optode de pH robuste et transportable

La premiére version de I'optode constitue un banc de laboratoire difficilement déplagable. Un effort a
donc été fourni afin d’isoler les pieces optiques de I’environnement extérieur afin d’éviter les
éventuelles perturbations causées par un environnement poussiéreux par exemple. Ce second banc
optique, bien que ne constituant pas un démonstrateur opérationnel compact, constitue un banc
robuste pouvant étre déplacé.

Les pieces optiques ont été montées dans des cubes optiques isolées de I'environnement extérieur et
la LED 405 nm a été inclus dans I’'ensemble optique (Figure Il - 31). L’ajout d’'une lame de verre permet
de refléter 8% du faisceau de la LED vers une photodiode. Le courant de la photodiode permet de
corriger les perturbations liées aux éventuelles fluctuations du courant, en connectant la photodiode
a la voie de correction de la détection synchrone par exemple. Ce montage est modulable et un
troisieme cube optique peut étre ajouté afin d’obtenir une seconde voie d’acquisition comme montré
en Figure Il - 32. Un chemisage optique a été ajouté afin de limiter les réflexions internes et est visible
en Figure Il - 32.
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Figure Il - 31 : Montage des piéces optiques et ajout d’une voie de correction
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Figure Il - 32 : Montage optique avec ajout d’une voie de correction et d’une éventuelle deuxiéme voie
d’acquisition. Les capots des cubes optiques ont été retirés pour dévoiler une partie du montage
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Une estimation du bruit de I'optode peut étre réalisée en installant un hydrogel sans sonde Naphth-
AlkyneOMe (GA7,5-PVA10), donc non fluorescent, dans I'unité de détection. Une acquisition du signal
pendant 200 s permet d’évaluer le niveau de bruit ‘blanc’ ou ‘offset’ B = 39,8 mV. Le remplacement de
I’hydrogel non dopé par un hydrogel GA7,5-PVA10 dopé avec la sonde de pH Naphth-AlkyneOMe
permet d’enregistrer un signal environ 2 fois supérieur, confirmant la détection de la fluorescence au
niveau du tube photomultiplicateur. Le niveau de I'offset peut paraitre élevé, mais les signaux acquis
sont stables et la fluorescence enregistrée a une amplitude égale a deux fois le niveau de I'offset, ce
qui est satisfaisant pour I'élaboration d’'une optode.
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Figure Il - 33 : Estimation du bruit du banc optique

La différence du niveau de bruit entre les deux montages peut provenir de la variation de géométrie :
la LED est déportée dans le premier montage et |’excitation est transmise a travers une fibre optique,
a l'inverse du second montage. L'origine du bruit du second montage a été investigué grace a
I"acquisition du spectre d’émission en sortie du montage. Le PMT a été retiré et cette sortie a été
alignée au niveau de la détection d’un spectrofluorimetre. L'unité de détection est laissée vide, puis
un hydrogel GA7,5-PVA10 non dopé ou un hydrogel HydroMed™ D4 sur un substrat en PET 0,1 mm
sont installés dans I'unité de détection. Les spectres sont acquis en |'absence de source lumineuse
extérieure afin de ne pas perturber la mesure (Figure Il - 34). Une fluorescente verte de faible intensité
est détectée pour l'unité de détection vide, mais également en présence des hydrogels non dopés.
Aucune fluorescence additionnelle des matrices hydrogels vierges n’est détectée. Cette fluorescence
est donc intrinseque au montage optique et provient probablement des différents composants
plastiques constituants les éléments optiques, comme suggéré par Steinegger et al.[11]. Une
fluorescence verte de la colle optique utilisée par le fournisseur pour le montage des filtres cerclés est
notamment mise en évidence a I'aide d’une lampe 405 nm. L’installation d’un hydrogel GA7,5-PVA10
dopé avec la sonde Naphth-AlkyneOMe dans l'unité de détection prouve que la fluorescence
intrinseque au montage optique est négligeable relativement a la fluorescence de la sonde Naphth-
AlkyneOMe piégée dans une matrice hydrogel lorsque la détection est assurée par un
spectrofluorimetre (Figure Il - 35).
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Figure Il - 34 : Fluorescence intrinséque au montage optique mise en évidence par acquisition du spectre
d’émission en sortie du montage, en absence d’hydrogel dopé avec un composé fluorescent

—— GA7,5-PVA10 sans Naphth-AlkyneOMe

1.50E+06 —— GA7,5-PVA10 avec Naphth-AlkyneOMe

1.25E+06

1.00E+06

7.50E+05

IF (arb. units)

5.00E+05

2.50E+05

450 500 550 600 650 700 750 800

0.00E+00

Longueur d'onde (nm)

Figure Il - 35 : Comparaison de la fluorescence intrinseque au montage optique et de la fluorescence d’un
hydrogel GA7,5-PVA10 dopé avec la sonde de pH Naphth-AlkyneOMe

La sensibilité des tubes photomultiplicateurs semble exacerber cette fluorescence intrinseque du
montage, et une diminution de ce bruit de fond peut étre obtenue par I'ajout de diaphragmes limitant
la diffusion des faisceaux optiques dans le montage et évitant les réflexions (représentés en rose sur
la Figure Il - 37). Cette stratégie a été adoptée pour I'élaboration d’'une optode de pH ratiométrique.

IV. 2.c. Ajout d’une voie pour une mesure ratiométrique de I'intensité de fluorescence

La conception d’une optode de pH basée sur une mesure de l'intensité de fluorescence d’une sonde
nécessite généralement une référence interne afin de constituer une mesure ratiométrique fiable. La
mise en place d’'une mesure ratiométrique permet de corriger I'instabilité de la source d’excitation,
une variation de la géométrie de I'instrumentation ou de la matrice luminescente[11]. De nombreux
exemples d’optodes de pH basées sur des mesures ratiométriques sont présentées[4, 25, 31-35]. Pour
certaines sondes de pH, I'intensité de luminescence peut étre mesurée a deux longueurs d’onde et le
suivi du rapport des intensités constitue une mesure permettant de s’affranchir de I'instabilité de la
source d’excitation ainsi que d’une variation de la concentration en sonde au cours de la mesure. La
sonde Naphth-AlkyneOMe présente cependant un spectre d’émission large et non structuré,
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impliquant I'ajout d’une référence interne additionnelle dont la fluorescence ne fluctue pas en
fonction du pH. Linstrumentation a mettre en place reste peu co(teuse, robuste et portable (Figure Il
- 36).
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a I'unité de détection

Bécher en Delrin® noir

Fibre optique connectée
a I'unité de détection

Figure Il - 36 : Montage optique de I'optode de pH pour une mesure ratiométrique

Ainsi un second tube photomultiplicateur peut étre ajouté sur un troisieme cube optique et un miroir
dichroique sélectionné en fonction de I’émission de la référence interne peut étre installé (Figure Il -
37). Cette configuration a été congue pour une référence interne s’excitant a la méme longueur d’onde
gue la sonde de pH, ce qui permet de ne conserver qu’une seule LED 405 nm. Cependant, I'ajout du
second PMT avec une alimentation supplémentaire nécessite I'ajout d’'une seconde détection
synchrone reliée au méme ordinateur. L'ajout de deux diaphragmes désignés par ‘Diaphragme 1’ et
‘Diaphragme 2’ sur la Figure Il - 37 permettent de limiter la diffusion du faisceau optique a l'intérieur
du montage et de limiter les réflexions induisant un bruit ‘blanc’. L’ajout de ces deux pieces permet de
réduire le bruit du banc (Figure Il - 38). Les résultats obtenus avec ce montage a deux voies sont
détaillés dans la partie suivante.
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Figure Il - 37 : Montage de I'optode avec une voie référence interne
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Figure Il - 38 : Evaluation du bruit du montage ratiométrique

IV. 3. Optimisation de la sensibilité de I'optode

Différentes stratégies permettant d’améliorer la sensibilité de I'optode. Un des parametres clés
signal
bruit ’

régissant les outils de mesure est le rapport correspondant a un indicateur de la qualité de
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transmission d’une information par I'instrumentation de I'outil considéré. Le rapport signal sur bruit
correspond au rapport entre la quantité d’information interprétable et exploitable sur la quantité
d’information non exploitable, constituée du bruit de I'instrument. Une augmentation de ce rapport
constitue une stratégie d’optimisation de I'outil de mesure. Plusieurs stratégies permettent

d’augmenter I'amplitude du signal et la réduction du bruit blanc. On exposera ici la stratégie adoptée

our augmenter ce rapport signal
P g PP bruit

IV. 3.a. Augmentation de I'amplitude du signal

L'ajout d’une couche réflectrice permettant d’augmenter un signal optique est une méthode peu
colteuse a mettre en ceuvre. Un matériau réflecteur pourrait étre superposé a I’hydrogel dopé avec
la sonde de pH avant de placer le capuchon percé, mais induirait la création d’une interface
supplémentaire hydrogel-matériau réflecteur. Ce matériau devrait étre perméable aux analytes et ne
pas induire une augmentation conséquente du temps de réponse de I'optode, tout en résistant aux
différentes contraintes physico-chimiques imposées par les matériaux cimentaires. Le choix d’inclure
des particules réflectrices dans la matrice solide a donc été adopté.

Des hydrogels HydroMed™ D4 ont été élaborés par drop casting (Figure Il - 19) avec un ajout de poudre
de diamant micronique avec une charge de 10%,,. La poudre diamant est dispersée par agitation dans
la solution d’HydroMed™ D4 solubilisé dans le THF en présence de la sonde de pH Napht-AlkyneOMe.
Pendant I'étape d’évaporation du solvant, la majorité de la poudre de diamant sédimente et forme
une couche réflectrice dans la matrice polymére (Figure Il - 39).

405 nm

HydroMed D4 dopé avec
sonde Naphth-AlkyneOMe
+ 10%m poudre de diamant

f AQXC

Poudre de diamant

micronique .
q Environnement

sondé

Figure Il - 39 : Augmentation du signal optique par ajout de poudre diamant micronique dans la matrice
HydroMed D4 dopé avec la sonde de pH Naphth-AlkyneOMe

Cette méthode est décrite par MoBhammer et al. [23] et Nielsen et al. [26]. La poudre de diamant est
un matériau inerte ne réagissant pas avec la sonde de pH, la matrice ou le pH de la solution. Cette
méthode permet d’augmenter I'amplitude du signal d’un facteur proche de 2, et I'absence de
déplacement spectral prouve I'absence d’interactions entre la poudre de diamant micronique et
I'HydroMed D4 dopé avec la sonde Naphth-AlkyneOMe (Figure Il - 40).
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Figure Il - 40 : Augmentation du signal optique avec I'ajout de poudre de diamant 10%,, dans une matrice
HydroMed™ D4 dopé avec la sonde Naphth-AlkyneOMe

IV. 3.b. Diminution du bruit

Une pollution de la mesure peut provenir de I’environnement optique de I'unité de détection. En effet
I’ensemble des mesures doivent étre effectuées dans le noir afin de limiter la pollution du signal par la
lumiére environnante. Afin d’éliminer cette contrainte, des hydrogels bi-couche peuvent étre réalisés
avec l'addition d’une isolation optique. Cette stratégie d’isolation optique est utilisée pour le
développement de différentes optodes de pH [11, 23].

Les hydrogels bi-couche sont mis en forme par un procédé de drop casting en deux étapes : du noir de
carbone est dispersé dans la solution d’"HydroMed™ D4 solubilisé dans le THF et dopé avec la sonde
Naphth-AlkyneOMe avec une charge de 1%, en noir de carbone. Une concentration en sonde
identique dans les deux couches permet d’éviter une lixiviation de la sonde entre les deux couches
d’hydrogel. Aprées un séchage complet de cette couche, une seconde couche d’"HydroMed™ D4 dopé
et chargé en poudre de diamant est formée par drop casting (Figure Il - 1l - 41). Ces hydrogels bicouche
ont été utilisés afin de réaliser les mesures ratiométriques décrites en partie V.

£ HydroMed D4 dopé avec
5 sonde Naphth-AlkyneOMe
¥ + 10%m poudre de diamant
Poudre de di t
oudre mﬁcr?r:?c?:e HydroMed D4 dopé avec
Environnement sonde Naphth-AlkyneOMe

sondé + 1%m noir de carbone

Figure Il - Il - 41 : Figure 42 : Hydrogel bicouche HydroMed D4 dopé avec la sonde de pH Naphth-AlkyneOMe

IV.4. Conception de I'optode de pH : conclusion

Un premier montage adapté sur un spectrofluorimetre a permis de réaliser des études préliminaires
des hydrogels GA5-PVA10, GA7,5-PVA10 et HydroMed™ D4 10%,, mis en forme avec |'applicateur et
dopés avec la sonde de pH Naphth-AlkyneOMe. Une extinction de fluorescence lors de la
déprotonation, s’opposant au comportement en solution, suggere des interactions spécifiques entre
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la sonde de pH et les hydrogels. Un effet marqué du pH sur les spectres d’émission de ces hydrogels
associés a des rendements quantiques élevés valident l'utilisation de ces hydrogels pour le
développement d’une optode de pH. Aucune dégradation chimique des hydrogels GA-PVA et
HydroMed™ D4 n’a été observée apreés 48h d’immersion dans une solution NaOH avec un pH = 13.

Un premier montage optique constituant I'optode de pH a été congu et est caractérisé par un bruit
faible et la détection d’un signal stable dans le temps. L'intégration des pieces optiques dans des cubes
optiques, I'ajout d’une voie de correction pour les fluctuations du courant et d’'un chemisage optique
afin de limiter les réflexions internes au montage ont permis de faire évoluer ce banc vers une optode
de pH robuste et transportable, pour une utilisation en laboratoire. Cette seconde version de I'optode
a été utilisée pour la caractérisation des hydrogels dopés avec la sonde NaphthAlkyne-OMe. Afin de
fiabiliser la mesure, une seconde voie constituant une référence interne a été ajoutée afin d’explorer
le principe de la mesure ratiométrique du pH. Des voies permettant d’augmenter la sensibilité de
I'optode ont également été explorées ; ainsi le signal de la sonde fluorescente peut étre augmenté
d’un facteur proche de 2 par dispersion de poudre de diamant dans la matrice solide, et une isolation
optique de I’hydrogel permet d’éliminer le bruit provenant de perturbations optiques de
I’environnement.
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V. Optode de pH développée a partir du Naphth-

AlkyneOMe : résultats obtenus en solution

V. 1. Réversibilité de la réponse aux variations de pH et temps de

réponse de I'optode

La réversibilité des hydrogels dopés avec la sonde Naphth-AlkyneOMe permet de prouver qu’un
équilibre entre la forme protonée de la sonde de pH et la forme déprotonée existe pour une sonde
piégée dans un hydrogel. Cette réversibilité prouve donc que les variations d’intensité de fluorescence
observées sont bien le résultat d’'une réaction de protonation-déprotonation d’une sonde de pH
fluorescente. Cette étude a été réalisée a I'aide du montage de I'optode décrit en partie IV, avec I'unité
de détection placée dans un bécher en Delrin® noir. Un pH-meétre avec une électrode de pH
spécifiquement sélectionnée pour minimiser 'erreur alcaline (Mettler Toledo InLab Max Pro-ISM) et
préalablement calibrée des solutions tampons pH=4,01 ;7,00 ; 9,21 est placée dans le bécher afin de
contrdler le pH de la solution. Des hydrogels GA-PVA minces mis en forme avec un applicateur
automatique ont été hydratés durant 12h avant leur étude. Les mesures ont été réalisées dans deux
solutions tampons : un tampon pH = 9,0 NaHCO3/NaOH et un tampon pH =13,0 KCI/NaOH. La
réversibilité de la réponse aux variations de pH est montré en Figure Il - 43 pour des hydrogels GA7,5-
PVA10 et GA5-PVA10.

GA7,5-PVA10 ——pH=90 s
:  H= GA5-PVA10 pH=13.0
pH=13.0 ——pH=90
1.00 - 1.00 -
~ 095} 095}
: g
= o
L 090 < 090
0851 085}
0.80 |
0.80 -
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 2000 4000 6000 8000
Temps (s) Temps (s)

Figure Il - 43 : Réversibilité de la variation de I'intensité de fluorescence d’hydrogels GA7,5-PVA10 (gauche) et
GA5-PVA10 (droite) dopés avec la sonde Naphth-AlkyneOMe durant des cycles pH 9 — pH 13. Acquisition sur le
montage de I'optode décrit en Figure Il - 31

L'expérience a été répétée pour trois échantillons GA7,5-PVA10 et la méme réversibilité a été
observée, prouvant la reproductibilité et la réversibilité de la réponse des hydrogels dopés aux
variations de pH. Cependant, une diminution continue de I'intensité de fluorescence a pH > 12,5 est
observée lors des temps d’exposition longs (Figure Il - 44). Aucune dégradation de la sonde n’est
observée lorsque la LED est éteinte ; cette diminution de I'intensité de fluorescence peut donc étre
attribuée a une photodégradation de la sonde (Figure Il - 44). Cette instabilité photochimique des
hydrogels pour un pH supérieur a 12,5 est d’'une part limitée par le profil du signal d’excitation pulsé
évitant une irradiation continue pour une mesure donnée, et peut d’autre part étre limitée par une
mesure discontinue lors des périodes de temps étendues.
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Figure Il - 44 : Mise en évidence de la photodégradation de la sonde Naphth-AlkyneOMe piégée dans une
matrice GA7,5-PVA10 a pH = 13,0

Un temps de réponse ty des hydrogels peut alors étre déterminé lors du passage de pH =9,0 a pH =
13,0 et est défini comme l'intervalle de temps nécessaire pour que le signal I atteigne 90% de la valeur
minimale Ig v (Figure 11 - 45). Ainsi des temps de réponse moyens de 22 s et 104 s ont été déterminés
pour les hydrogels GA7,5-PVA10 et GA5-PVA10 respectivement, correspondants a des temps de
réponse faibles pour une mesure du pH dans le béton.
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Figure Il - 45 : Détermination du temps de réponse tqy pour un hydrogel GA5-PVA10 a température ambiante,
Aexe =405 nm (la discontinuité du signal est due a la suppression de I'artéfact lié a la variation du milieu optique
lors du changement de la solution tampon)

V. 2. Calibration de I'optode
V. 2.a. Détermination du pKa de la sonde piégée dans les hydrogels
Une calibration des hydrogels est nécessaire avant toute utilisation de I'optode de pH et permet

d’étudier, pour chaque échantillon d’hydrogel prélevé, I’évolution de I'intensité de fluorescence en
fonction du pH de la solution. Afin de calibrer I'optode, un hydrogel est installé dans l'unité de
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détection qui est plongée dans de I'eau millipore. L’addition progressive d’une solution aqueuse
d’hydroxyde de sodium NaOH dans I'eau permet d’augmenter le pH de cette derniere et d’obtenir la
valeur d’Iz pour chaque valeur de pH correspondante (Figure Il - 46). Le pH de la solution de calibration
est suivi grace a une électrode de pH alcaline sélectionnée afin de réduire I'erreur alcaline (Mettler
Toledo InLab Max Pro-ISM) et préalablement calibrée en trois points (pH=4,01 ; pH=7,00 et pH=9,21).
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Figure Il - 46 : Schéma illustrant la calibration des hydrogels dans une solution aqueuse d'hydroxyde de sodium
NaOH. Une électrode de pH alcaline en verre calibrée permet d'obtenir les mesures de pH de référence.

Pour un hydrogel GA5-PVA10 installé dans I'unité de détection de I'optode, I'intensité de fluorescence
est acquise en fonction du pH de la solution. Un nouvel ajout d’une solution de NaOH est effectué
apres 500 s d’acquisition afin de constituer une courbe de calibration (Figure Il - 47).
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Figure Il - 47 : Evolution de I'IF d’un hydrogel GA,5-PVA10 lors de I”’ajout progressif d’une solution de NaOH agq.
afin d’en déduire une courbe de calibration

Le développement de la relation d’Henderson-Hasselbalch (Eq. 3) permet alors de relier I'intensité de
fluorescence au pH de la solution de calibration grace a I'algorithme de Levenberg-Marquardt couplé
a la méthode des moindres carrés (Figure Il - 48) :
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Figure Il - 48 : Courbe de calibration d’un hydrogel GA5-PVA10 a température ambiante, ,A.. = 405 nm. L’encart
correspond a la courbe expérimentale acquise

La calibration de plusieurs hydrogels GA7,5-PVA10 prouve que chaque hydrogel doit étre calibré
individuellement avant son utilisation (Figure Il - 49). Cependant les parameétres dpH et pKa varient
peu entre plusieurs échantillons pour un méme degré de réticulation ; des parametres moyens dpH et

pKa peuvent donc étre déduits pour un degré de réticulation (Tableau Il - 5). Un paramétre
IF,min

complémentaire Al est également déterminé : Alg = .
F,max
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Figure Il - 49 : Courbes de calibration de trois hydrogels GA7,5-PVA10 a température ambiante, ,A... = 405 nm

Hydrogels GA5-PVA10 Hydrogels GA7,5-PVA10
GA5-1 GA5-2 GA5-3 Moyenne | GA7,5-1 GA7,5-2 GA7,5-3 GA7,5-4 Moyenne
pKa 11,83 11,99 11,93 11,92 12,63 12,65 12,75 12,69 12,67
dpH 0,39 0,56 0,32 0,42 0,75 0,69 0,63 0,50 0,69
Al = :ﬁ 0,91 0,91 0,92 0,91 0,87 0,91 0,90 0,90 0,89
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Tableau Il - 5 : Valeurs des pKa, dpH et Al moyens déterminés par étalonnage des films GA5-PVA10 et GA7,5-
PVA10

La détermination des parametres moyens pKa et dpH pour les hydrogels GA5-PVA10 et GA7,5-PVA10
permet de mettre en place un protocole de calibration en trois points. Selon un procédé similaire a la
calibration en plusieurs points décrites précédemment, I’hydrogel a calibrer est installé dans I'unité de
détection de 'optode et trois mesures sont réalisées. La premiere mesure est réalisée dans une
solution de calibration telle que pHsoiution < PKamoyen hydrogel €t 12 troisieme mesure telle que pHsolution >
PKamoyen hydrogel: Un point intermédiaire correspondant a la seconde mesure permet d’obtenir une
courbe de calibration grace a I'algorithme de Levenberg-Marquardt couplé a la méthode des moindres
carrés, en définissant les parametres pKa et dpH moyens comme paramétres fixes du modele (Figure
Il - 50).
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Figure Il - 50 : Exemple d'une courbe de calibration en trois points pour un hydrogel GA7,5-PV10, mesures
effectuées dans une solution aqueuse avec trois concentrations de NaOH, température ambiante, A.,. = 405 nm

La calibration d’hydrogels HydroMed™ D4 préparés par drop casting permettent de déterminer un pKa
moyen= 11,75 et dpH moyen= 0,88 (Figure Il - 51). La valeur du pKa moyen déterminée suggere la présence
d’interactions spécifiques avec la matrice en raison de la différence avec le pKa moyen déterminé en
solution. En revanche, par comparaison avec les parameétres caractéristiques des hydrogels GA5-PVA10
et GA7,5-PVA10 dopés avec la méme sonde NaphthAlkyne-OMe, 'HydroMed™ D4 permet d’obtenir
une valeur de dpH supérieure et proche de 1, élargissant ainsi la gamme de réponse de la sonde
(Tableau Il - 6). L’hypothése d”’une sonde distribuée de maniere moins hétérogéne dans le matrice
peut étre formulée. L’extinction de fluorescence, traduite par le parameétre AIF, est également
supérieure pour 'HydroMed™ D4 dopé, suggérant une meilleure accessibilité de la sonde aux ions HO
. Par comparaison avec les hydrogels GA7,5-PVA10 dopés avec la sonde NaphthAlkyne-OMe, le pKa
moyen de la méme sonde piégée dans la matrice HydroMed™ D4 est inférieur, et la sensibilité de
I’hydrogel sur la gamme pH = 12,5-13,5 est inférieure. Les hydrogels GA7,5-PVA10 ont donc été
sélectionnés afin de réaliser des essais de mesure du pH de matériau cimentaires durant la premiere
phase d’hydratation.
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Figure Il - 51 : Exemple d'une courbe de calibration d’un hydrogel HydroMed™ D4, Ay = 405 nm

GA5-PVA10 GA7,5-PVA10 HydroMed™ D4
pKa 11,92 12,67 11,75
dpH 0,42 0,69 0,88
_ IF,min
Alp = —— 0,91 0,89 0,63
IFmax

Tableau Il - 6 : pKa, dpH, et AIF moyens déterminés pour les hydrogels dopés avec la sonde NaphthAlkyne-OMe

V. 2.b. Effet de la force ionique sur la fluorescence des hydrogels GA-PVA dopés

L’extinction de fluorescence en solution due a une variation de la force ionique de cette derniere est
un phénomeéne connu et décrit depuis 1939 [36]. Cette dépendance est attribuée a la charge de la
sonde moléculaire fluorescente mais également a la charge de son environnement [37]. Pour une
sonde piégée dans une matrice solide, I'extinction de fluorescence peut alors également résulter de la
charge de la matrice environnante. En considérant une solution aqueuse de NaOH comme solution de
calibration d’un hydrogel GA-PVA dopé et I’eau porale d’'un béton comme environnement de mesure,
une variation de force ionique induisant une extinction de fluorescence peut étre attendue. Afin de
confirmer cette tendance, un hydrogel GA7,5-PVA10 a été calibré en trois points dans une solution a
force ionique faible puis dans une solution a force ionique supérieure. La premiere solution de
calibration correspond a une solution aqueuse de NaOH et la seconde a une solution aqueuse de NaOH
additionnée de KCl avec [KCI]=0,2 M. L'augmentation de la force ionique de la solution conduit alors a
une extinction de la fluorescence reflété dans les courbes de calibration (Figure Il - 52).
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Figure Il - 52: Calibration en trois points d'un hydrogel HR dans une solution aqueuse de NaOH et dans une
solution aqueuse de NaOH additionnée de KCI ([KCI]=0,2M), température ambiante, 4., = 405 nm

Deux phénomenes résultant en une diminution de I'intensité de fluorescence coexistent : d’une part
une diminution de l'intensité de fluorescence de la sonde de pH piégée dans I'hydrogel due a une
augmentation de pH de la solution environnante (phénomene ICT), et d’autre part une extinction de
fluorescence due a une variation de force ionique entre la solution de a la force ionique de
I’environnement sondé. Cela implique nécessairement une connaissance de la chimie de
I’environnement sondé (ions présents et leurs concentrations respectives). Afin de décorréler ces deux
phénomeénes, une solution consiste a calibrer I’hydrogel dans une solution possédant une force ionique
identique

V. 3. Optimisation de I'optode de pH : vers une mesure ratiométrique

Comme évoqué précédemment une mesure ratiométrique permet de corriger I'instabilité de la source
d’excitation, une variation de la géométrie de I'instrumentation ou de la matrice luminescente[11].
L'ajout d’'une référence interne dont la fluorescence ne dépend pas du pH de la solution est nécessaire
afin de constituer une optode de pH ratiométrique. Le montage de I'optode a été décrit en Figure Il -
37.

La référence interne doit présenter une fluorescence ne dépendant pas du pH de I'environnement est
doit présenter une émission distincte de I’émission de la sonde de pH lorsqu’elle est excitée a Aey =
405 nm. Des quantum dots (QD) coeur-coquille CdSe/ZnS ont été sélectionnés car ils présentent une
fluorescence étroite insensible au pH et sont photostables. Les QD ont été piégés dans une matrice
imperméable a 'eau et stable en milieu basique. La matrice sélectionnée est le polystyrene et une
membrane de PS dopée avec des QD peut étre formée par drop casting. Deux QDs ont été testés : les
premiers présentent un maximum d’émission A¢,, = 580 nm et les second un maximum A, = 645 nm.

La configuration de I'unité de détection est modifiée avec I'intégration d’une référence interne et les
HydroMed D4 bicouche décrits précédemment sont utilisés pour la mesure (Figure Il - 53). Les QD
CdSe/ZnS caractérisés par une émission A, = 580 nm présentent un rendement quantique supérieur
proche de 0,9 et semblent donc plus intéressants car une concentration plus faible est nécessaire,
impliguant une réabsorption plus faible de I’émission de la sonde Napht-AlkyneOMe (Figure Il - 54).
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Figure Il - 53 : Configuration de I'unité de détection pour une mesure de I’IF ratiométrique

QDs CdSe/ZnS A, = 580nm

QDs CdSe/ZnS A4y, = 645nm

Figure Il - 54 : Quantum dots CdSe/ZnS utilisés pour constituer une référence interne, I'excitation de QD a 405
nm met en évidence le rendement quantique supérieur des QD émettant autour de A¢,, = 580 nm

Cependant, I’'émission des QD émettant autour de As, = 580 nm est proche de I’émission de la sonde
de pH Naphth-AlkyneOMe. Une dépendance de I'émission autour de A = 580 nm en fonction du pH est

donc observée (Figure Il - 55).
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Figure Il - 55 : Spectre d’émission d’une membrane PS dopée avec les QDs CdSe/ZnS émettant autour de Ag,, =
580 nm superposée avec un hydrogel HydroMed D4 bicouche en fonction du pH

Les QD CdSe/ZnS présentant un maximum d’émission As, = 645 nm ont donc été sélectionnés pour
constituer une optode de pH avec une mesure de l'intensité de fluorescence IF ratiométrique. Ces QD
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présentent un rendement quantique inférieur, nécessitant une concentration plus élevée en QD dans
la membrane en PS. Cette membrane présente une absorbance supérieure et filtre une partie de
I’émission du Naphth-AlkyneOMe, impliquant une diminution du paramétre AIF mais n’invalidant pas
le concept de mesure ratiométrique. Ainsi, une bande d’émission centrée autour de A = 645 nm et ne
variant pas en fonction du pH est identifiée et peur servir de référence interne pour la mesure du pH.

IF (pH) IF (Ref)
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Figure Il - 56 : Spectre d’émission d’une membrane PS dopée avec les QDs CdSe/ZnS émettant autour de Agy, =
645 nm superposée avec un hydrogel HydroMed D4 bicouche en fonction du pH

IF (pH)
IF (Ref)’

décrit en Figure Il - 37 permet de prouver la réversibilité de cette mesure ratiométrique en réalisant
des cycles de protonation/déprotonation dans des solutions tampons (solution NaHCO3/Na,CO3 pH =
9,0 et NaOH/KCI pH = 12,4).

Cette configuration permet de réaliser une mesure ratiométrique définie comme : Le montage

1.2 m pH=90
® pH=124
111
f °
& 1.0} °
g [}
f-_/ 09}
L
08F g " "
0.7F
1 2 3
Cycle

Figure Il - 57 : Cycles de protonation et déprotonation réalisées avec I'optode de pH ratiométrique
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V. 4. Résultats obtenus en solution avec I'optode de pH développée a

partir du Naphth-AlkyneOMe : conclusion

Deux hydrogels GA-PVA dopés avec la sonde fluorescente Naphth-AlkyneOMe ont été étudiés et
caractérisés : les hydrogels GA5-PVA10 et les hydrogels GA7.5-PVA10. Les deux types d’hydrogels se
distinguent par leurs parameétres caractéristiques pKa et dpH déduits de I'équation d’Henderson-
Hasselbalch. Ces parameétres caractéristiques ont été déterminés aprés calibration des hydrogels
installés dans I'unité de détection de I'optode. Ainsi, les hydrogels GA5-PVA10 sont caractérisés pas un
pKa =11,92, un dpH = 0,42 et possedent une plage de sensibilité pH = 10,5-13,0. Par conséquent, les
hydrogels GA5-PVA10 ne sont pas adaptés a la mesure du pH in situ dans le béton en raison d’un pKa
faible. Ils pourraient cependant étre exploités pour une mesure du pH dans des échantillons de béton
agés ou dégradés. Les hydrogels GA7,5-PVA10 sont caractérisés par un pKa = 12,67, un dpH = 0,69 et
possedent une plage de sensibilité pH = 11-13,5. Malgré la mise en évidence d’un photoblanchiment
de la sonde Napth-AlkyneOMe et d’une dégradation chimique de la sonde lorsque pH > 12,5, les
hydrogels GA7,5-PVA10 peuvent étre exploités pour des mesures ponctuelles dans un milieu
possédant un pH > 12,5.
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VI. Optode de pH développée a partir du Naphth-
AlkyneOMe : mesure en surface de pates de ciment

durcies (PCD) bas pH

VI. 1. Calibration spécifique a la mesure du pH en surface du matériau

et mesures

Le matériau sélectionné pour valider le fonctionnement de I'optode est une pate de ciment durcie
(PCD) bas pH élaborée en mélangeant manuellement de la fumée de silice et du ciment CEM III* avec

un ratio massique 1:1 jusque I'obtention d’une poudre homogéne. La dilution d’un superplastifiant

superplastifiant

pour bas pH dans de I'’eau millipore avec un rapport massique = 0,06 a permis d’obtenir

une solution w. La pate de ciment a été élaborée en mélangeant vigoureusement la solution w et la
s . . w A . . . s ,
poudre de fagon a avoir un rapport massique — = 0,6. La pate de ciment ainsi obtenue a été versée

dans des flacons en polystyrene ou des boftes de Petri scellés a I'aide de parafilm jusqu’a leur
utilisation.

Une solution en équilibre avec la pate de ciment a été obtenue en suivant un protocole simplifié décrit
par Garcia Calvo et al.[38] : un échantillon de pate de ciment bas pH a été réduit en poudre a I'aide
d’un mortier et pilon. La poudre a été pesée avant de la disperser dans la méme masse d’eau millipore
décarbonisée a température ambiante. La suspension a été vigoureusement agitée a I'aide d’un
barreau aimanté et d’'un agitateur magnétique, en purgeant l'erlenmeyer a I'aide d’argon. La
suspension est ensuite rapidement filtrée a I'aide de papier filtre et la solution en équilibre avec la pate
de ciment obtenue est conservée dans un erlenmeyer sous argon jusqu’a son utilisation.

Prenant en compte I'effet de la force ionique sur l'intensité de fluorescence des hydrogels GA-PVA
(Figure Il - 52), la calibration a été réalisée dans des conditions chimiques et optiques les plus proches
de la mesure. Pour cela, une solution en équilibre avec la PCD étudiée a été préparée selon le protocole
décrit dans le paragraphe précédent. 1 mL de cette solution de calibration est alors versé en surface
d’un échantillon de PCD bas pH agé de plus de trois jours, et la disposition de I'optode sur I’échantillon
est identique lors de la calibration et lors de la mesure afin d’éviter une modification de
I’environnement optique entre les deux étapes (Figure Il - 58). Cette précaution peut étre évitée par
I'utilisation du montage incluant la référence interne. Le pH de cette solution a été modulée avec
I'ajout d’une solution d’"HCl ou de NaOH afin d’obtenir une courbe de calibration en trois points.

! Le ciment CEM Ill est un mélange de ciment Portland et de laitiers de haut-fourneaux. Les laitiers de haut-fourneaux correspondent a un
sous-produit de I'élaboration de la fonte et sont constitués de silicates, d’aluminates, de chaux et d’oxydes métalliques.
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Figure Il - 58: Optode placée en surface d'une PCD bas pH, la mesure s’effectue aprés ajout d’'un mL d’une
solution en équilibre avec I’échantillon, visible en surface de I’échantillon dans I'inset de la figure[39]

Aprés calibration d’un hydrogel HR, le pH en surface de PCD a été mesuré en suivant le protocole décrit
en Figure Il - 59: une PCD bas pH a été préparée et versée dans huit contenants en polystyrene. Les
flacons et boites de Petri contiennent la méme masse de PCD et ont été scellés jusqu’a leur utilisation.
Pour chaque mesure, deux échantillons sont nécessaires : un premier permettant de préparer une
solution en équilibre avec I'échantillon étudié, et un second afin d’effectuer la mesure du pH en
surface, en présence de la solution susmentionnée (Figure Il - 58). Ainsi, le pH en surface d’une PCD
bas pH a été mesuré durant la phase d’hydratation pour des échantillons agés de 4, 6, 7 et 10 jours.
Ces mesures ont été répétées deux fois et les résultats obtenus sont présentés dans la partie suivante.

:

Broyage

+ d/sperSIO Filtration

Pate de cimen
bas-pH

Echantillon de
mesure (age X)

Echantlllon Préparation d’une solution en
pour solution équilibre avec la pate de ciment
age X) E

—

Mesure du pH sur un
échantillon agé de X jours

Figure Il - 59: Protocole suivi pour la mesure du pH en surface d'échantillons de pdtes de ciment bas pH

VI. 2. Résultats obtenus et discussions

Le pH en surface d’une PCD bas pH a été mesuré durant la phase d’hydratation pour des échantillons
agés de 4, 6, 7 et 10 jours, selon le protocole décrit dans la partie précédente. Ces mesures ont été
répétées deux fois et moyennées (Figure Il - 60). Afin de valider le fonctionnement de I'optode, la
solution présente en surface de I’échantillon et en équilibre avec ce dernier est prélevée a I'aide d’une
seringue suite a chaque mesure. Le pH de cette solution est évalué a I'aide d’une électrode en verre
alcaline préalablement calibrée dont la précision est évaluée a 0,01 unité de pH par le fournisseur.
Apres 4 jours d’hydratation de la PCD bas pH, le pH mesuré en surface grace a I'optode est de 12,8.
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Cette valeur élevée de pH résulte de I'action de la portlandite tamponnant le milieu lors du début de
la phase d’hydratation du ciment. Cette valeur de pH diminue progressivement et atteint pH = 12,2
apres 10 jours d’hydratation. La justesse des mesures effectuées avec I'optode est confirmée par les
mesures réalisées en solution avec I'électrode en verre, et cette comparaison permet d’évaluer la
précision de I'optode développée a +0,1 unité de pH, jugée pertinente pour une mesure du pH du
béton.

13.0 : : : :
= Optode
= Electrode en verre
12.8 J
12.6 4 J
T
o
12.4 1 b
12.21 { ; E
12.0 T T T :
4 6 8 10

Age de la pate de ciment bas-pH (jours)

Figure Il - 60: Evolution du pH en surface de pdtes de ciment bas pH

VI. 3. Essais de mesure du pH dans une PCD bas pH

VI. 3.a. Mesure du pH in situ : problématiques

Des essais de mesures in situ dans des pates de ciment bas pH de méme formulation ont été mis en
place. Pour cela, 'optode calibrée selon le protocole décrit précédemment (Figure Il - 58) a été coulée
dans une PCD bas pH. Le connecteur SMA (SubMiniature version A) permettant la connexion de I'unité
de détection a la fibre optique n’étant pas étanche dans cette configuration de I'optode, seul une
partie du corps en Delrin” a été piégé dans la PCD (Figure Il - 61). Les essais effectués ont abouti a des
signaux d’intensité de fluorescence non exploitables (les intensités de fluorescence ne permettant pas
de retrouver des valeurs de pH a I'aide des courbes de calibration établies avant chaque essai). Deux
difficultés majeures ont été identifiées :

1. Une dégradation chimique de la sonde moléculaire fluorescente causée par un pH
élevé durant le début de la phase d’hydratation. Ces valeurs de pH élevées (proches
de 13) étaient prévisibles en raison de I'action de la portlandite tamponnant le milieu.
Cependant cet aspect n’invalide pas la possibilité d’'une mesure du pH in situ, car la
synthése de sondes moléculaires fluorescentes résistant a pH>12,5 constituerait une
solution.

2. Unmanque d’accessibilité a I'’eau porale : suite aux essais infructueux, les éprouvettes
de pates de ciment ont été détruites afin de récupérer les unités de détection de
I’'optode contenant les hydrogels HR. Une déshydratation des hydrogels et donc une
nette réduction de leur volume a été constatée. Cette déshydratation a entrainé des
variations d’intensité de fluorescence non corrélées a une variation du pH de
I’environnement sondé. Cet aspect n’invalide pas non plus la possibilité d’'une mesure
du pH in situ car un apport d’hydratation par une source extérieure ou un matériau
complémentaire est envisageable, moyennent une modification du design de
I'optode.
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Figure Il - 61 : Essai de mesure du pH in situ dans une PCD bas pH. L'optode a été coulée dans la PCD

VL. 3.b. Inclusion d’un matériau hygroscopique dans I'optode

Les essais infructueux de mesure du pH in situ dans la PCD bas pH est également lié au probleme de
I"accessibilité de I’eau porale. Afin de proposer une solution a ce manque d’accessibilité a I'’eau porale,
I'inclusion d’une éponge en cellulose est envisagée. Des premiers tests ont été effectués afin d’évaluer
la faisabilité de cette option. Ainsi, I'inclusion d’un filtre en cellulose (Whatman® grade 1 qualitative
filter paper) d’épaisseur 180 um évite la saturation de I'éponge en cellulose en matériau cimentaire
lors de I'immersion de I'optode (Figure Il - 62). La microtomographie a rayons X a été exploitée afin de
confirmer le contact entre 'optode et le matériau étudié : ce contact est essentiel afin de permettre
un équilibre chimique entre I'eau porale du matériau cimentaire étudié et I'eau contenue dans la
réserve constituée par I’éponge en cellulose. Cette derniere doit également étre en contact direct avec
I’hydrogel dopé en sonde moléculaire de pH afin d’en déduire le pH du matériau cimentaire. Ces
différentes interfaces ont pu étre observées par microtomographie a rayons X (Figure Il - 63).

(a) Corpsen Delrin

(b) Lame de verre

(c) Hydrogel dopé en sonde fluorescente de pH
(d) Eponge en cellulose

(e) Whatman® grade 1 papier filtre
(e = 180 pum, rétention particules :11 um)

(f) Capuchon percé permettant le contact
matériau étudié-optode

Figure Il - 62: Inclusion d'une éponge et d'un filtre en cellulose dans I'optode
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Figure Il - 63: Observation par microtomographie & rayons X de I'optode immergée dans une PCD CEM | (e/c =
0,5, 48h hydratation). Paramétres : 120 kV, 66uA, résolution 17,8 um. Les lettres renvoient a la Figure Il - 62.

L'hydrogel mince n’est pas visible en Figure Il - 63 mais se situe entre I'’éponge en cellulose (d) et la
lame de verre (b). Le suivi de I'intensité de fluorescence de cet hydrogel grace au montage de I'optode
permet de confirmer une déshydratation rapide de I'hydrogel durant les deux premiers jours
d’hydratation de la PCD. Le démoulage de la PCD apres ces deux premiers jours d’hydratation permet
d’'immerger I'échantillon dans une solution en équilibre avec la PCD, préparée en parallele. Cette étape
d’'immersion permet d’observer si une réhydratation de I’hydrogel GA-PVA est envisageable dans un
matériau cimentaire saturé. La microtomographie a rayons X permet de suivre la réhydratation de
I’éponge en cellulose au cours du temps et rend compte de I'impossibilité de réhydrater I’hydrogel via
la cellulose.
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Figure Il - 64 : Mise en évidence de la déshydratation de la cellulose et de I’hydrogel GA-PVA au cours du temps
avec la microtomographie a rayons X. Optode immergée dans une PCD CEM | (e/c = 0,5, 48h hydratation).
Parameétres : 120 kV, 66uA, résolution 17,8 um.

VI. 4. Mesure du pH en surface de PDC bas pH avec I'optode développée

a partir du Naphth-AlkyneOMe : conclusion

Le développement d'une premiere optode de pH a partir de la sonde Naphthalkyne-OMe
physiqguement piégée dans une matrice GA-PVA a permis de mesurer le pH a la surface d’échantillons
de PCD bas pH, durant la phase d’hydratation et en présence d’une solution en équilibre avec
I’échantillon. Cette approche a permis de révéler la double difficulté a développer une optode
permettant de mesurer le pH in situ dans le béton : I'accessibilité a I’eau porale afin d’en mesurer le
pH, associée a la synthése d’une ou plusieurs sondes moléculaires de pH photochimiquement stable
et adaptée pour une gamme de pH = 10,5-13,5. Cette premiére phase de développement de I'optode
a donc permis de redéfinir les axes de recherche afin de développer une optode performante,
répondant au cahier des charges fixé pour le projet.
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CHAPITRE Il - DEVELOPPEMENT D’OPTODES DE pH BASEES
SUR DES SONDES PERYLENE

La sonde de pH NaphthAlkyne-OMe n’étant pas photostable a pH basique, il est essentiel de
synthétiser des sondes de pH stables sur la gamme de pH = 10,5-13,5. Le choix du fluorophore lors de
la synthese de sondes de pH innovantes dicte en partie la photostabilité de la sonde fluorescente
obtenue. Les caractéristiques de son émission, son rendement quantique de fluorescence et son
coefficient d’extinction molaire influent directement la sensibilité de I'optode obtenue. La variation
des propriétés photophysiques d’une sonde de pH fluorescente peut étre introduite par un mécanisme
PET, impliquant une réaction redox entre le fluorophore excité et une fonction située a proximité
répondant aux variations de pH. Comme décrit dans le chapitre I, le mécanisme PET constitue un
mécanisme d’extinction de fluorescence rapide et totalement réversible [1].

Le caractére peu photostable en milieu basique de quelques sondes de pH fluorescentes tels que les
dérivés de la fluorescéine ou de la coumarine a été discuté dans le chapitre | [2-5]. Pfeifer et al. ont
étudié les sondes de pH péryléne diimides (PDI) afin de constituer une optode de pH adaptée a la
gamme de mesure pH = 7-13 [6]. Malgré le rendement quantique élevé de ces sondes (D, acige = 0,85-
0,99), I'absorbance de la forme déprotonée présente une diminution de 0,02 unités d’absorbance
normalisée apres 100 min d’irradiation discontinue. Aigner et al. se sont intéressés a des PDI substitués
avec des groupements amines aromatiques ou aliphatiques [1]. Ces sondes de pH sont solubilisées
dans diverses matrices polymeres (I'HydroMed™ D4, le poly(hydroxypropylmethacrylate) pHPMA et le
poly(hydroxyethylmethacrylate) pHEMA) et le mécanisme PET induisant I'extinction de fluorescence
conserve son efficacité. Aigner et al. mettent en évidence une photodégradation rapide des dérivés
PDI tétrachlorés. A I'inverse les dérivés tetra-aryloxy PDI sont plus photostables avec une dégradation
de 3% de I'absorbance apres 3h d’irradiation, et leur substitution affecte peu le pKa de la fonction
chimique répondant aux variations de pH. La solubilité des sondes PDI dans les matrices polyméres
considérées induit cependant une agrégation progressive des sondes au cours du temps, résultant en
une variation d’IF notée apres 4 a 17 jours.

Parmi les fluorophores, le pérylene présente un coefficient d’extinction molaire et un rendement
guantique ((®f = 0,94 dans le cyclohexane [7]) élevés, associés a une photostabilité en milieu basique.
Le péryléne présente également des spectres d’excitation et d’émission dans le visible, il a donc été
sélectionné afin de synthétiser des sondes de pH pour I'ensemble des ces caractéristiques. La gamme
de pH spécifique étudiée limite la sélection des fonctions organiques pouvant substituer le pérylene
afin de constituer une sonde de pH pertinente. D’apreés la table de Reich estimant les valeurs de pKa
des principales fonctions organiques, les amines possedent des pKa compris entre 9 et 12 et le
guanidinium possede un pKa proche de 13,5 (Tableau lll - 1). La stabilité chimique de ces deux fonctions
a pH basique a confirmé leur choix afin de constituer des sondes de pH fluorescentes pour le
développement d’optodes de pH dédiées a I’étude des matériaux cimentaires. Ainsi, des sondes de pH
péryléne amine et péryléne guanidine ont été envisagées. Le schéma de rétrosynthése de ces sondes
est présenté en Figure Il - 1. Les sondes ont été physiquement séquestrées dans des hydrogels GA-
PVA ou HydroMed™ D4. Le cas d’un greffage covalent d’'une sonde pérylene amine dans un hydrogel
GA-PVA a également été étudié. Comme établi dans le chapitre Il, la fluorescence des hydrogels dopés
avec les sondes de pH dépend de leur état d’hydratation. L'étude in situ du pH de matériaux
cimentaires impliquerai de s’orienter vers une matrice dont le volume varie peu en fonction de son
état d’hydratation. Des sondes pérylene amine et péryléne guanidine ont alors été greffées sur une
matrice cellulose-Ns par chimie click.
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Fonction chimique/composé Structure pKa
o H
. N
Imidazole [» 6,95
N
H
H.
(0]
Phénol © 9,9
H
I I
Diimide N 10,0
HN”
_H
O
4-méthylphénol 10,2
Thiol R-SH ~10-11
@
Amine primaire (ex :éthylamine) /_N\Hz 10,6
H
Amine tertiaire (ex :tréthylami \ ® 10,7
( ylamine) \/r}j\/ :
H
_H
HN@
\
- S . HN)\NHz
Guanidine monosubstituée (ex : phényl
. 10,9
guanidine)
R
@/
Amine secondaire (ex :diéthylamine) /_N\H 11,0
H
Piperazine ﬁ 11,1
H H
H
O\N
Oxime (ex :benzophénone oxime) I 11,3
(0] O
Diester (ex : diméthyle malonate) OMO 12,9
| HH
HO.H
Guanidine tetrasubstituée (ex : |N 136
guanidine bis(dimethylamine)) NN !
[

Tableau Il - 1: pKa des quelques fonctions organiques d’intérét (adapté de la table établie par Reich), les

protons acides sont apparaissent en rouge
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I Synthese et étude de sondes de pH pérylene amine

I. 1. Synthése des sondes péryléne amine

Une premiére étape de substitution électrophile aromatique du péryléne dans le dichlorobenzéne avec
|’addition de 4,5 éq. de POCl;, commune a I'ensemble des synthéses, permet d’obtenir le péryléne-3-
carbaldéhyde 1 avec un rendement de 69 % (Figure Il - 2). Cette réaction de Vilsmeier-Haack a été
décrite par Heinze et Liebert, et par Markovic et al. [8-9].

Dichlorobenzéne, 6]
O e ()
(D Oal
) rmmn 0

Péryléne 1
n=69%

Figure Il - 2 : Réaction de Vilsmeier-Haack pour obtenir le composé 1

La réaction du composé 1 avec l'octylamine CgHi;NH, (10 éq.) en présence d’acide
paratoluenesulfonique (APTS, 0,03 éq.) dans le toluene permet d’obtenir I'imine, réduite in situ en
amine secondaire avec I'ajout de NaBH, (10 éq.) (Figure Ill - 3). Un décanteur de Dean-Stark a été
intégré dans le montage afin d’augmenter le rendement de la réaction. Cette amination réductrice est
décrite par Asseline et Cheng [10]. Aprés purification, la sonde de pH péryléne octylamine S1 a été
obtenue avec un rendement de 58%. Une voie d’amination réductive alternative pour les aldéhydes
est décrite par Pandith et al. mais nécessite I'utilisation du sel de titane TiCI(O'Pr)s, introduit dans le
cas des amines électro-déficientes afin de favoriser la réaction de condensation entre |'aldéhyde et
I'amine [11-12]. Cette seconde voie n’a pas été explorée en raison de la bonne réactivité de
I’octylamine avec le composé 1.

o] CgH17NH,,
O O APTS, toluéne O O ‘o MeOH, NaBH, O O
Y i (e | e O
GO T | B0 [T B
1 s1

n=58%

Figure Il - 3 : Réaction de Vilsmeier-Haack sur le péryléne et amination réductrice du composé 1 par
l'octylamine

La méthylation du composé S1 a été effectuée afin d’obtenir une amine tertiaire, présentant un pKa
supérieur d’aprés le Tableau Ill - 1. L'iodométhane est souvent cité pour les réactions de méthylation
mais peut conduire a la formation de 'ammonium quaternaire comme décrit par Yudovin-Farber et al.
[13] oulJiaetal.[14], il n’adonc pas été retenu pour cette réaction. Wang et al. décrivent la méthylation
d’une amine secondaire avec le formaldéhyde suivie par une réduction par un agent réducteur doux
de type triacétoxyborohydrure de sodium NaBH(OAc)s; [15]. En effet, la réduction par NaBH(OAc);
permet de réduire exclusivement les fonctions imines ou les iminiums, sans réduire les aldéhydes.
Ainsi, la méthylation du composé S1 a été effectuée avec le formaldéhyde CH,0 et a été suivie par une
réduction par NaBH(OAc); afin d’obtenir la sonde S2 avec un rendement de 79%. Le montage a inclus
un décanteur de Dean-Stark afin de favoriser la réaction par déplacement de [I'équilibre
thermodynamique, et par conséquence, d’augmenter le rendement de la réaction.
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Figure Il - 4 : Synthése de la sonde de pH péryléne N-methyl octylamine $2

Les sondes péryléne amine S1 et S2 ont été synthétisées afin d’étre physiquement piégées dans des
hydrogels. Il est également intéressant de considérer un greffage covalent d’'une sonde péryléne amine
sur une matrice avec I'objectif d’obtenir une distribution homogéne de la sonde dans I’hydrogel. Pour
cela, une sonde péryléne N-bis(éthan-1-ol) S3 a été synthétisée selon le protocole décrit par Asseline
et Cheng [10]. Ainsi, la réaction du pérylene-3-carbaldéhyde 1 avec la diéthanolamine (10 éq.) en
présence d’acide paratoluénesulfonique (APTS, 0,03 éq.) dans le toluéne permet d’obtenir I'iminium,
réduit in situ en amine secondaire avec I'ajout de NaBH,4 (10 éq.). Aprés purification, la sonde S3 a été
obtenue avec un rendement de 40%.

HO
1. Diéthanolamine, \—\

[e) APTS, toluéne N
9 SR S O
Oal @

O 2. MeOH, NaBH, O O

t.a., 12h
1 S3
n=40%

Figure lll - 5 : Synthése de la sonde péryléne N-bis(éthan-1-ol) $3

I. 2. Etude en solution des sondes de pH péryléne amine

En raison de la faible solubilité du péryléne associé a la nécessité de présence d’eau afin de définir un
pseudo pH, les études des propriétés photophysiques et photochimiques en solution ont été réalisées
dans un mélange de solvants organiques. Le mélange de solvants organiques correspondant est précisé
pour chaque étude et le pourcentage maximal d’eau déterminé est de 20%. L'ensemble des spectres
présentés ont été acquis a température ambiante.

I.2.a. Propriétés photophysiques

Les spectres d’absorbance des sondes pérylene amine S1, S2 et S3 permettent d’identifier trois bandes
définies d’absorbance dont les maxima varient peu en fonction de la nature des substituants (Figure
Il - 6). Ces bandes intenses peuvent étre attribuées aux transitions S1 « SO(rt*). Pour le composé S3,
ces bandes sont situées a 397, 420 et 446 nm par exemple. La faible solubilité des dérivés péryléne est
mise en évidence par I'élargissement du pied de bande détecté atour de 450 nm pour le composé S1,
résultant de la concentration c plus élevée de la solution utilisée. Un faible déplacement de Stokes égal
a 10 nm et caractéristique du péryléne est mis en évidence grace a l'acquisition des spectres d’émission
des sondes S1, S2 et S3 a partir des mémes solutions (Figure Il - 6).
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Figure lll - 6 : Spectres d’absorbance et d’émission normalisés des sondes S1 (c = 5,8 uM, pseudo pH = 7,0), S2
(c= 1,7 uM, pseudo pH = 2,7) et $3 (c=1,7 uM, pseudo pH = 2,7) dans un mélange DMSO/H,0 80 :20 v/v, Ay =
405 nm

L’équation de Rehm-Weller rappelée ici permet d’évaluer I'efficacité du mécanisme PET pour le cas
d’un pérylene substitué avec une amine secondaire et une amine tertiaire :

AG® = E°p+,p — E°p-y4 — AEgo(A) — AHgop — w(T) (-1
Avec les termes :
- AG®: I'enthalpie libre standard de transfert d’électron, indiquant si le mécanisme est favorable ;
- E°D.+/D: le potentiel d’oxydation du donneur, soit pour une amine secondaire E°D.+/D =0,90-1,03 Vv

vs SCE et pour une amine tertiaire E°D.+/D =0,65-0,76 V vs SCE [16] ;

- E°4- ;4 : le potentiel de réduction de I'accepteur, soit pour le pérylene E°4.-,4 =-1,68 V vs SCE [17]
- AE,,(A) : la différence d’énergie entre le premier niveau vibrationnel de I'état excité et celui de I'état
fondamental, déterminée expérimentalement par le croisement entre les spectres d’absorption et
d’émission ;

- AHg,y, @ 'enthalpie libre de solvatation lié a la réorganisation de la sphére de solvatation, dans un
solvant donné, négligée ici

- w(r) : le terme d’énergie coulombienne dépendant de la distance entre I'accepteur et le donneur et

de la constante diélectrique du solvant g, négligeable dans les solvants polaires en raison de la valeur
élevée d’c.
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En premiére approximation, le mécanisme PET et favorisé pour les sondes S1, S2 et S3 en raison des
valeurs négatives de I’enthalpie libre standard AG® estimées (Tableau Il - 2). Cependant, I'estimation
de valeurs de AG° ne permet pas de comparer |'efficacité du mécanisme PET entre les différentes
sondes synthétisées.

Composé eftl'r’nz(;(‘:\’/'i‘g] E°A-/a, eV[17] | AEgo(A), eV AG®, eV
s1 S’i?l;/ )‘25 1SOC_1E9 2,77 2,77
s2 S’f;;/ )‘ic 150C_1E9 2,69 x 10™ 2,76 -2,76
s3 S’f;;/ )‘ic 150C_1E9 2,75 2,75

Tableau Il - 2 : Estimation de I'enthalpie libre standard AG° de transfert d’électron pour les sondes S1, S2 et S3

Expérimentalement, une extinction de fluorescence est effectivement observée pour les trois sondes
péryléne amine lors de leur déprotonation par ajout de NaOH en solution ([HO]=10" M), confirmant
|'efficacité du mécanisme PET entre I'amine et le pérylene (Figure Ill - 7). Dans les cas des amines
tertiaires (sondes S2 et S3), une extinction de fluorescence d’un facteur proche de 10 est observée,
tandis cette extinction est moins marquée pour I'amine secondaire (sonde S1). Cette extinction de
fluorescence est également prouvée par la mesure du rendement quantique de fluorescence des
sondes dans leurs états protonés et déprotonés, ®Fyy, et OFy respectivement (Tableau Il - 3). Ainsi,
les sondes S1, S2 et S3 ont des rendements quantiques élevés ®Fy,,= 0,88-0,71, comparable au
rendement quantique du péryléne seul. La déprotonation des sondes conduit a une diminution du
rendement quantique de fluorescence, avec ®Fy = 0,02-0,17, en raison du transfert d’électron entre
I'amine déprotonée et le pérylene. Comme attendu pour des dérivés péryléne, des coefficients
d’extinction molaire et des rendements quantiques élevés ont été déterminés pour les sondes S2 et
S3, les valeurs sont indiquées dans le Tableau Il - 3. Les valeurs déterminées sont comparables et
proches de celles du péryléne seul en solution et des dérivés pérylene [18].
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Figure Il - 7 : Spectres d’émission des sondes pérylene amine $1 (c = 5,8 uM), S2 (c= 1,7 uM) et $3 (c=1,7 uM)
dans leurs états protonés et déprotonés et illustration de transfert d’électron photoinduit pour les trois
structures, solvant DMSO/H,0 80 :20 v/v, Aey. = 405 nm

Composé Aabs (nm) @ e(Mtem™)® Aem (nm) @ DF . @ OF, @
o 38500 ®F =0,94
Péryléne 388, 410, 435 436, 463, 495
(Berlman, 1971) (Berlman, 1965)
S1 394, 419, 445 - 451, 480, 514 0.88 0.17
S2 396, 419, 446 34800 454,484,516 0.71 0.02
S3 397,420, 446 36650 455, 486, 517 0.82 0.07

Tableau lll - 3 : Propriétés photophysiques du péryléne et des sondes péryléne amine synthétisées, déterminées
dans @ :DMSO/H,0 80 :20 v/v, ® .pmso ou @ :cyclohexane. A5 : maxima d’absorption, € :coefficient
d’extinction molaire, A.,, :maxima d’émission, ®F :rendement quantique de fluorescence, ®Fy, et
@Fy :rendement quantique de fluorescence de la sonde protonée et déprotonée respectivement. Détermination
des Aep,, ®Fyyy et OFy avec Agye = 405 nm

Les durées de vie des sondes péryléene amine S2 et S3 ont été déterminées dans leurs états protonés
et déprotonés (Tableau IIl - 4). Des durées de vie de 4,77 ns et 4,76 ns pour les états protonés (en
absence de PET) sont déterminés et correspondent a des valeurs proches des durées de vie du péryléne
(t=3,95ns [19]) et des dérivés pérylene (pour le 2,5-di-tert-butylpéryléne par exemple :t = 4,3 ns [18]).
La forme déprotonée des sondes possede une durée de vie réduite en raison du PET et une durée de
déclin de fluorescence de 140 ps a été déterminée pour le composé S3. Les taux de transferts radiatifs
(kr) et non radiatifs (knr) peuvent étre calculés a partir des rendements quantiques de fluorescence
des espéces correspondantes grace aux équations suivantes :

_OF

kr = (Il = 2)

T

1 — ®F
knr = ——— (11 - 3)
T
Les formes déprotonées des sondes de pH présentent bien une diminution du taux de transfert non
radiatif par rapport aux formes protonées, confirmant la présence d’'un mécanisme PET lors de la

déprotonation (Tableau Il - 4).
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Composé Tnns (NS) krnwe (ns™) knruus (ns ™) ™ (ns) krn (ns™) knr (ns™)

S2 4,77 0,15 0,061 0,2 0,10 4,90
S3 4,76 0,17 0,038 0,14 0,50 6,64

Tableau Il - 4 : Durées de vie des sondes pérylene amine S2 et $3 dans leur état protoné (tyy.) et déprotoné (ty)
évalués en solution DMSO/H,0 80 :20 v/v, taux de transferts radiatifs (kr) et non radiatives (knr) correspondants

1.2.b. Détermination du pK, en solution

La réponse des sondes péryléne amine S1, S2 et S3 aux variations de pH a été étudiée en solution et la
déprotonation des sondes induit une extinction de fluorescence en raison d’un mécanisme PET discuté
précédemment. Comme détaillé dans le chapitre précédent, le dosage des sondes de pH avec NaOH
est réalisé dans un mélange de solvants avec I'acquisition des spectres d’absorbance et d’émission. On
rappelle que les termes de ‘pH calculé’ ou ‘pseudo pH’ sont introduits car I'utilisation d’une électrode
de pH n’est pas pertinente dans un mélange de solvants contenant peu d’eau. Le terme ‘dpH’ est
introduit afin de prendre en compte la distribution des sondes dans une matrice [5]. On peut rappeler
I’équation permettant de lier le pH calculé de la solution au pKa de la sonde étudiée en fonction de
I'intensité de fluorescence IF :

(58)

IFMin + Il:'Malx x 10 P

IF = [E5) (111 - 4)
10\ deH J 4 1

Avec IF . le maximum d’intensité de fluorescence observé lorsque la sonde est totalement protonée,
IFmin le minimum d’intensité de fluorescence observé lorsque la sonde est totalement déprotonée, et
dpH le terme permettant de généraliser I’équation au cas d’'une sonde de pH distribuée dans une
matrice solide. Les fits des données proposées en rouge dans les encarts de la Figure Ill - 8 ont été
obtenus par application de cette équation, avec I'algorithme de Levenberg-Marquardt et la méthode
des moindres carrés. Ainsi, des pKa calculés de 9,78 + 0,02, 11,31 + 0,02 et 11,36 * 0,02 ont été
respectivement déterminés pour les sondes de pH pérylene amine S1, S2 et S3. Ces pKa déterminés
en solution aqueuse sont en adéquation avec les pKa classiquement trouvés pour ces fonctions
chimiques.

Le saut de pH brusque observé pour les sondes S2 et S3 n’est pas caractéristique d’une sonde PET de
pH classique. En effet, d’apres I'équation d’Henderson-Hasselback, un saut de pH doit s’étendre sur la
gamme pH = [pKa-1 ; pKa+1] par définition. Afin de comprendre ce comportement, des dosages de la
sonde S2 par NaOH ont été réalisés dans un mélange EtOH/H,0 80 :20 v/v et MeOH/H,0 90 :10 v/v
avec des concentrations faibles en sonde, jusque c = 0,2 UM, mais la méme réponse a été observée
(Figure 1l - 9). Le Tableau Ill - 5 liste les parameétres issus des dosages de la sonde S2 avec une
concentration en sonde variable et différents mélanges de solvants. Les faibles valeurs de dpH
trouvées pour les dosages des sondes S2 et S3 semblent indiquer un phénomeéne d’agrégation des
sondes déprotonées en solution. En effet, les cycles aromatiques tendent a former des interactions
attractives non-covalentes en raison de la présence de liaisons m, conduisant a la formation
d’empilements m-mt. Le suivi de I'absorbance lors du dosage du composé S2 par NaOH réalisé avec une
faible concentration (c=0,22 pM) dans le MeOH/H,0 90 :10 met en évidence une formation d’agrégats
diffusant autour de 500 nm (Figure Ill - 10). Ces agrégats sont dissous lors d’une seconde étape de
protonation de la sonde en solution par ajout de HCI. Ainsi, la forme neutre déprotonée forme des
agrégats en solution diluée et ces agrégats sont dissous lors de la protonation de la sonde chargée.
Réaliser un cycle de déprotonation-reprotonation en solution et suivre I'absorbance de la solution met
donc en évidence un phénomene d’agrégation des formes neutres des sondes pérylene amine S2 et
S3 induisant une extinction de fluorescence, et justifiant les faibles valeurs de dpH trouvées pour des
solutions diluées.
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Comme formalisé par I'équation de Rehm-Weller, I'efficacité du PET inclue un terme d’énergie
coulombienne traduisant la stabilisation de la paire d’ions formée lors du transfert d’électron et
dépendant de la polarité du solvant. En effet, pour un solvant non polaire, les effets électrostatiques
induisent des forces coulombiennes stabilisant les intermédiaires ioniques ou les exciplexes [20]. En
revanche, dans le cas des solvants polaires, les molécules de solvant limitent les forces d’attraction
électrostatiques en occupant un role de ‘barriere’ ; la dissociation ionique en radicaux solvatés et libres
est donc favorisée en milieu polaire ol la barriére énergétiques est plus faible qu’en solvant non
polaire. Ces effets de polarité du solvant induisent une modification du terme AIF caractérisant la
déprotonation des sondes de pH, et une valeur de AIF=0,48 faible est déterminé dans le mélange de
solvants MeOH/H,0 90 :10 v/v en raison du faible ratio volumique en eau (Tableau Il - 5).
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Figure Ill - 8 : Effet de I'addition de NaOH sur les spectres d’émission des sondes péryléne amine des sondes S1 (c
=5,8uM), $2 (c= 1,7 uM) et S3 (c=1,7 uM) dans un milieu DMSO/H,0 80 :20 v/v. A = 405 nm. Les encarts de
chaque courbe de dosage montrent I’évolution d’IF intégrée en fonction du pseudo pH de la solution, ajustée

selon I’équation d’Henderson-Hasselback
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Figure Il - 9 : Dosage de la sonde péryléne amine S2 par NaOH pour diverses concentration en sonde c et
mélanges de solvants

Solvant Concentration en , AIF
(ratio en v/v) sonde 2 (uM) PKa calculé = IFmax = IFmin dpH
DMSO/H,0 80:20 1,7 11,31+ 4,1.10>4 0,93 0,02 + 1,8.10-3
EtOH/H,0 80:20 2,6 11,08 £ 0,01 0,77 0,01+0,06
EtOH/H,0 80:20 1,3 11,32+0,01 0,77 0,03+ 3,7.10-3
MeOH/H,0 90:10 0,22 10,81 £ 0,02 0,48 0,02 £ 0,02

Tableau Il - 5 : Détermination des paramétres pKa, AIF et dpH a partir des dosages de la sonde S2 par NaOH
pour diverses concentrations en sonde c et mélanges de solvants

A B
0.025 | Sonde 2 : déprotonation pH calculé 0.025 | Sonde 2 : protonation pH calculé
3 — 1232
1016 — 1117
——10.80
10.29
0.020 - 10.38 0.020 - 10.60
o 10.46 3 ——10.40
e 1053 g —— 1026
8 0.015¢ ——10.64 8 0015} X ——10.08
S i —10.72 5 [H;0%] —— 964
2 [HOT ——10.82 § 87
< L ——10.88 :
0.010 1093 0.010 5.51
4125 4.77
— 1232 8 ——3.63
0.005 0.005 £ — 167
0.000 . = 0.000 .
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Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure Il - 10 : A-Evolution de I'absorbance lors du dosage de la sonde S2 par NaOH, et B-Lors de la protonation
de la sonde par HCI, solvant :MeOH/H,0 90:10, c=0,22uM

Par ailleurs, le suivi de I’émission de fluorescence lors d’un cycle de protonation-reprotonation en
solution met en évidence la présence d’une hystérése :le chemin de déprotonation de la sonde de pH
pérylene amine S2 n’est pas identique au chemin de protonation (Figure Ill - 11) . Ce phénoméne
singulier d’hystérése est valorisable puisque ces composés peuvent constituer des commutateurs
moléculaires, plus souvent appelés ‘molecular switch’ dans la littérature. Les commutateurs
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moléculaires peuvent servir a la détection de variations locales dans un environnement étudié, comme
la détection d’un seuil de température ou de concentration par exemple [21]. Les commutateurs
moléculaires peuvent également constituer des machines moléculaires caractérisées par des états
ON/OFF ou ‘O’ et ‘1’. De maniére générale, les hystéréses simples sont caractérisées par un état
métastable Y différent d’un état a I'équilibre X entre deux structures A et B, comme illustré en Figure
[Il - 12 par Shigeno et al. dans le cas spécifique d’'une hystérése moléculaire thermique.

. ’ Empilements
< Fo 1.[HO™] i
> & <
1.0 o= & -
E 08}
[}
£
18 +
= 2.[H30
06} ziod |
TTe e o ° 'I“_._
04}

pH calculé

Figure lll - 11 : Evolution de I'intensité de fluorescence de la sonde S2 lors de la déprotonation par ajout de
NaOH, et lors de la protonation par ajout de HCl, MeOH/H,0 90 :10 v/v, c=0,22uM, Ao=405 nm

B: equilibrium i Izl

Concentration

T, T, Ty
Temperature

Figure Ill - 12 : lllustration d’une hystérése moléculaire thermique [21]

L'organisation des sondes pérylene amine dans leurs états protoné et déprotoné est confirmée par
analyse DLS (diffusion dynamique de la lumiere ou Dynamic Light Scattering) permettant de mesurer
la taille des agrégats formés. L'analyse DLS donne acces a la distribution et la taille de protéines,
nanoparticules, polymeres ou agrégats de molécules, caractérisés par leur mouvement brownien en
solution. Le principe de la DLS repose sur I'analyse des fluctuations de I'intensité de lumiére diffusée
par le milieu, a un angle donné, permettant de relier la vitesse de déplacement des particules a leur
taille, en fonction de la viscosité de la solution et son indice de réfraction. Cette technique analytique
repose majoritairement sur le traitement mathématique du signal obtenu mais il est essentiel de
comprendre ses limites expérimentales. Ainsi, d’apres I'étude des limites de détection de I'analyse
DLS par Tomaszewska et al., la technique est adaptée aux mesures d’agrégats sur la gamme 2-500 nm
et la polydispersité d’'un milieu limite la précision de la mesure en raison de I'effet d’écran des
particules de taille supérieure [22]. Pour les mesures présentées, les solvants correspondants ont été
analysés afin de servir de référence sans agrégats.
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Ainsi, le sonde S3 est solubilisée dans un mélange EtOH/H,0 80:20 v/v avec une concentration c=2,6
UM, et dans un mélange MeOH/H,0 90 :10 v/v avec ¢=0,22uM. Le pH calculé des solutions est ajusté
aux valeurs pH = 2 et pH = 12 afin d’observer I'organisation de la sonde dans ses états protoné et
déprotoné. Dans la solution MeOH/H,0 avec une concentration c=0,22 uM, la déprotonation induit la
formation d’agrégats de diametre moyen d = 342 nm (Figure lll - 13-A). De méme, en solution plus
concentrée c=2,6 uM dans I'EtOH/H,0, des agrégats de taille moindre sont présents a I'état protoné
avec un diametre moyen d =5,2 nm. La déprotonation induit une réorganisation des sondes en solution
avec la formation d’agrégats caractérisés par un diamétre moyen super d = 825 nm (Figure Il - 13-B).
Les agrégats formés en milieu basique sont stables et ne sont pas dissous aprés 30 secondes au bain a
ultrasons (Figure Il - 14-B). Une augmentation de la taille des agrégats au cours du temps est identifiée
par des mesures successives et un diametre d’équilibre moyen de 1500 nm dans I'EtOH/H,0 80 :20 v/v
est estimé (Figure Ill - 14).
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Figure Ill - 13 : Distributions en nombre de la taille des agrégats formés par la sonde $S3 en solution A -
MeOH/H,0 90 :10 v/v, c=0,22uM et B — EtOH/H,0 80 :20 v/v, c=2,6uM, déterminées par DLS
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Figure Il - 14 : Distributions en nombre de la taille des agrégats formés par la sonde S3 au cours du temps en
solution EtOH/H,0 80 :20 v/v, c=2,6uM, déterminées par DLS par mesures successives A — avant agitation au
bain d’ultrasons et B — apreés 30 s d’agitation au bain d’ultrasons

Cette agrégation réversible des dérivés péryléne a également été étudié par Cho et al. [23] et Muthuraj
et al. [24] dans le cas des péryléne diimides présentant une solubilité supérieure aux composés
synthétisés ici. Les suivis simultanés de I'absorbance et de I’émission en solution dans les sens de
protonation et déprotonation, couplés a I'analyse DLS, suggérent des phénomenes photophysiques
interdépendants :
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- Une extinction de fluorescence lors de la déprotonation liée au mécanisme PET entre le
pérylene et I'amine déprotonée (Figure Il - 8) ;

- Une agrégation des sondes péryléne amine S2 et S3 causée par une neutralisation de la
molécule :la sonde chargée positivement dans son état protonée ne forme pas d’agrégats en
raison de la répulsion électrostatique. Lors de sa déprotonation, les sondes pérylene non
chargées forment des empilements -1t ;

- Les sondes déprotonées organisées en empilements -t nécessitent d’étre solubilisées afin
d’étre protonées a nouveau, d’ou I’hystérese fonction du pH.

1.3. Synthése et étude de sondes de pH péryléne amine : conclusion

Une sonde péryléne amine secondaire S1 et deux sondes pérylene amine tertiaires S2 et S3 ont été
synthétisées. Les valeurs de pKa =11,31+0,02 et 11,36+0,02 déterminés pour les sondes S2 et S3 lors
de leur déprotonation en solution, associées a une extinction de fluorescence marquée dans des
solvants tels que le DMSO/H,0 ou I'EtOH/H,0 attribuée a un mécanisme PET valident la pertinence de
ces sondes fluorescentes pour le suivi de pH basiques. Une agrégation des sondes S2 et S3 en solution,
lors de leur déprotonation est confirmée par analyse DLS. Cette agrégation induit un phénomeéne
d’extinction de fluorescence. Par ailleurs, les chemins de protonation et déprotonation des sondes
pérylenes amines en solution différent et suggerent I'existence d’un état métastable, caractérisant une
hystérése IF/pH. L’hypothése d’une faible agrégation des sondes péryléne-amine séquestrées dans
une matrice solide, et donc d’absence d’une extinction de fluorescence causée par la formation
d’empilements ni-it est formulée et doit étre vérifiée.
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Il. Synthese et étude d’une sonde de pH péryléne
guanidine

La seconde fonction d’intérét choisie afin de constituer une sonde de pH basée sur un péryléene est la
guanidine, dont la forme basique posséde un pKa ~ 11— 13,5 (Tableau Il - 1).

Il.1. Synthése de la sonde péryléne guanidine

La synthése des guanidines a été introduite par Kampf et al. en 1904 et la fonction guanidine résultait
de la réaction de composés cyanamides avec des amines [25]. Naumiec et al. décrivent par exemple la
synthése de composés guanidines tri-substituées par réaction d’une cyanamide avec un composé X-
aniline (Figure Ill - 15) [26]. Des premiers tests ont donc été réalisés a partir du composé N,N-diethyl
cyanamide et la benzylamine afin de former une fonction guanidine substituée. La Figure lll - 16 résume
les conditions de réaction testées, mais celles-ci n‘ont pas permis de former la guanidine
correspondante.
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Figure Ill - 15 : Synthése de composés N-aryl-N’-(3-substitué)-N’-methylphenyl-guanidines décrite par Naumiec
etal. [26]
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Figure Il - 16 : Essais de synthése d’une fonction guanidine a partir de la N,N-diethylcyanamide

Drake et al. ainsi que Bannard et al. citent les nombreux inconvénients des réactions de cyanamides
avec des amines afin de former une fonction guanidine, dont les faibles rendements, les températures
élevées nécessaires et le risque de polymérisation [27-28]. D’autres voies de synthése ont alors été
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explorées. Une méthode courante permettant d’introduire une fonction guanidine consiste a faire
réagir 'amine avec un dérivé amidine C(=NH)NH, électrophile [27]. Des essais de formation de la
fonction guanidine en deux étapes ont été menés : une premiere étape consistant a synthétiser un
intermédiaire réactionnel permettant de former la fonction guanidine avec addition sur une amine
primaire ou secondaire durant une seconde étape. Katritzky et al. décrivent la synthése d’un
intermédiaire réactionnel benzotriazole-1-carboximidamide permettant de synthétiser des guanidines
di-, tri- ou tetrasubstituées selon le procédé décrit en Figure Il - 17 [29].

H

N —c= NH NH N. NH
N Bty Bt Bty” “Bt, Bt;” "N
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B N\
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Figure Ill - 17 : Formation de la guanidine en deux étapes décrite par Katritzky et al. [29]

Dolzhenko et al. présentent la synthése de composés benzotriazole-1-carboximidamide chlorhydrates
avec réaction en milieu HCI concentré, ce protocole a donc été suivi avant de faire varier les conditions
expérimentales (Figure Ill - 18) [30]. L'obtention du composé 2 sous forme de solide et sa purification
restent complexes. Une synthése verte de composés guanidines trisubstitués en absence de solvant
avec un chauffage au micro-ondes a également été testée comme suggérée par le protocole de
Zahariev et al., faisant réagir un benzotriazole chlorhydrate avec diverses cyanamides, mais le produit
2 est formé avec un rendement faible (33%) [31].
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rendement faible Nmax = 33%

micro-ondes, APTS,
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Figure Il - 18 : Voies de synthése testées pour la synthése de I'intermédiaire réactionnel 2

Des réactions tests ont tout de méme été réalisées avec cet intermédiaire réactionnel 2 et des amines
primaire et secondaire ont été sélectionnées comme composés modeles. Ainsi, la réaction de
I'intermédiaire 2 avec une amine primaire comme la benzylamine permet d’obtenir le composé
guanidine 3 (Figure Il - 19). En revanche, la réaction de I'intermédiaire 2 avec une amine secondaire
de type diphénylamine ne forme par la fonction guanidine correspondante. Ce manque de réactivité
pourrait provenir de I'encombrement stérique de I'amine secondaire sélectionnée comme composé
modele.
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Figure Il - 19 : Synthése d’une fonction guanidine a partir de I'intermédiaire réactionnel synthétisé 2

La purification de I'intermédiaire réactionnel synthétisé 2 étant complexe, une autre voie de synthése
a été explorée. Par ailleurs, Drake et al. notent les nombreux inconvénients de cette voie de synthese,
dont l'utilisation de bases toxiques et odorantes associée a une faible solubilité des produits
synthétisés [27].

Dijols et al. utilisent un composé 1H-pyrazole-1-carboxamidine chlorhydrate commercial 4 dont la
réaction avec des amines aliphatiques réactives permet de former la guanidine correspondante [32].
Des premiéres réactions tests ont donc été réalisées a partir de I'intermédiaire commercial 4 avec des
composés aromatiques présentant des amines primaires. La benzylamine et le composé 1-
pyrenemethylamine ont été sélectionnés comme composés modele. La Figure Il - 20 résume les
conditions expérimentales de ces premiers tests. La formation d’une fonction guanidine sur le
composé 1-pyrenmethylamine conduisant a un bon rendement et un produit pur 6, I'intermédiaire
commercial 4 a été sélectionné afin de former une fonction guanidine a partir de la sonde péryléne N-
octylamine S1 (Figure Ill - 21). Le faible rendement obtenu associé a une purification complexe du
produit invalident l'utilisation de I'intermédiaire 4 afin de former une fonction guanidine a partir

d’amines secondaires de type S1.
@_/NHZ

Produit formé,
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Figure Il - 20 : Synthése d’une fonction guanidine a partir du 1H-pyrazole-1-carboxamidine.HCl et d’‘amines
primaires
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Figure Il - 21 : Synthése de la sonde péryléne N-octyle guanidine $4 a partir de I'intermédiaire commercial 4

Dans le cas des amines peu réactives, Dijols et al. proposent un second mode opératoire faisant
intervenir un intermédiaire N,N’-bis(tertbutyloxycarbonyl)pyrazole-1-carboxamidine ou N,N’-
bis(Boc)pyrazole-1-carboxamidine 7 afin de former une guanidine di-Boc devant étre déprotégée
durant la derniere étape de la synthese. Cette voie de synthése a été explorée afin de tenter
d’augmenter le rendement de la réaction mais la guanidine protégée n’a pas été formée (Figure Ill -
22).
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Figure lll - 22 : Essai de formation de la fonction guanidine protégée a partir de I'intermédiaire di-Boc 7

Verdini et al. développent une voie de guanylation simple faisant intervenir un composé thiocarbamide
ou thiourée di-Boc [33]. De maniere comparable, Powell et al. utilisent un agent de guanylation 1,3-
bis(tertbutoxycarbonyl)-2-methyl-2-2thiopseudourea 8 dont la structure est présentée en Figure lll -
23 [34]. Ce dernier protocole a été utilisé afin de synthétiser la sonde S4. Ainsi, la sonde S4 péryléne
N-octyle guanidine est synthétisée par réaction de guanylation du pérylene octylamine 1 avec I'agent
de guanylation 8 (1 éq.). Aprés 4 heures de réaction a température ambiante dans le DMF, en présence
de triéthylamine NEt3(3 éq.) et de chlorure de mercure HgCl, (1 éq.), le produit est purifié est solubilisé
dans le DCM. Une filtration sur célite permet d’éliminer le mercure et le produit 9 est obtenu avec un
rendement de 75% apres purification sur colonne. La déprotection de la fonction guanidine est
initialement réalisée avec I'acide chlorhydrique HCI 6M dans I'éther afin d’obtenir le péryléne N-octyle
guanidine chlorhydrate. La faible solubilité du produit dans les différents solvants organiques testés
(chloroforme, méthanol, acétone, acétonitrile, diméthylsulfoxyde) ne permet pas de le caractériser en
spectroscopie RMN, ni de réaliser les différentes études spectroscopiques en solution. Une
déprotection du composé 9 par I'acide trifluoroacétique (TFA) dans le DCM permet d’obtenir la sonde
S4 avec un rendement de 70%, présentant une meilleure solubilité. Un échange du contre ion TFA’
avec le contre ion PFs a été réalisé par solubilisation de la sonde S4 dans le méthanol en présence
d’hexafluorophosphate de sodium NaPFs (5 éq.). La précipitation du produit dans I'eau permet de
récupérer le composé S4 avec le contre ion PFg. La solubilité de la sonde avec les contre ions TFA et
PF¢ est comparable.
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Figure Il - 23 : Synthése de la sonde pérylene N-octyle guanidine $4 a partir de I'intermédiaire commercial 8
Il. 2. Etude en solution de la sonde de pH péryléne guanidine

En raison de la faible solubilité de la sonde péryléne N-octyle guanidine S4, les études des propriétés
photophysiques et photochimiques en solution ont été réalisées en absence d’eau, dans des solvants
organiques.

11.2.a. Propriétés photophysiques

Le coefficient d’extinction molaire est déterminé pour la sonde péryléne guanidine S4 dans le DMSO :
€ =25125 L.mol™.cm™.

11.2.b. Déprotonation de la sonde en solution

Des essais de déprotonation de la sonde S4 en présence d’eau afin de définir un ‘pKa calculé’, dans des
mélanges de solvants organiques comme les mélanges MeOH:H,0 80:20 v/v ou DMSO:H20 80:20 v/v,
ont été réalisés mais aucune extinction de fluorescence n’est visible lors de I'ajout de base NaOH.
L'absence d’extinction de fluorescence en milieu aqueux est attribuée a la faible solubilité de la sonde
S4. L'étude de la déprotonation de la sonde S4 présentant un contre-ion PFs en milieu organique avec
la base forte tert-butoxide de sodium CH;CONa permet de mettre en évidence le mécanisme PET entre
le guanidinium et le péryléne, avec une extinction de fluorescence lors de la déprotonation (Figure IlI
- 24-B). Le suivi de 'absorbance met en évidence la formation d’agrégats en solution lors de la
déprotonation avec une diffusion croissante, attribuée a la formation d’empilements t-m comme établi
pour les sondes pérylene amines (Figure Il - 24-A). Une reprotonation de S4 dans le DMSO en fin de
dosage par ajout d’un faible volume d’HCI 6M permet de prouver la réversibilité de la réaction grace a
I"augmentation d’IF d’un facteur 10.
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Figure Il - 24 : Evolution de I'absorbance (A) et de I’émission (B) lors du dosage de la sonde S4 par le tert-
butoxide de sodium, dans le DMSO, c=1,7 uM, A,y = 405 nm

Kim et al. ont étudié la déprotonation d’un anthracéne substitué avec une fonction guanidine di
substituée dont la structure AMG est présentée en Figure Il - 25 — A. Cette sonde fluorescente
présente l'avantage d’étre hydrosoluble, la caractérisation de ses propriétés photophysiques en
fonction du pH est alors réalisée en solution aqueuse. A la différence de la sonde S4, I'absorbance du
composé synthétisé par Kim et al. dépend du pH de la solution (Figure Ill - 25 — B) et une augmentation
d’IF en fonction du ratio volumique d’eau présent dans une solution dioxane/eau permet d’utiliser
cette sonde comme une sonde d’eau. En revanche, de maniére similaire au comportement de la sonde
S4, une extinction de fluorescence en fonction du pH est observée sur lagamme pH =7,0—-13,0 (Figure
lll - 25 — C et D). Kim et al. définissent alors un pKa = 12,2. La sonde S4 correspondant a une guanidine
monosubstituée, I’hypothése d’un pKa proche de 13,0 peut étre formulée. Afin de comprendre la
mécanisme mis en jeu lors de I'extinction de fluorescence de la sonde, Kim et al s’appuient sur des
calculs théoriques et prouvent que le PET n’est pas le mécanisme favorisé pour le composé AMG dans
son état excité. Leur raisonnement est basée sur la modification de la structure lors de la
déprotonation du guanidinium (Figure Ill - 25 — A) ; la sonde chargée positivement AMGH" présente
des électrons délocalisés induisant une géométrie trigonale planaire stable et rigide. A l'inverse, le
composé non chargé AMG présente une géométrie flexible permettant un couplage vibronique entre
la guanidine et I'anthracene. Ce couplage vibronique permettrait une dissipation de I'énergie
d’excitation au niveau de I'anthracéne par interaction entre la guanidine de la structure AMG et les
molécules du solvant environnant. Ce phénomeéne est connu sous le terme de |'effet ‘loose bolt’'[35-
36]. Des calculs théoriques appliqués au cas de la sonde S4 permettraient de confirmer cette théorie.
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Figure Ill - 25 : A — Structure de la sonde de pH et d’eau synthétisée par Kim et al. B - Evolution de I'absorbance

de la sonde dans une solution tampon phosphate en fonction du pH (c=20 uM) C — Evolution de la fluorescence

de la sonde dans une solution tampon phosphate en fonction du pH (c=20 uM, A..=367nm) D — Fit d’IF a A=412
nm en fonction du pH[36]
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I1.3. Synthése et étude d’'une sonde de pH péryléne guanidine :

conclusion

La sonde péryléne N-octyle guanidine S4 est synthétisée a partir de la sonde pérylene amine S1 avec
I"agent de guanylation di-Boc 8 (Figure Ill - 23). La déprotection de la fonction guanidine par HCl conduit
a la sonde S4 chlorhydrate, peu soluble dans la majorité des solvants organiques. L’échange du contre
ion CI" par le TFA ou le PFs permet d’augmenter la solubilité du composé. L'étude des propriétés
photophysiques la sonde S4 est réalisée en absence d’eau et ne permet donc pas de déterminer un
pKa calculé. Une extinction de fluorescence réversible est mise en évidence lors de la déprotonation
de la sonde par le tert-butoxide de sodium dans le DMSO. D’apreés I'étude approfondie de Kim et al.
portant sur un anthracéne substitué avec une guanidine, un couplage vibronique entre la guanidine et
le fluorophore explique I'extinction de fluorescence[36]. Le mécanisme PET envisagé en premier lieu
ne permettrait donc pas d’expliquer I'extinction de fluorescence de la sonde S4 et des calculs
théoriques permettraient de confirmer cette hypothése. Une extinction de fluorescence est tout de
méme observée en solution lors de la déprotonation de la sonde et d’aprés les valeurs de pKa = 13,0 -
13,5 pour les fonctions guanidinium trouvées dans la littérature, la sonde S4 est pertinente pour
I’étude du pH de matériaux cimentaires.
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lll. Hydrogels dopés avec les sondes pérylene

lll. 1. Hydrogels dopés avec les sondes pérylene amine

Les sondes péryléne amine S2 et S3 ont été physiquement piégées dans des matrices hydrogels afin
de constituer des matériaux répondant aux variations de pH. Le choix des hydrogels d’alcool
polyvinylique (PVA) réticulé avec le glutaraldéhyde (GA) afin de constituer des matrices hydrophiles
PVA-GA perméables aux analytes d’intérét et stable en milieu basique, ainsi que I’hydrogel commercial
HydroMed™ D4, est justifié dans le chapitre Il. On s’intéresse a la séquestration physique de la sonde
S$2 dans un hydrogel PVA-GA et dans un hydrogel HydroMed™ DA4. La sonde S3 est physiquement
piégée dans la matrice HydroMed™ D4 et le cas particulier de son greffage covalent dans I’hydrogel
PVA-GA est traité par la suite. Les concentrations en sonde sont exprimées en pmol/g et correspondent
a la quantité de matiere de sonde introduite dans un gramme de solution obtenue par solubilisation
de 'HydroMed™ D4 ou du PVA et GA dans les solvants respectifs.

lll.1.a. Hydrogels HydroMed™ D4

Des hydrogels HydroMed™ D4 dopés avec les sondes péryléne amine S2 et S3 sont préparés selon le
protocole détaillé dans le chapitre Il. Des hydrogels minces sont préparés par application d’une
solution d’HydroMed™ D4 10%m dans le THF dopée avec la sonde de pH correspondante sur un
substrat en HDPE d’épaisseur 0,1 mm. L'utilisation d’un applicateur automatique muni d’un rouleau
fileté de 100 um permet d’obtenir des hydrogels d’épaisseur moyenne 4,9 um. Différentes
concentrations massiques de sonde dissoute dans la solution d’HydroMed™ D4 sont testées. Le profil
d’émission des hydrogels est déterminé a I'aide du montage adapté sur le spectrofluorimetre décrit
dans le chapitre Il et permet de sélectionner la concentration massique en sonde idéale. En effet, un
hydrogel HydroMed™ D4 sans sonde préparé selon le méme protocole sur un substrat en HDPE,
absorbant et émettant peu sur la zone d’intérét, on considere que la sonde de pH fluorescente
contribue exclusivement au spectre d’émission obtenu pour un hydrogel étudié (Figure Il - 26).

—— HydroMed D4 dopé sonde 2, ¢=0,05%,
0.20 - —— HydroMed D4 sans sonde
0.15
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Figure lll - 26 : Spectres d’absorbance d’un hydrogel mince HydroMed™ D4 dopé avec la sonde de pH S2 (c=0,1
umol/g), et d’un hydrogel HydroMed™ D4 non dopé

Ainsi, des concentrations en sonde S2 de 2,45 umol/g et 0,25 umol/g forment des excimeéres et des
agrégats d’apres la bande d’émission centrée a A=580 nm, absente du spectre d’émission en solution
et caractéristique de I'émission d’excimeres formés par le péryléne (Figure Ill - 27) [37]. L’hydrogel
préparé avec une concentration en sonde S2 c=0,1 pmol/g présente une concentration moindre en
excimeres d’apres |'élargissement des bandes d’émission et correspond a la concentration retenue
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pour I’élaboration de I'ensemble des hydrogels étudiés. Des hydrogels avec une concentration c¢=0,05
pmol/g ont également été préparés mais n’ont pas été retenus en raison de leur faible émission.

—— 2,45 pmol/g
—— 0,25 pmol/g
—— 0,1 ymol/g
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Figure Ill - 27 : Evolution du spectre d’émission des hydrogels minces HydroMed™ D4 en fonction de la

concentration massique en sonde S2 et spectre d’émission de la sonde $2 en solution DMSO/H,0 c=1,7uM,
Aexc=405nm

Les hydrogels HydroMed™ D4 minces préparés sur les substrats en HDPE n’ont pas été retenus pour
le développement d’une optode de pH en raison du manque d’adhésion entre 'HydroMed™ D4 et
I"'HDPE lors des mesures en solution. Cet aspect a été discuté dans le chapitre Il et des hydrogels sans
substrat sont préparés par drop casting. La mise en forme des hydrogels par drop casting permet
d’obtenir des hydrogels dopés dont I'épaisseur moyenne de 161 um = 5 um dans leur état hydraté est
mesurée a I'aide d’'un micrometre digital. Le montage de I'optode adapté sur le spectrofluorimétre
permet de modifier le pH de la solution en contact avec I'hydrogel et d’observer 'effet de la variation
du pH sur I’émission des hydrogels HydroMed™ D4. Le pH de la solution est suivi a I'aide d’'un pH-meétre
préalablement calibré. Ainsi, une déprotonation des sondes S2 et S3 physiquement piégées dans
I'HydroMed™ D4 induit une extinction de fluorescence attribuée au mécanisme PET observé en
solution (Figure IIl - 28). La réversibilité de I'extinction de fluorescence signale bien une réponse des
sondes aux variations du pH. Cependant, cette extinction est faible et peu visible a I'ceil nu dans le cas
de la sonde pérylene amine S2 (Figure Il - 28-A et Figure Il - 29-A), suggérant une séquestration de la
sonde dans les domaines hydrophobes de la matrice polyuréthane induisant une inaccessibilité de la
sonde. En revanche, la sonde péryleéne amine S3 piégée dans la méme matrice présente une extinction
de fluorescence proche de 25% et visible a I'ceil nu (Figure Il - 28-B et Figure Il - 29-B). Les
groupements hydroxyles de la sonde S3 lui confere certainement une meilleure solubilité dans les
domaines hydrophiles de la matrice HydroMed™ D4, impliquant une accessibilité améliorée vis-a-vis
des ions hydroxydes et hydroniums. Au vu de I’extinction partielle des hydrogels HydroMed™ D4, la
majorité des sondes pérylene amine S2 et $3 doivent étre séquestrées dans les zones hydrophobes de
la matrice.
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Figure Il - 28 : Evolution de I’émission d’un hydrogel HydroMed™ D4 dopé avec la sonde péryléne amine S2 (A)
et la sonde pérylene amine 83 (B) en fonction du pH, c= 0,1 umol/g, Ae=405nm. Encarts : intégration d’IF en
fonction du pH, ajusté avec la relation d’Hendersen-Hasselbalch selon I’algorithme de Levenberg-Marquardt

couplé a la méthode des moindres carrés

u pH 2

Figure Il - 29 : Hydrogels HydroMed™ D4 dopés avec la sonde péryléne amine 2 (A) et péryléne amine 3 (B) dans
une solution aqueuse a pH=2 et pH=13, A.,.=405nm

Le suivi de I"’émission des sondes S2 et S3 physiquement piégées dans la matrice HydroMed™ D4
permet de définir des valeurs de pKa et dpH selon un raisonnement identique a celui mené en solution.
Ainsi, on définit un pKa = 6,39+0,05 et dpH = 1,240,1 pour la sonde péryléne amine S2 piégée dans
I'HydroMed™ D4. On note qu’lF ne suit pas une évolution selon I'équation d’Henderson-Hasselback
modifiée dans le cas de la sonde de pH S3 (Figure Il - 28-B). Ce comportement peut étre attribué a
I'interaction spécifique entre la sonde et 'HydroMed™ D4. La diminution du pKa par rapport a la sonde
libre en solution, non observée dans le cas de la sonde Naphth-AlkyneOMe physiquement piégée dans
le matrice HydroMed™ D4 par exemple, témoigne d’une interaction spécifique entre la sonde péryléne
amine tertiaire S2 et la matrice polyuréthane HydroMed™ D4. De méme, dans le cas de la sonde S3
physiquement piégée dans I'HydroMed™ D4, un pKa = 5,84+0,13 et dpH = 1,9+0,2 est défini. Cette
interaction spécifique entre un fluorophore aromatique présentant une fonction amine et un
polyuréthane a été identifiée par Draxler et Lippitsch dans le cas spécifique d’un pyrene présentant
une fonction amine tertiaire [38]. Ainsi, le composé N-ethyl-N-(pyren-1-ylmethyl-ethanamine est
physiqguement piégé dans un polyuréthane et les auteurs déterminent un pKa =7,7.

Les hydrogels HydroMed™ D4 dopés avec les sondes S2 ou S3 ont été installés dans I'unité de détection
de I'optode dont le montage est présenté dans le chapitre Il. Des cycles de protonation-déprotonation
des sondes sont effectuées sur des temps longs dans des solutions tampons avec un pH = 4 (tampon
acétate) et pH = 9 (tampon NaHCOs/Na,COs) afin de prouver la réversibilité des sondes de pH piégées
dans I'HydroMed™ D4 et étudier leur photostabilité en fonction du pH. En premier lieu, I’hydrogel
HydroMed™ D4 est positionné seul dans l'unité de détection de 'optode. Les mesures ont donc été
réalisées en absence de référence interne. Le changement de solution tampon induit une variation du
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milieu optique, générant des perturbations de signal non significatives. Ces perturbations du signal ont
été retirées de I'’ensemble des graphiques obtenus avec le montage de 'optode afin d’en améliorer la
lisibilité. Le réglage des détections synchrones a été effectué de maniere a acquérir deux points par
seconde afin de déterminer les temps de réponse des matrices dopées avec précision. Un aussi grand
nombre de point n’est pas nécessaire et une moyenne glissante sur 10 points permet d’améliorer la
lisibilité du signal d’intensité. L’ensemble des données acquises avec le montage de I'optode de pH
sont présentées aprés application d’'une moyenne glissante sur 10 points dans la suite du manuscrit.
Une variation de I'intensité AlIF(pH) ~10 mV en fonction du pH est relevé (Figure Il - 30). La diminution
d’'IF lors de la déprotonation de la sonde est en adéquation avec le mécanisme PET observé en
spectrofluorimétrie. Le signal acquis présente des perturbations du signal, notamment liées aux
variations d’indice optique lors de la manipulation de I'optode. Le choix d’intégrer une référence
interne afin de réaliser des mesures ratiométriques peu perturbées par les variations externes prend
alors sens.

100

90 -
pH=4

IF(pH) (mV)
3

e W

pH=9 pH=9

ya

60 1 1 1 1 1
0 6000 7000 8000 10000 11000 12000

Temps (s)

2000~ 3000 4000
Figure Ill - 30 : Suivi de I'intensité de fluorescence d’un hydrogel HydroMed™ D4 dopé avec la sonde péryléene
amine 83 sur le montage de I'optode, lors de deux cycles de pH = 4 — pH = 9, moyenne glissante sur 10 points

Une membrane de polystyréne dopée avec des quantum dots CdSe/ZnS a été installée entre la lame
de verre et I’hydrogel étudié afin de constituer une référence interne. L'intensité du signal de référence
interne est d’environ 40 mV pour I'’ensemble des mesures et varie peu en fonction du pH, validant le
montage optique et le choix des matériaux constituant la référence interne (Figure Ill - 31-A). Pour
I’ensemble des mesures réalisées a I'aide d’une référence interne, le signal IF(Ref) correspond au signal

collecté au niveau du tube photomultiplicateur (PMT) de la voie de référence, et IF(pH) correspond au
IF(pH)

IF(Ref)

signal collecté au niveau du PMT de la voie de pH. Le rapport entre les deux intensités

correspond alors a une mesure ratiométrique, ou corrigée en fonction de la référence interne.
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Figure Il - 31 : A-Suivi de l'intensité de fluorescence d’un hydrogel HydroMed™ D4 dopé avec la sonde péryléne
amine S3 et de la référence interne au cours du temps, sur le montage de 'optode, lors d’un cycle de pH = 4 —
pH = 9. B- Rapport IF(pH)/IF(Ref) déduit de A

Ainsi, une faible extinction de fluorescence est observée avec I'optode de pH dans le cas d’une
séquestration physique de la sonde péryléne amine S3 dans une matrice HydroMed™ D4. L’ajout d'un
matériau absorbant une partie de I'excitation mais également d’émission engendre un effet de filtre
interne. L'ajout d’'un matériau optiquement absorbant occupant le réle de référence interne conduit
donc a une diminution du rapport AIF mais contribue a la fiabilité de I'optode de pH. La fiabilité de la
mesure étant un critére essentiel au développement d’une optode de pH, le choix de réaliser les
mesures en présence d’'une référence interne a été effectué. Ce choix est également justifié par la
sensibilité du systéme optique développé pouvant relever de faibles variations du signal optique.

De maniere similaire, un hydrogel HydroMed™ D4 dopé avec la sonde de pH pérylene amine S2 a été
installé dans I'unité de détection de I'optode, en présence de la référence interne. De méme, une faible
IF(pH)
IF(Ref)
spectrofluorimétrie, est constaté (Figure Il - 32).

variation du rapport en fonction du pH, en adéquation avec les résultats obtenus en

1.0F
w— pH=4 pH=4
¢ oof
w
Z ) R,
T M M‘mmw
=
L 08
pH=9 pH=9
0.7

1 1 1 1 1 1
0 1500 3000 4500 6000 7500 9000
Temps (s)

Figure Il - 32 : Suivi du rapport IF(pH)/IF(Ref) pour un hydrogel HydroMed™ D4 dopé avec la sonde péryléene
amine S2 au cours du temps, sur le montage de I'optode, lors de cycles de pH =4 —pH =9

Un temps de réponse tgo peut étre défini pour les deux hydrogels HydroMed™ D4 lors du passage de
pH = 4 vers pH = 9. Ainsi, un temps de réponse moyen tygy = 335 s pour la sonde péryléne amine S2
physiquement piégée dans ’'HydroMed™ D4 est obtenu. Un temps de réponse moyen toy = 257 s est
obtenu pour la sonde péryléne amine S3 physiquement piégée dans 'HydroMed™ D4. Ces temps de
réponse sont supérieurs a ceux obtenus pour la sonde NaphthAlkyne-OMe physiquement piégée dans
les hydrogels GAx-PVA10. Ces temps de réponse supérieurs peuvent étre justifiés par la localisation
probable des sondes pérylene amine dans les domaines hydrophobes de la matrice et constituent des
ordres de grandeurs acceptables pour le suivi du pH de matériaux cimentaires. Enfin, la photostabilité
des sondes pérylene amine S2 et S3 piégées dans I'HydroMed™ D4 avec une excitation continue
pendant plus de 2000 s est a noter pour les sondes dans leur état protoné comme déprotoné (Figure
Il - 30 et Figure IIl - 32).

La sonde pérylene S1 présentant une fonction amine secondaire a également été séquestrée dans une
matrice HydroMed™ D4 afin de comprendre si une variation du degré de substitution de I'azote
impacte les interactions spécifiques entre une sonde péryléne amine et un polyuréthane. Ainsi, des
hydrogels HydroMed™ D4 dopés avec la sonde S1 ont été préparés par drop casting de maniére
identique. La déprotonation par une solution de NaOH induit une faible extinction de fluorescence et
un faible pKa = 5,35 + 0,11, ainsi qu’un dpH = 1,8 + 0,2 sont définis pour ces hydrogels. La faible
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extinction de fluorescence La réversibilité de la sonde est confirmée a I'aide du montage de I'optode
et un comportement similaire a I'amine tertiaire (sonde S2) dans la matrice HydroMed est observé. La
réversibilité de la déprotonation est prouvée sur le montage de I'optode (Figure Il - 34). L’ajout d’une
référence interne ne permet pas de visualiser un AIF sur ce montage en raison de I'extinction de
fluorescence faible. La sonde pérylene amine S1 reste photostable. Ainsi, moduler le degré de
substitution de I'azote ne permet pas de limiter les interactions avec la matrice polyuréthane.
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Figure Il - 33 : Evolution de I’émission d’un hydrogel HydroMed™ D4 dopé avec la sonde péryléne amine S1 en
fonction du pH, c=1,2umol/g, Aexc=405nm. Encart : intégration d’IF en fonction du pH, ajusté avec la relation
d’Hendersen-Hasselbalch selon I'algorithme de Levenberg-Marquardt couplé a la méthode des moindres carrés
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Figure Ill - 34 : Suivi d’IF(pH) pour un hydrogel HydroMed™ D4 dopé avec la sonde péryléene amine $1 au cours
du temps, sur le montage de I'optode, lors de cycles de pH =4 —pH =9

Les interactions spécifiques des sondes pérylene amine avec le polyuréthane HydroMed™ D4 induit
une nette diminution du pKa de la sonde, invalidant le choix de cette option pour le suivi du pH de
matériaux cimentaires. Il est intéressant d’étudier le cas d’une séquestration physique d’une sonde
pérylene amine tertiaire dans un hydrogel présentant une composition chimique différente afin
d’établir la présence ou I'absence d’une interaction spécifique dans ce cas. Le choix de piéger la sonde
péryléne amine S2 dans un hydrogel PVA-GA dont la synthese et la mise en forme est maitrisée a été

effectué.
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lll.1.b. Hydrogels PVA-GA

Des hydrogels GA2-PVA10 dopés avec la sonde péryléne amine S2 sont préparés selon le protocole
détaillé dans le chapitre Il. La mise en forme des hydrogels a I'aide d’un applicateur automatique muni
d’un rouleau fileté de 100 um permet d’obtenir des hydrogels dopés minces, dont I'épaisseur moyenne
de 86 um * 5 pum dans leur état déshydraté est mesurée a l'aide d’un micrometre digital. La
comparaison des spectres d’émission de la sonde S2 en solution DMSO/H,0 80 :20 et séquestrée dans
les hydrogels permet de constater une solubilité accrue de la sonde dans une matrice GA-PVA en
comparaison avec la matrice HydroMed™ D4 présentant une concentration identique en sonde de pH.
Un déplacement bathochrome des spectres d’émission pour les hydrogels dopés associés a une
augmentation des largeurs des bandes d’émission par rapport au spectre en solution implique la
présence d’agrégats de sonde dans les hydrogels. L’émission des hydrogels GA2-PVA10 dopés avec la
sonde péryléne amine S2 a été observée en fonction de la variation du pH et une extinction de
fluorescence attribuée a un mécanisme PET entre I'amine déprotonée et le péryléne a permis de
définir les parametres pKa et dpH. Ainsi, la sonde pérylene amine S2 possede un pKa = 7,36 + 0,05 et
dpH = 0,9 + 0,1 lorsqu’elle est physiquement piégée dans une matrice GA2-PVA10. Un temps de
réponse court togg = 148 s est déterminé lors de la déprotonation pour la sonde S2 piégée dans la
matrice GA2-PVA10 grace au montage de |'optode.
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Figure Il - 35 : Spectres d’émission de la sonde S2 solubilisée en solution DMSO/H20 80 :20 v/v ou
physiquement séquestrée dans un hydrogel GA2-PVA10 ou HydroMed™ D4
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Figure lll - 36 : Evolution de I’émission d’un hydrogel GA2-PVA10 dopé avec la sonde péryléne amine $2 en
fonction du pH, c=0,1 umol/g, A.=405nm. Encart : intégration d’IF en fonction du pH, ajusté avec la relation
d’Hendersen-Hasselbalch selon I'algorithme de Levenberg-Marquardt couplé a la méthode des moindres carrés
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La sonde péryléne amine S3 peut-étre greffée de maniere covalente dans une matrice hydrogel GA-
PVA en raison de la présence des groupements hydroxyles (Figure Il - 37). Des hydrogels GA2-PVA10
minces ont été dopés avec la sonde péryléne amine S3, avec une concentration massique Csonge = 0,1
umol/g. Une comparaison des spectres d’émission des hydrogels obtenus prouve la présence
d’agrégats dans le cas d’'une sonde liée de maniere covalente a la matrice PVA-GA (Figure Ill - 38).
D’apres ces spectres d’émissions, la sonde est cependant mieux solubilisée dans la matrice PVA-GA
gue dans la matrice HydroMed™ D4. La comparaison des spectres d’émission de la sonde péryléne
amine S2 physiquement séquestrée dans une matrice GA2-PVA10 (Figure Il - 35) et de la sonde
pérylene amine S3 greffée de maniere covalente dans une matrice GA2-PVA10 (Figure IIl - 38) indique
gu’un greffage covalent naméliore pas la distribution des sondes pérylene amine dans une matrice

GA-PVA.
OH  HCI6M WW
O N\/\’ DMSO, 48h, t.a. oH ' o_d" o0 o
A H K‘\—<
Lt o7 S + QI P
OH OH N0 0 2
0 &,
PVA GA s3 O

Figure Il - 37 : Réticulation de I'alcool polyvinylique (PVA) par le glutaraldéhyde (GA) en présence de la sonde
péryléne amine $3 par catalyse acide a température ambiante
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Figure Il - 38 : Spectres d’émission de la sonde S2 solubilisée en solution DMSO/H20 80 :20 v/v ou
physiquement séquestrée dans un hydrogel GA2-PVA10 ou HydroMed™ D4

L'effet d’'une déprotonation par NaOH sur le spectre d’émission d’un hydrogel GA2-PVA10 est étudié
sur le montage du spectrofluorimétre. Ainsi, une extinction de fluorescence attribuée au mécanisme
PET entre 'amine déprotonée et le pérylene est mise en évidence (Figure lll - 39). Les parameétres pKa
et dpH sont définis : pKa =7,05 + 0.05 et dpH = 1,4 £ 0.1 pour une sonde pérylene amine greffée dans
une matrice GA2-PVA10. Le pKa est sensiblement inférieur a celui obtenu avec une sonde péryléne
amine physiquement piégée dans une matrice GA2-PVA10. Les sondes pérylene amine S2 et S3 ne
possédant pas une structure moléculaire et une solubilité identiques malgré leur fonction amine
tertiaire commune, il est difficile d’interpréter cette différence de pKa en fonction du mode de
séquestration. On remarque toute de méme que l'ajustement des données selon I'équation
d’Hendersen-Hasselbalch modifiée est moins satisfaisant pour la sonde de pH greffée sur la gamme de
pH acide. La variation du mode de séquestration des sondes induit forcément une modification des
interactions entre les sondes et la matrice GA2-PVA10. L’extinction de fluorescence n’étant pas totale,
une partie des sondes ne doit pas étre accessible a la déprotonation par la solution basique. Une
extinction d’environ 40% du signal est tout de méme obtenue et est du méme ordre de grandeur que
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I’extinction obtenue avec la sonde péryléne amine S2 physiquement piégée dans la matrice GA2-
PVA10. Les taux de décroissance de la fluorescence pour la sonde S3 greffée dans la matrice GA2-
PVA10 ont été acquis par des mesures de fluorescence résolues en temps, a pH = 4 et pH = 11 (Figure
Il - 40). Les profils de décroissance multi exponentiels confirment I'organisation en agrégats de la
sonde. Les données sont ajustées avec trois exponentielles en définissant trois taux de décroissance T,
T, et 13 en adéquation avec les taux de décroissance déterminés pour les sondes en solution, avec la
composante élevée témoignant de la présence d’agrégats [39].
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Figure Il - 39 : Evolution de I’émission d’un hydrogel GA2-PVA10 dopé avec la sonde péryléne amine $3 en
fonction du pH, c=0,1 umol/g, A.=405nm. Encart : intégration d’IF en fonction du pH, ajusté avec la relation
d’Hendersen-Hasselbalch selon I'algorithme de Levenberg-Marquardt couplé a la méthode des moindres carrés
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Figure Il - 40 : Décroissance de fluorescence de la sonde $3 greffée dans une matrice GA2-PVA10, dans son état
protoné (pH = 4) et déprotoné (pH = 11), Aexc=405 nm et A.,,=470 nm et constantes multi exponentielles a, T
déduites

Cette extinction de fluorescence est retrouvée sur le montage de I'optode de pH en présence d’une
membrane en PS-quantum dots CdSe/ZnS (Figure Il - 41). Un temps de réponse court tgp = 163 s est
déterminé lors de la déprotonation pour la sonde S3 greffée dans la matrice GA2-PVA10 et est
comparable au temps de réponse obtenu pour la sonde S2 piégée dans une matrice identique.
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Figure Ill - 41 : Suivi du rapport IF(pH)/IF(Ref) pour un hydrogel GA2-PVA10 greffé avec la sonde péryléene amine
S$3 au cours du temps, sur le montage de I'optode, lors de cycles de pH=4—-pH =9

lll. 2. Hydrogels dopés avec la sonde péryléne guanidine

Des hydrogels GA2-PVA10 sont dopés avec la sonde péryléne guanidine S4 et des hydrogels minces
sont mis en forme. La comparaison des spectres d’émission de la sonde en solution et séquestrée dans
la matrice hydrogel prouve une solubilisation satisfaisante de la sonde dans I’hydrogel (Figure Il - 42).
Les spectres d’émission sont acquis en fonction du pH (Figure Il - 43) et I’'hydrogel est immergé dans
I’eau dont le pH est modulé jusqu’une valeur maximale pH = 13,5 avec des ajouts de NaOH. Les
parametres issus du début de la calibration de I’"hydrogel GA2-PVA10 sont pKa = 12,56 + 0,05 et dpH =
0,54 £ 0,08, correspondant a des parameétres adaptés a la mesure du pH des matériaux cimentaires sur
la gamme pH = 11,5-13,5. La faible extinction de fluorescence peut étre liée a une inaccessibilité des
sondes séquestrées dans la matrice. De plus, la valeur du pH maximal atteint en solution aqueuse avec
des ajouts de NaOH étant de 13,5, le pKa déterminé peut étre sous-estimé. Enfin, comme vu lors de
I’étude de la sonde S4 en solution, I'extinction de fluorescence ne peut étre uniquement attribuée a
un mécanisme PET. L’effet ‘loose bolt’ décrit précédemment pourrait expliquer cette faible extinction
de fluorescence pour une sonde séquestrée en matrice solide. Malgré ces incertitudes, le pKa et le
parameétre dpH déterminés pour cet hydrogel dopé sont adaptés a la mesure du pH des matériaux
cimentaires au jeune age. Des mesures de photostabilité des hydrogels en solution basique
permettraient de confirmer leurs performances et leur utilisation pour I'étude des matériaux
cimentaires.

—— DMSO

101 —— GA2-PVA10

0.8

06

IF (norm.)

04+

00 Il L L L
450 500 550 600 650 700

Longueur d'onde (nm)

Chapitre Ill — Développement d’optodes de pH basées sur des sondes péryléne 216



Figure Ill - 42 : Spectres d’émission de la sonde S4 dans le DMSO (c=1,7 uM) et dans une matrice GA2-PVA10
(c=0,1 umol/g)

Contrairement aux hydrogels dopés avec les sondes péryléene amine S1, S2 et S3, l'interaction
spécifique sonde-matrice induit une diminution plus faible du pKa de la fonction chimique séquestrée.
L’extinction partielle d’IF suggere une inaccessibilité de la sonde S4 dans I'hydrogel, vis-a-vis des ions
HO". Un parametre AIF sensiblement supérieur était obtenu pour les hydrogels GA2-PVA10 dopés avec
les sondes pérylene amine S2 et S3. La faible solubilité de la sonde S4 peut induire une formation
d’agrégats dans I’hydrogel GA2-PVA10, conduisant a une faible extinction lors de la déprotonation. A
ce comportement s’ajoute la limitation des valeurs de pH atteintes en solution aqueuse avec I'ajout de
NaOH, ne permettant pas d’obtenir la fin de la courbe de calibration.
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Figure Il - 43 : Spectres d’émission d’un hydrogel GA2-PVA10 mince dopé avec la sonde péryléne guanidine S4
en fonction du pH, Csonge =0,1 umol/q, Aexc=405 nm

l1l.3. Elaboration et caractérisation d’hydrogels dopés avec les sondes de

pH basées sur un péryléne : conclusion

Les sondes péryléne amine S2 et S3 ont été séquestrées dans des matrices hydrogels afin de constituer
des hydrogels répondant aux variations de pH. Afin d’étudier I'influence du mode de séquestration sur
la réponse des hydrogels et des interactions sonde-matrice, la sonde péryléne amine S3 a été greffée
dans un hydrogel GA2-PVA10 et physiquement piégée dans un polyuréthane HydroMed™ D4. La sonde
S2 a été physiquement piégée dans les hydrogels GA2-PVA10 et HydroMed™ D4. La sonde S1 a été
physiqguement piégée dans la matrice HydroMed™ D4. L'effet de la déprotonation sur I’émission de
ces hydrogels a été étudiée sur le montage de spectrofluorimétrie et sur celui de 'optode de pH. Les
caractéristiques déduites de ces études sont récapitulées dans le Tableau Ill - 6.

‘Z:":: DMSO/H,0 80:20 v/v GA2-PVA10 HydroMed™ D4
pKa AIF pKa dpH AIF too (s) pKa dpH AIF tgo ()
s1 9,78 0,67 - - - 535 18 012 625
s2 11,31 0,94 736 | 09 | 037 | 148 639 13 012 | 335
s3 11,36 0,91 702 14 033 163 58 19 021 257
s4 - - 1256 | 05 | 027 - - - . -

Tableau Ill - 6 : Valeurs des pKa, AlIF=Ima-Imin €t too des sondes pérylene $1 a S4 en solution DMSO/H,0 ou
séquestrées dans les hydrogels GA2-PVA10 ou HydroMed™ D4
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Ainsi, une nette diminution du pKa des sondes pérylene amine S1, S2 et S3 a été identifiée lors de leur
séquestration dans des hydrogels GA-PVA et polyuréthane (HydroMed™ D4) et est attribuée a une
interaction spécifique entre les sondes péryléne amine et les hydrogels. L’extinction de fluorescence,
caractérisée par le parameétre AIF, est faible dans le cas de la séquestration des sondes dans
I'HydroMed™ D4. Cette faible extinction suggere une localisation des sondes de pH dans les domaines
hydrophobes du polyuréthane commercial, les rendant inaccessibles vis-a-vis des ions H;0" et HO™. Une
extinction de fluorescence d’environ 40% du signal est obtenu pour les hydrogels GA2-PVA10,
suggérant qu’une partie des sondes restent inaccessibles aux analytes H;O" et HO". Le mode de
séquestration (greffage covalent ou piégeage physique) influe peu sur le pKa, le temps de réponse tq
ou le paramétre AIF. Le montage de I'optode met en évidence une photostabilité des sondes péryléene
amine piégées dans les hydrogels durant plus de 2000 s d’excitation, mais ces matériaux ne sont pas
adaptés a la mesure de pH basique en raison de leur faible pKa résultant de leurs interactions avec les
matrices PVA-GA et polyuréthane. De méme, la sonde péryléne guanidine S4 a été physiquement
séquestrée dans une matrice GA2-PVA10 et un pKa = 12,56 avec un parametre dpH = 0,54 ont été
déterminés, permettant la mesure de pH basiques sur la gamme pH = 11,5-13,5. Malgré une faible
extinction de cet hydrogel, ce dernier offre la possibilité de réaliser des mesures en solutions aqueuses
en contact avec des pates de ciment ordinaire par exemple.

Comme établi dans le chapitre Il, les hydrogels dopés avec les sondes de pH fluorescentes présentent
une intensité de fluorescence dépendant de leur degré d’hydratation, et donc de leur volume. Dans le
cas d’une mesure du pH in situ des matériaux cimentaires, il est pertinent de s’orienter vers une
matrice dont le volume varie peu en fonction de son état d’hydratation. La cellulose a été sélectionnée
afin de constituer une matrice solide pouvant étre fonctionnalisée avec des sondes de pH fluorescentes
par un greffage covalent.
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IV. Cellulose greffée avec les sondes péryléene

IV.1. Modification de la cellulose pour un greffage de la sonde de pH par

chimie click

La cellulose correspond a un biopolymére largement utilisé pour le développement de biomatériaux
et de matériaux innovants. La cellulose constitue un matériau biosourcé, résistant aux pH basiques et
dont le volume varie peu une fois traitée en milieu alcalin. De plus, la diffusion des ions est favorisée a
travers les matrices cellulosiques poreuses, confirmant I'intérét du matériau afin de constituer une
matrice solide pour le développement d’optodes. Ses propriétés mécaniques alliées a une densité et
un rapport d’aspect adaptables en font une plateforme intéressante pour sa fonctionnalisation. Cette
fonctionnalisation est notamment justifiée par le grand nombre de groupements hydroxyles réactifs
présents en surface de la cellulose. Ainsi, la cellulose peut étre fonctionnalisée avec différents
groupements tels que des aldéhydes, des acides carboxyliques et des amines, conférant des propriétés
physico-chimiques intéressantes. Les composés greffés en surface de la cellulose peuvent
correspondre a des protéines, des nanoparticules métalliques, des antibiotiques ou d’autres
polymeres [40]. La cellulose offre la possibilité de greffer les sondes de pH en surface de la matrice,
par opposition a un piégeage physique des sondes moléculaires ou un greffage covalent dans un
polymére, permettant de limiter les interactions sonde-matrice. Les groupements couramment greffés
en surface de la cellulose correspondent a des sulfates, aldéhydes, amines, phosphates ou carboxylates
[40]. Les réactions d’estérification sont souvent utilisées pour la fonctionnalisation des surfaces en
cellulose mais I'instabilité des esters en milieu basique élimine cette voie pour I'application visée [8].
L’option retenue pour le greffage d’'une sonde de pH sur la cellulose est alors une réaction de chimie
click.

Le domaine de la chimie click, introduite par Sharpless et al. en 2001, décrit 'assemblage de deux
entités par une liaison C-X-C (X : hétéroatome) grace a une réaction sélective, rapide et offrant des
rendements élevés, inspirée des réactions spontanées se produisant dans le nature [41]. Le domaine
de la chimie click repose sur le principe d’économie d’atomes afin de réaliser une réaction efficace,
sans former de sous-produits et sans engendrer de produits toxiques. Les réactions dites « clicks »
présentent généralement plusieurs avantages dont des conditions de réactions simples (insensibilité a
I'oxygene et a I'eau), de faibles volumes de solvant, des produits de réactions facilement isolés et
purifiés afin d’obtenir des produits stables. Ces critéres ne sont atteignables qu’en conditions
thermodynamiquement favorables. La chimie click est souvent exploitée afin de fonctionnaliser des
surfaces en raison de I'absence d’étapes de purification, des rendements élevés obtenus et de la
possibilité d’assembler deux structures de nature différentes telles qu’un biopolymeére et une molécule
fluorescente. Plusieurs réactions ont été identifiées comme réactions click dont les réactions de :

- cycloadditions (3+2) de type cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen catalysée par le Cu(l) ;
- cycloadditions (4+1) entre les isonitriles ou isocyanides et les tetrazines ;

- couplage thiol-alcéne ;

- Diels-Alder (addition d’un alcéne a un diéne conjugué pour former un cyclohexéne) ;

- Staudinger (réaction azoture-phosphine pour former un iminophosphorane).

La réaction de cycloaddition azide-alcyne (3+2) catalysée par le Cu(l) est la plus largement étudiée,
probablement en raison de sa sélectivité. En effet, |'azoture constitue un groupement absent de la
majorité des composés naturels et possede une réactivité quasi nulle avec les biomolécules naturelles,
rendant sa réactivité trés sélective. L’azoture stable est capable de réagir avec des phosphines ou des
alcynes activés. La réaction d’1,3 cycloaddition initialement décrite par Huisgen en 1960, faisant
intervenir des groupements azotures et alcynes non activés en absence de catalyseur, requiére des
températures ou des pressions élevées et conduit a I'obtention des composés 1,4 et 1,5-triazoles.
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Cette réaction ne répond donc pas aux critéres d’une réaction de chimie click. Les équipes de
Rostovtsev et Tornoe optimisent indépendamment les conditions de réaction en utilisant le catalyseur
Cu(l) permettant de diminuer la barriére d’activation de 11 kcal/mol[42]. La réaction rapide de chimie
click ainsi décrite est menée a température ambiante et permet d’augmenter la régiosélectivité en

produisant des produits 1,2,3-triazole 1,4-disubstitués (Figure Il - 44). Ben Al Ayouchia et al.
confirment par le calcul théorique le mécanisme de cycloaddition entre un azoture et un alcyne
catalysé par le Cu(l) introduit par Fokin et al. (Figure Il - 44) [43-44]. Ainsi, deux atomes Cu(l)

formeraient une liaison o et une complexation 1 afin de former un acétylure dinucléaire. La formation
d’un complexe intermédiaire permet de former un triazolyle se protonant en 1,2,3-triazole 1,4-
disubstitué.
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Figure Ill - 44 : Mécanisme de cycloaddition entre un azoture et un alcyne catalysé par Cu(l) proposé par Ben El
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Trois stratégies de 1,3-cycloaddition azoture-alcyne catalysée par le Cu(l) peuvent étre appliquées a la
cellulose[45] :

L’adsorption de I'azoture ou de I'alcyne en surface de la cellulose[46-47]

- La modification en surface de la cellulose avec des chaines alcyne-terminal afin d’y greffer des
molécules présentant des groupements azotures[48]

- La modification en surface de la cellulose avec des groupements azotures afin d’y greffer des
molécules présentant des alcynes en position terminale[45, 49-50].

La premiere stratégie d’adsorption n’a pas été considérée afin de se focaliser vers un systeme constitué
de liaisons purement covalentes. Le choix de la troisieme stratégie consistant a former des
groupements azoture en surface de la cellulose afin de greffer des sondes de pH dont la structure
moléculaire inclue d’'un groupement alcyne terminal a été fait.

L'utilisation de cellulose de qualité analytique (feuilles de cellulose Whatman® 1 CHR 87g/m?) permet
d’assurer la pureté de la matrice obtenue et la reproductibilité du protocole. Les feuilles de cellulose
sont découpées dans un format 5x5 cm? avant d’étre traitées. L’ensemble des étapes de modification
de la cellulose ont été effectuées a I'aide d’un agitateur orbital afin de conserver I'intégrité des feuilles
de cellulose. Une premiére étape comparable a un procédé de mercerisation consiste a agiter les
feuilles de cellulose dans une solution aqueuse de NaOH 10%,, a 25°C, pendant 24 heures (Figure Ill -
46). Cette étape d’activation permet de rompre les liaisons hydrogene intra fibres et d’augmenter
I'accessibilité et la réactivité des zones inertes et ordonnées de la cellulose. Nongbe et al. démontrent
une augmentation de la surface spécifique d’un facteur supérieur a cinq grace a l'application de cette
premiére étape sur la cellulose [45]. La cellulose est rincée dans I'éthanol afin de neutraliser le
matériau, et conservée dans I’éthanol avant la seconde étape de modification. Cette étape d’activation
des sites inertes de la cellulose conduit a une augmentation de I'épaisseur des feuilles de cellulose,
accompagnée d’une diminution de leur surface. Ce gonflement des fibres de cellulose est constaté
durant les procédés classiques de mercerisation appliqués en industrie : la rupture des liaisons
hydrogene permet de séparer les fibres de cellulose, de modifier leur orientation mais impacte
également la cristallinité de la cellulose et la morphologie des fibres (Figure Il - 45 [51]).
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Figure Ill - 45 : Images MEB de fibres de cellulose non traitées (gauche) et mercerisées (droite). Grossissement
X2200 [51]

La synthése de la cellulose-N; est réalisée selon le protocole décrit par Nongbe et al. [45]. La tosylation
de la cellulose est réalisée a 40°C, avec 1 équivalent de chlorure de 4-toluénesulfonyle (TsCl) dans la
pyridine (Figure Ill - 46). Aprés 20 heures de réaction, la cellulose est rincée dans |'acétonitrile puis
séchée sous vide a 60°C afin d’éliminer les traces résiduelles de pyridine et de TsCl. Une derniére étape
permet d’azoturer les sites tosylés de la cellulose : celle-ci est réalisée dans du N,N-Diméthylformamide
(DMF) avec 7 équivalents d’azoture de sodium NaNs. La réaction est poursuivie durant 40 heures a
60°C. La cellulose est finalement rincée dans I'eau distillée, I'acétone, I'éthanol et le dichlorométhane
afin d’éliminer les traces de réactifs résiduels. La cellulose est séchée puis conservée sous vide jusque
I’étape de greffage de la sonde moléculaire de pH. La cellulose-N; ainsi obtenue est hydrophobe en
raison de la présence des groupements azoture en surface.

NaOH 10%, (o}
o
\:\f"\ 25 C, 24h WO\ o HO
S o A
o
o
TsCl, pyridine
40°C, 20h
NaNs, DMF

OTs
60 C, 40h OH
\f\f\"\ %\fj \rJ\J\ ﬁ/ HO
o o
o A
OH
OH
Figure Ill - 46 : Préparation de la cellulose pour un greffage d’une sonde de pH en surface par chimie click. La

cellulose est mercerisée pendant 24h dans un milieu basique (NaOH 10%,,). Une tosylation de la cellulose
mercerisée précede I’étape finale d’azoturation.

Le traitement et la modification de la cellulose est suivie par spectroscopie infra-rouge a transformée
de Fourier (IR-TF). La cellulose est caractérisée par les bandes caractéristiques de vibration
d’élongation Vo = 3400 cm™, vy = 2900 cm™ et ve.o.c = 1100 cm™ (Figure 11l - 47). Une bande de faible
intensité 8y0 = 1641 cm™ est caractéristique de I’eau adsorbée sur la cellulose. L’étape de tosylation
de la cellulose activée est confirmée par la présence des bandes caractéristiques de vibration
d’élongation vc.c = 1596 cm™, Vagsoo = 1351 cm™, vg,s0, = 1172 cm™ et la bande de déformation
angulaire 6-cy = 812 cm™. La formation de groupements azoture sur les sites de tosylation est
confirmée par la disparition quasi-totale des bandes de vibration Ve, Vasso2 Vsisoz €t S-ch,
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accompagnée de I'apparition d’une bande de vibration caractéristique de I'azoture vas,n3 = 2108 cm™
(Figure Il - 48). La stabilité de la cellulose-N3 est mise en évidence par une analyse du matériau par
spectroscopie IR-TF aprés six mois ; I'ensemble des bandes caractéristiques sont conservées. La
spectroscopie IR-TF ne permet cependant pas d’accéder au nombre de sites hydroxyles effectivement
fonctionnalisés et une analyse XPS (spectrométrie photoélectronique X) permettrait d’accéder a cette
information.
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Figure Ill - 47 : Mise en évidence de la tosylation de la cellulose par spectroscopie infrarouge (IR-TF)
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Figure Ill - 48 : Mise en évidence de I'azoturation de la cellulose par spectroscopie infrarouge (IR-TF)

IV.2. Fonctionnalisation de la cellulose-N; par chimie click

IV.2.a. Synthéses de sondes de pH pour fonctionnaliser la cellulose

Les sondes de pH doivent présenter un alcyne terminal afin de pouvoir étre greffées sur la cellulose-
N3 par une réaction de type 1,3-cycloaddition azoture-alcyne.

Selon un raisonnement similaire a la synthése de la sonde S4, consistant a réaliser la guanylation d’une
amine secondaire par I'agent de guanylation 8, la premiere stratégie de synthese explorée afin
d’obtenir une sonde pérylene guanidine présentant un alcyne terminal a consisté a synthétiser le
composé 10 (Figure Ill - 49). Une amination réductrice du pérylene-3-carbaldehyde 1 avec la
propargylamine (10 éq.) en présence de 0,03 éq. d’APTS permet de former I'iminium, réduit in situ par
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I'ajout de 3 éq. de NaBH, selon le protocole décrit par Asseline et Cheng (Figure Il - 49) [10]. Le
composé 10 est obtenu avec un rendement de 61% apres purification.

O Propargylamine, /N/ MeOH,NaBH, HN/
S R |0 oSy

. ()
O " wem KO0 w0

1 — — 10
n=61%

Figure Ill - 49 : Amination réductrice de péryléne-3-carbaldehyde 1 par la propargylamine

Des essais de guanylation du composé 10 avec lintermédiaire commercial 1H-pyrazole-1-
carboxamidine chlorhydrate 4 sont réalisés selon le protocole décrit par Dijols et al. pour le cas des
amines aliphatiques réactives [32]. Les conditions expérimentales sont décrites en Figure Ill - 50 mais
ne permettent pas de former le composé cible, probablement en raison de la faible solubilité du
composé 10. Afin d’augmenter cette solubilité, une amine primaire 10 présentant une chaine plus
longue avec un atome d’oxygene a été synthétisée, avec I'objectif de réaliser une amination réductrice
avec le composé 1. Le composé 10 a été synthétisé par le protocole décrit par Lau et al. [52] et |a Figure
Il - 51 décrit le protocole suivi. La réaction de I'éthanolamine N-Boc avec 2 éq. de bromure de
propargyle en présence d’iodure de tétra-n-butylammonium (TBAI, 0,1 éq.) et d’iodure de sodium Nal
(0,1 éq.) permet de former I'amine 11 protégée avec un rendement de 80%. La déprotection de I'amine
dans I’'HCI 2M dans I'éther ne permet pas d’obtenir le composé 11. La déprotection est donc réalisée
par le TFA, apres solubilisation du composé dans le DCM et I'ajout de 10 éq. de TFA selon le protocole
décrit par Tommasi et al. [53]. La solution est agitée a température ambiante pendant 2 h et le
composé déprotégé précipite en solution sous forme d’ammonium. Une extraction en milieu basique
permet d’isoler I'amine 11 avec un rendement de 46%. Le rendement faible est expliqué par les essais
de déprotection dans I'HCI.

Vi N Hel i NH /
%WM . qﬁ*@
O O DMF, DIPEA O O

60°C-70°C,12-48h

Figure Il - 50 : Essai de guanylation du composé 10 avec I'intermédiaire commercial 4
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Figure Ill - 51 : Synthése de 'amine 11

Le protocole de Cai et al. permet de former I'imine avec le composé 1 (Figure Il - 52) [54]. Le composé
1 est solubilisé dans le DCM avant I'ajout de 6,4 éqg. de I'amine 10 et de 1,6 éq. de CITi(OEt);. Aprés
agitation a température ambiante durant 12h, I'imine formée est réduite in situ avec I'ajout d’1,6 éq.
de NaBH(OAc)s. Apres purification sur colonne, le composé 12 est obtenu avec un rendement de 84%.
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Des essais de guanylation de I'amine 12 sont réalisés selon le protocole décrit par Dijols et al. [32], a
température ambiante et a 60°C, mais malgré la solubilité de 'amine 11, la fonction guanidine n’est
pas formée. La guanylation de composés pérylene amines secondaires comme les composés 10 et 12
semble donc difficile avec I'intermédiaire commercial 4.

g g
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Figure Ill - 52 : Synthése du composé péryléne amine présentant un alcyne terminal 12
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Figure Ill - 53 : Essai de guanylation du composé 12 avec l'intermédiaire commercial 4

Dijols et al. suggérent I'utilisation de I'agent de guanylation 7 dans le cas des amines peu réactives [32].
Des essais de guanylation du composé 12 avec l'intermédiaire 7 sont donc réalisés en variant les
conditions expérimentales mais ne permettent pas d’obtenir la guanidine protégée (Figure Ill - 54).
Powell et al. ont recours a I’'agent de guanylation 8, utilisé pour la synthése de la sonde S4 [34]. L'agent
de guanylation 8 ne permet pas de former la guanidine a partir de I'amine secondaire 12 (Figure Ill -
54).
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Figure Ill - 54 : Essai de guanylation du composé 12 avec les agents de guanylations 7 et 8
Heemoon et al. synthétisent un anthracene substitué avec une fonction guanidine grace a la

substitution nucléophile d’'un composé 9-(chloromethyl)anthracene par le sulfate de 1,1-
dimethylguanidine [36]. Ce protocole a été adapté au cas du pérylene et est détaillé en Figure Ill - 56.
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Le composé 15 est synthétisé selon un protocole détaillé par Jager et al., par formation d’une fonction
guanidine avec l'intermédiaire 4 [55]. La propargylamine est utilisée afin d’introduire I'alcyne terminal
dans la structure moléculaire et la guanidine est formée en présence de triéthylamine, dans le DMF
avec un rendement de 37% (Figure IIl - 55).

®NH
[ \ F 2
N NEt;, DM J\

HN T F i HCl ///\H NH, Cl
HNZ NH, ta. 16 h
15
4 n=237%

Figure Ill - 55 : Synthése du composé 15 avec l'intermédiaire réactionnel 4

Le pérylene-3-ylméthanol 13 est obtenu par réduction du péryléne-3-carbaldéhyde 1 par NaBH, selon
le protocole décrit par Qiu et al. [56]. Ainsi, le composé 1 est solubilisé dans le THF et une solution de
NaBH, dans le méthanol (1 éq.) est ajouté au goutte a goutte durant 2h de réaction a température
ambiante. La réaction est poursuivie durant 4 h et le composé 13 est obtenu avec un rendement de
50% apres purification sur colonne. Le bromométhylpérylene 14 est obtenu par solubilisation du
composé 13 dans le tétrachlorométhane CCl, puis ajout de 1,2 éq. de tribromure de phosphore PBr;
[56]. Apres 2 h de reflux, le produit est précipité et lavé dans le MeOH. Le produit 14 est obtenu avec
un rendement de 72%. La derniére étape de la synthése consiste a isoler le composé 1-(prop-2-yn-1-
yl) guanidine 15 déprotoné en solubilisant 2 éq. du composé 15 dans le DMF avec du tamis moléculaire
et ’hydroxyde de césium hydraté. Le composé 14 est introduit apres 30 min de réaction a température
ambiante et la réaction est poursuivie durant 18 h. Apres purification, la sonde S5 est obtenue et isolée
avec le contre ion Br, avec un rendement de 80%. Comme discuté précédemment, un échange du
contre ion par solubilisation du composé dans le MeOH et I'ajout de 5 éq. de NaPFg permet d’isoler la
sonde S5 avec un contre ion PFg, présentant une meilleur solubilité.

H,N N/\ //
NaBH4 dans MeOH pB | DMF, CsOH HN—(
. . o . .
ta., 6h reflux, 2h ta., 18h O
1 13
n=50% n=72% n= 80%

Figure lll - 56 : Synthése de la sonde S5 péryléne guanidine avec un alcyne terminal

D’apres I'étude de la déprotonation des sondes pérylene amine en solution et des valeurs de pKa
calculés pour les sondes S1 a S3, la synthése d’'une amine tertiaire caractérisée par un pKa proche de
11,0 a 11,5 et pouvant se greffer sur la cellulose est intéressant dans le cadre de la mesure du pH sur
la gamme pH = 10,5-13,5. La méthylation du composé 12 permet d’obtenir une sonde pérylene amine
tertiaire avec un alcyne terminale S6. Le protocole décrit par Wang et al. et appliqué dans le cadre de
la synthese de la sonde S2 permet de méthyler les amines secondaires avec le formaldéhyde et une
réduction avec NaBH(OAc); permet d’obtenir la sonde S6 avec un rendement de 76% [15].
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Figure Il - 57 : Synthése de la sonde S6 par méthylation de I'amine 12

IV.2.b. Réaction de chimie click sur la cellulose-N;

La cellulose-N; est greffée avec la sonde pérylene amine S6 par une réaction de cycloaddition azide-
alcyne catalysée par le Cu(l) (Figure 11l - 58). Différents ratios massiques sonde : azoture ont été testés :
1:1, 1:10, 1:25, 1:50 et 1:100, correspondant aux concentrations Csnge = 2,65 pmol/mg, 0,26 pmol/mg,
0,11 umol/mg, 0,05 pumol/mg et 0,03 pmol/mg de cellulose-Ns. Les spectres d’émission obtenus en
placant l'unité de détection du montage de spectrofluorimetre dans une solution aqueuse de pH
variable mettent en évidence un phénomeéne d’agrégation des sondes en surface de la cellulose ou
une formation d’exciméres pour les concentrations les plus élevées (Figure Il - 59). Le caractére
hydrophobe de la cellulose-N; est exacerbé par I'addition de composés hydrophobes, pouvant
conduire a I'agrégation des sondes en surface de la cellulose en contact avec la solution aqueuse. En
effet, un angle de contact élevé peut-étre visualisé lors du simple dép6t d’une goutte d’eau en surface
de la cellulose greffée. Le spectre d’émission de la cellulose greffée immergée dans I’eau est acquis au
cours du temps sans irradiation continue afin de ne pas observer un éventuel photoblanchiment
(Figure Ill - 60). Une évolution des spectres d’émission suggere une hydratation lente de la matrice
certainement associée a une réorganisation des sondes en surface de la cellulose.
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Figure Il - 58 : Greffage de la sonde de pH S6 sur la cellulose-Ns par chimie click
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Figure Il - 59 : Spectres d’émission de la cellulose-N; greffée avec la sonde péryléne amine $6, en fonction de la
concentration en sonde, Ao .=405 nm
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Figure lll - 60 : Spectres d’émission de la cellulose N3 greffée avec la sonde péryléne amine $6 immergée dans
I'eau, au cours du temps, Ae =405 NnM. A — Csonge = 0,26 umol/mg de cellulose-N; et B - Csopge = 0,05 umol/mg de
cellulose-N;

Des essais de déprotonation et protonation de la matrice greffée sont réalisés afin de déterminer si la
sonde ainsi greffée est accessible aux ions H;0" et HO™ (Figure Il - 61). Les spectres d’émission sont
acquis au cours du temps et la cellulose placée dans I'unité de détection est uniquement excitée au
cours de l'acquisition afin d’éliminer la contribution d’un éventuel photoblanchiment. Le pH de la
solution d’immersion est modifié avec I'ajout de solutions aqueuses de NaOH et HCIl. Un pH-metre
préalablement calibré permet de mesurer le pH de la solution d’immersion au cours du temps. En
raison des temps d’équilibre longs, une déprotonation ou une protonation totale n’est pas effectuée
et I’étude effectuée revét un caractere qualitatif. Ainsi, une déprotonation de la sonde péryléene amine
S6 conduit a une extinction partielle et réversible de la fluorescence, correspondant au phénomeéne
observé en solution. Cette extinction de fluorescence est effectivement observée en solution, en raison
d’un mécanisme PET entre I'amine déprotonée et le péryléne. La réversibilité de I'extinction de
fluorescence indique une réponse de la sonde greffée aux variations de pH.
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Figure Il - 61 : Evolution d’IF intégrée pour la cellulose greffée avec la sonde péryléne amine S6 en fonction du
pH au cours du temps, Ao =405 Nm. A : Csonge = 0,26 umol/mg de cellulose-Ns et B : Csonge = 0,11 umol/mg de
cellulose-N;
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La diminution de la concentration en sonde afin de limiter la formation d’agrégats ne permet pas
d’obtenir une extinction totale de la fluorescence (Figure Ill - 62). L'inaccessibilité des sondes greffées
en surface de la cellulose vis-a-vis des ions H;0" et HO  semble peu probable.
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Figure Il - 62 : Spectre d’émission de la cellulose N3 greffée avec la sonde péryléne amine S6 en fonction du pH,
Csonde = 0,05 umol/mg de cellulose-N3, A..=405 nm

Des temps de réponse rapides associés a une extinction totale de la fluorescence étaient attendus pour
une sonde greffée en surface de la cellulose. L’hydrophobicité de la cellulose greffée pourrait
contribuer aux temps de réponse longs. Des mesures d’angles de contact lors du dépot d’une goutte
d’eau sur la cellulose fonctionnalisée permettent de quantifier la mouillabilité de la surface. Pour cela,
un montage de mesure d’angle de contact par méthode de la goutte posée (sessile drop) a été utilisé.
La surface étudiée est déposée sur une platine et une goutte d’eau millipore avec un volume V = 1,0
pL est déposée en surface a I'aide d’une seringue fixe, a température ambiante. Une source de lumiére
blanche couplée a une caméra CCD permet d’acquérir une image traitée par le logiciel Visiodrop par la
suite (Figure Ill - 63 - A). La mesure de I'angle de contact est réalisée aux interfaces goutte-surface
situées a droite et a gauche de la goutte. Une différence d’environ 10° a été constatée sur la majorité
des mesures et est probablement liée a l'irrégularité de la surface en cellulose présentant des fibres
((Figure 11l - 63 - B). Le traitement automatique de I'image efface également la profondeur de champ ;
ce traitement automatique peut étre contraignant pour les surfaces non planes comme la cellulose
traitée. Les surfaces ont donc été aplanies a I'aide d’un poids avant de réaliser les mesures. Les angles
droits et gauches ont été moyennés dans un but de comparaison des différentes surfaces
fonctionnalisée. Cing mesures d’angles de contact ont été réalisées sur différentes zones des surfaces
étudiées et les mesures ont été moyennées.

La mouillabilité des surfaces hydrophiles n’a pas pu étre évaluée a I'aide de cette technique en raison
de I'absorption rapide de la goutte d’eau déposée. Ainsi la cellulose non traitée et celle ayant subi un
traitement basique correspondent a des surfaces hydrophiles présentant une grande mouillabilité vis-
a-vis de I'eau. La surface greffée avec des groupements tosyles possede également une mouillabilité
élevée et un caractere hydrophile, suggérant un greffage non total des sites disponibles ou alors une
dégradation des groupements tosyles. En effet, I’échantillon tosylé utilisé pour la mesure d’angle de
contact datant d’'une année, la dégradation des groupements tosyles au cours du temps n’est pas
exclu. L'acquisition d’images durant un dépot illustre cette mouillabilité avec une absorption totale de
la goutte en 100 ps (Figure 1l - 64). Comme attendu, la cellulose-N3 présente une mouillabilité plus
faible que ces surfaces avec un intervalle de 8100 us entre le dép6t de la goutte et son absorption pas
la surface (Figure lll - 65). Un angle de contact moyen 8 = 42° a été mesuré apres le retrait de I'aiguille.
Pour la cellulose greffée avec la sonde S6 avec une concentration ¢ = 0,05 umol/mg, un angle de
contact moyen 8 = 109° a été déterminé, confirmant que le greffage de péryléne en surface de la
cellulose confére un caractére hydrophobe au matériau, et induit des temps de réponse longs.
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Figure Ill - 63 : A - Mesure de I'angle de contact d’une goutte d’eau déposée sur une surface cellulose-N; greffée
avec la sonde $6 (c=0,05 umol/mg) B — Exemple des angles de contact successivement mesurés pour un dépét

Figure Ill - 64 : A - Dép6t d’une goutte d’eau en surface de la cellulose fonctionnalisée avec des groupements
tosyles B — Absorption de la goutte par la surface, les deux images ont été acquises a 100 us d’intervalle

1000 ps 2000 ps 3000 pus
3900 ps 4000 ps 5000 pus 8100 ps

Figure Ill - 65 : Dépét d’une goutte d’eau en surface de la cellulose-N;

Les azotures libres en surface de la cellulose ont permis une fonctionnalisation additionnelle de la
cellulose avec des groupements hydrophiles.
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IV.3. Augmentation de I’hydrophilicité de la cellulose greffée avec une

sonde de pH péryléne

Afin de diminuer I’hydrophobicité de la cellulose greffée, une saturation des azotures libres avec un
composé hydrophile est réalisable par chimie click. Le composé sélectionné est I'alcool propargylique
possédant un alcyne terminal et pouvant étre greffé sur les azotures libres selon une réaction de
cycloaddition (Figure lll - 66). Apres I'étape de greffage de la sonde de pH, 10 équivalents d’alcool
propargylique sont ajoutés dans le milieu et la réaction est poursuivie durant 14h. L’ajout d’alcool
propargylique conduit a une précipitation du cuivre dans la cellulose, marquée par une coloration
verdatre a brune de la cellulose. Le cuivre occupant un réle d’inhibiteur de fluorescence, son
élimination est essentielle et est réalisée par complexation avec le N, N, N' N'-
tétraméthyléthylenediamine (TMDA) a 20% dans une solution d’éthanol et d’'ammoniaque, a |'aide
d’un bain a ultrasons.

e
N N”NJ/\O/\/N O.Q
Ns NN CuSO0y, ascorbate Na NJJ N Q

™ THF/H,0 3:1 o

Mf\o, O 52 + O + /\OH PN QJo &

° 2 <0 o S i,

Ar, 60°C, 14h 9

OH O OH OH
OH on

Cellulose - N3 Sonde de pH Alcool propargylique

(excés)

Figure lll - 66 : Greffage de la sonde de pH S6 et saturation des azotures libre par I'alcool propargylique sur la
cellulose-N; par chimie click

Une premiére concentration en sonde Cynge = 13,2 nmol/mg de cellulose-N; conduit a la formation
d’excimeres en surface de la cellulose hydrophile d’apres le spectre d’émission (Figure Ill - 67-A). Une
déprotonation induit bien une extinction partielle de fluorescence avec un temps de réponse plus
rapide qu’en absence d’alcool propargylique. Augmenter le caractere hydrophile de la cellulose
permet donc de réduire le temps de réponse en augmentant la cinétique de diffusion des ions H;0" et
HO" dans la cellulose. La reproductibilité de la déprotonation est prouvée sur le montage de I'optode
avec la cellulose hydrophile greffée avec la sonde S6 et installée dans I'unité de détection avec une
membrane PS-quantum dots servant de référence interne (Figure Ill - 67-B). Des solutions tampons pH
=4 et pH = 12 sont utilisées afin de limiter les effets de carbonatation des solutions d’immersion au
cours de la mesure. La cellulose greffée est photostable lors d’une irradiation continue en milieu acide
et basique. Un temps de réponse moyen tgo = 346 s est déterminé lors de la déprotonation. La présence
d’excimeres peut expliquer la dissymétrie du cycle pH =4 —pH =12.
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Figure lll - 67 : A- Spectre d’émission de la cellulose N; greffée avec la sonde pérylene amine S6 et I'alcool
propargylique en fonction du pH, Csonge = 13,2 nmol/mg de cellulose-N3s, A..=405 nm. B- Suivi du rapport
IF(pH)/IF(Ref) au cours du temps, sur le montage de I'optode, lors de cycles de pH =4 —pH = 12

Une diminution de la concentration en sonde permet de limiter la formation d’excimeres en surface
de la cellulose. Ainsi, une concentration csnge = 2,6 Nmol/mg de cellulose-N3; permet d’obtenir une
cellulose présentant une extinction partielle de fluorescence lors de la déprotonation (Figure Il - 68-
A). Afin de confirmer I'laugmentation du caractere hydrophile de la cellulose par saturation des sites
azotures libres avec I'alcool propargylique, un essai de mesure d’angle de contact avec la méthode de
la goutte posée a été réalisé (Figure Il - 63). L’absorption rapide de la goutte en moins de 100 us a
confirmé I'hydrophilicité de la cellulose fonctionnalisée. En raison de la grande mouillabilité et
hydrophilicté de cette cellulose, aucun angle de contact n’a pu étre mesuré. La réversibilité et la
photostabilité de la cellulose est donc associée a un temps de réponse court grace a I'augmentation
du caractere hydrophile (Figure 11l - 68-B). Un temps de réponse moyen tqo = 348 s est déterminé lors
de la déprotonation.
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Figure Il - 68 : A- Spectre d’émission de la cellulose N3 greffée avec la sonde pérylene amine S6 et I'alcool
propargylique aux valeurs de pH = 2,88 ;12,20 ;6,86, Csonde = 2,6 Nmol/mg de cellulose-N3, A...=405 nm. B- Suivi
du rapport IF(pH)/IF(Ref) au cours du temps, sur le montage de I'optode, lors de cycles de pH =4 —pH = 12,
Aexc=405 nm

La cellulose présentant une concentration cgnge = 2,6 NmMol/mg de cellulose-N; a été utilisée afin de
déterminer le pKa de la sonde pérylene amine S6 greffée en surface de la cellulose. Le montage de
I'optode a été utilisé pour cela et une extinction de fluorescence liée a la formation d’agrégats de
sondes est observé. Cette extinction de fluorescence sur une gamme restreinte a été observée en
solution lors du dosage des sondes péryléne amine tertiaire S2 et S3, suggérant une agrégation des
sondes sous forme d’empilement m-it par exemple. Un pKa = 10,19 + 0,01 et dpH = 0,12 + 0,01 sont
déterminés, prouvant une faible interaction entre la matrice et la sonde greffée en surface. Le temps
de réponse de la cellulose greffée dépend de la concentration en ions H;0" ou HO™ introduit dans la
solution comme le prouve la Figure Il - 70. En effet, si la concentration en ions HO introduite est faible,
un temps de réponse proche de 4500 s est déterminé. Dans ce cas, la force ionique de la solution a été
ajustée a 1 M avec I'ajout de KCl en solution afin de montrer que la force ionique n’affecte pas le temps
de réponse.
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Figure Ill - 69 : Evolution du rapport IF(pH)/IF(Ref) pour la cellulose greffée avec la sonde de pH $6 et I’alcool
propargylique en fonction du pH, Csonge = 2,6 Nnmol/mg de cellulose-N3, Ao.=405 nm
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Figure lll - 70 : Suivi du rapport IF(pH)/IF(Ref) au cours du temps, sur le montage de I'optode, lors d’un ajout de
NaOH, Csonde-ss = 2,6 nmol/mg de cellulose-N3 A¢=405 nm

La protonation de la cellulose greffée avec une concentration cgnge = 2,6 Nmol/mg de cellulose-N; a
également été étudiée et la comparaison des chemins de protonation et déprotonation mettent en
évidence une hystérese (Figure Ill - 71). Ce comportement est comparable a celui observé en solution
lors des dosages des sondes pérylene amine S2 et S3. Des matériaux caractérisés par des hystéréses
peuvent constituer des commutateurs répondant a des stimuli de I'environnement, avec des états
ON/OFF particulierement pertinents pour la détection de seuils de concentration ou de température
par exemple. Weidman et al. développent par exemple des films minces constitués d’un polymere bloc
dont les nanopores contiennent des structures en brosse d’acide polyacrylique (PAA) [57]. Le matériau
ainsi constitué possede une perméabilité et un volume dépendant du pH, expliqué par I'établissement
de liaisons H entre les chaines PAA confinées (Figure Il - 73). Les applications visées pour ces matériaux
innovants sont multiples et incluent le développement de capteurs spécifiques. Dans le domaine de la
photophysique, Zhou et al. illustrent ces phénomenes d’hystérése par I'élaboration d’un matériau
fluorescent obtenu par séquestration d’une molécule fluorescente dérivé de colorants Squaraine dans
une matrice PMMA [58]. Le polymere ainsi congu est caractérisé par une fluorescence variant en

fonction du champ électrique, avec un état métastable orientant le projet vers le développement du
traitement d’informations quantiques.
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Figure Il - 71 : A-Suivi du rapport IF(pH)/IF(Ref) au cours du temps, sur le montage de I'optode, lors de la
protonation par ajout de HCl, ¢(56) = 2,6 nmol/mg de cellulose-N3 A.,=405 nm B- Evolution du rapport
IF(pH)/IF(Ref) lors de la déprotonation par ajout de NaOH, et lors de la protonation par ajout de HCI,
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Figure Il - 72 : Suivi du rapport IF(pH)/IF(Ref) de la cellulose-N3 greffée avec la sonde S6 et I’alcool
propargylique, au cours du temps, sur le montage de I'optode, lors de la protonation par ajout de HCl, Csopge-s6 =
2,6 nmol/mg de cellulose-N3 Ac=405 nm
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Figure lll - 73 : Elaboration d’un film mince dont la perméabilité dépend du pH par Weidman et al. [57]
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De méme, la cellulose-N3 a été greffée avec la sonde pérylene guanidine S5, avec une concentration
en sonde Csonde = 2,8 NMol/mg selon une réaction de cycloaddition azide-alcyne catalysée par le Cu(l)
et suivie par un greffage d’alcool propargylique sur les sites azoture libres (Figure Ill - 74). Malgré la
concentration faible en sonde, des excimeres sont formés en surface de la cellulose d’apres les
spectres d’émission (Figure Il - 75-A). La déprotonation induit une extinction partielle de la
fluorescence en raison du mécanisme PET entre la guanidine déprotonée et le péryléne. Cette
extinction de fluorescence semble réversible malgré la présence d’excimeres (Figure lll - 76) mais la
cellulose est peu fluorescente. Un remplacement de la solution d'immersion aqueuse par du DMSO
afin d’évaluer I'effet de la polarité du solvant sur I'organisation des sondes en surface a été effectué.
Le choix d’un solvant dans lequel la sonde de pH est soluble ne permet pas de dissocier les agrégats
formés en surface de la cellulose (Figure Ill - 75-B). La sonde S5 étant peu soluble, la cellulose peut
présenter des zones plus fonctionnalisées que d’autres, avec un greffage ‘par paquets’ de la sonde
dans ces zones conduisant a la formation d’exciméres. De plus, par comparaison avec la cellulose
greffée avec la sonde péryléne amine S5, la distance réduite entre la sonde de pH et la cellulose peut
favoriser la formation d’agrégats et d’interactions avec la matrice ou entre les sondes.

Des mesures d’angle de contact sont réalisés sur la cellulose greffée avec la sonde S5 et I'alcool
propargylique. Cing mesures sont réalisées dans différentes zones et la disparité des résultats obtenus
suggére un greffage inhomogene (Tableau Il - 7). Contrairement a la cellulose greffée avec la sonde
S6 et I'alcool propargylique, la surface obtenue est hydrophobe avec un angle de contact supérieur a
90° pour I'ensemble des mesures. Une analyse de la cellulose en XPS permettrait de confirmer un
greffage effectif de I'alcool propargylique sur la cellulose.
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Figure lll - 74 : Greffage de la sonde de pH S5 et saturation des azotures libre par I'alcool propargylique sur la
cellulose-N; par chimie click
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Figure Il - 75 : Spectre d’émission de la cellulose N3 greffée avec la sonde péryléne guanidine S5 et I’alcool
propargylique en fonction du pH, Csonge = 2,8 Nnmol/mg de cellulose-N3, A..=405 nm. A : en solution aqueuse et
B : dans le DMSO au cours du temps
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Figure lll - 76 : Spectre d’émission de la cellulose N3 greffée avec la sonde péryléne guanidine S5 et I’alcool
propargylique en fonction du pH en solution aqueuse, Csnqe = 2,8 Nmol/mg de cellulose-N3, A..=405 nm

Angle de contact

Mesure
moyen (°)
1 92,6
2 126,4
3 122,3
4 95,6
5 88,1
Moyenne 105,0

Tableau Ill - 7 : Angles de contact déterminés pour la cellulose greffée avec la sonde $5, Csonge = 2,8 Nnmol/mg, et
I'alcool propargylique

IV.4. Fonctionnalisation de la cellulose avec des sondes de pH :

conclusion

La modification de la cellulose en cellulose-N; permet d’obtenir une surface pouvant étre
fonctionnalisée avec des réactions de cycloadditions azide-alcyne catalysée par le Cu(l). Le choix de la
fonctionnalisation par chimie click offre I'avantage de permettre une fonctionnalisation simple, sans
former de sous-produits et donc sans étape de purification de la cellulose greffée. Ainsi, la
fonctionnalisation de la cellulose-N; avec la sonde de pH péryléne amine S6 avec différentes
concentrations de sondes Csonde = 2,6 mol/mg a 2,6 umol/g de cellulose-N3 conduit a la formation
d’agrégats de sonde. La cellulose fonctionnalisée obtenue est hydrophobe en raison des groupements
N; et des sondes pérylene en surface. Une extinction de fluorescence partielle est tout de méme
observée en raison du PET entre I'amine déprotonée et le péryléne mais les temps de réponse sont
longs et peuvent atteindre 3 h. Une augmentation du caractere hydrophile de la cellulose greffée est
obtenue par saturation des sites N3 avec I'alcool propargylique. La diminution de la concentration en
sonde associée a I'ajout de groupements hydrophiles permet de synthétiser une cellulose hydrophile
présentant peu d’excimeres en surface d’apres les spectres d’émission. L’étude de la fluorescence de
cette cellulose en fonction du pH met en évidence un comportement singulier similaire a celui observé
en solution ; a savoir une extinction de fluorescence causée par |'agrégation des sondes de pH
déprotonée. Ce comportement se traduit par une extinction de fluorescence se produisant sur une
gamme de pH réduite et les parameétres pKa = 10,19 £ 0,01 et dpH =0,12 £ 0,01 sont déterminés. Ainsi,
I'interaction sonde-matrice est réduite grace au greffage des sondes en surface de la cellulose mais les
interactions entre les sondes peuvent conduire a la formation d’agrégats ou d’empilements m-m,
conduisant a une extinction de fluorescence non maitrisée. La cellulose-N; a également été greffée
avec la sonde pérylene guanidine S5 mais la formation d’excimeres en surface n’a pas pu étre évitée
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malgré la faible concentration en sonde greffée. La sonde S5 étant peu soluble, un greffage
inhomogene et ‘par paquets’ de la sonde a pu se produire et favoriser la formation d’agrégats de sonde
localisés dans certaines régions de la cellulose.
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V. Développement d’une optode de pH basée sur des
sondes pérylene : conclusion

La synthése de sondes de pH photostables dérivées du pérylene et adaptées a la mesure du pH de
matériaux cimentaires a été explorée dans ce chapitre. Ainsi les fonctions amine et guanidinium,
possédant des pKa théoriques proches de 11 a 13 ont été sélectionnées, avec I'objectif de synthétiser
des sondes de pH fluorescentes gouvernées par un mécanisme PET. Les sondes pérylene amine
secondaire S1, péryléne amine tertiaires S2 et S3, et péryléne guanidine S4 ont été synthétisées afin
d’étre séquestrées dans des matrices hydrogels (PVA-GA et HydroMed™ D4). L’étude des sondes S1 a
S4 en solution a permis de confirmer une extinction de fluorescence lors de la déprotonation des
sondes. Tandis que des pKa calculés de 9,78, 11,31 er 11,36 ont pu étre déterminés pour les sondes S1
a $3 en milieu DMSO/H,0, la déprotonation de la sonde $4 n’a pas pu étre étudiée en solution aqueuse
en raison de sa faible solubilité. Pour cette derniere sonde, une déprotonation dans le DMSO avec le
Na tert-butoxide met en évidence une extinction de fluorescence. Des phénomeénes d’agrégation
réversible des sondes S2 et S3 lors de leur déprotonation en solution, conduisant a des faibles valeurs
de dpH, a été mise en évidence par les études spectroscopiques couplées a des mesures DLS. Pour la
sonde S4, le mécanisme PET est remis en cause par les travaux de Kim et al.[36], suggérant la présence
d’un effet loose bolt en raison d’un couplage vibronique entre le péryléne et la guanidine induisant
une désexcitation. Des calculs théoriques permettraient de confirmer cette hypothese. L’'ensemble des
sondes S1 a S4 ont été séquestrées dans matrices hydrogels, et des interactions spécifiques entre les
sondes péryléne amine et les hydrogels ont été mises en évidence en raison de la diminution du pKa
de 'ordre de 2 a 3 unités de pH. Malgré la photostabilité des hydrogels GA-PVA synthétisés couplée a
une extinction de fluorescence effective et des temps de réponse courts, leur utilisation pour la mesure
du pH de matériaux cimentaires a été invalidée en raison des faibles valeurs de pKa déterminés. La
séquestration de la sonde S4 dans une matrice GA2-PVA10 est cependant plus intéressante, avec un
pKa = 12,56 et un dpH = 0,5. Ces matrices solides pourraient étre utilisées pour la mesure du pH sur
une gamme pH = 12,0 — 13,5. La photostabilité des sondes péryléne développées sur une gamme de
pH basique et la résistance des matrices GA-PVA, accompagnées de temps de réponse courts
confirment l'intérét de cette matrice pour I'étude des matériaux cimentaires au jeune age. Une
probable agrégation des sondes dans la matrice et une inaccessibilité a la totalité des sites de
déprotonation ont cependant été relevées, et une possible influence de I'effet loose bolt identifié en
solution doit étre étudié. Une augmentation de la solubilité de la sonde S4, ainsi qu’une meilleure
compréhension des mécanismes photophysiques mis en jeu, en solution comme en matrice,
permettraientt de confirmer I'utilisation des hydrogels GA2-PVA10 dopés avec la sonde S4.

En raison de la variation du volume des hydrogels en fonction de leur état d’hydratation, la cellulose a
été sélectionnée en paralléle afin de constituer une matrice pour le greffage de sondes de pH. La
cellulose hydrophile a été modifiée afin d’obtenir une cellulose-N3. Des sondes pérylene amine S5 et
péryléne guanidine S6 présentant des alcynes terminaux ont été greffées en surface d’une cellulose-
N3 par réaction de chimie click. Afin de diminuer le caractere hydrophobe et d’augmenter la faible
mouillabilité des surfaces ainsi préparées, une saturation des sites N3 libres par I’alcool propargylique
a permis d’obtenir des surfaces hydrophiles. Un pKa = 10,19 a été déterminé pour la cellulose greffée
avec la sonde S5 et I'alcool propargylique. En revanche, une faible valeur de dpH = 0,12 et une
hystérése fonction du pH ont été déterminés pour cette surface, limitant I'utilisation de la cellulose sur
une gamme de pH restreinte. L’hypothese d’un phénomeéne d’agrégation de la sonde S5 en surface
dans son état déprotoné est formulé, basé sur le comportement des sondes pérylene amine en
solution. Une étude du taux de greffage de la cellulose N3 par XPS et analyse élémentaire, et un
greffage homogéne de la sonde en surface avec l'introduction de groupements encombrants
hydrophiles pourraient permettre d’augmenter les parametres dpH et AIF. Enfin, la sonde S6 n’a pas
pu étre greffée sans former d’exciméres en surface de la cellulose, malgré la diminution de la
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concentration en sonde. Une probable agrégation de la sonde lors du greffage pourrait conduire a une
fonctionnalisation inhomogéne de la cellulose. Un greffage homogéene en surface de la cellulose et une
meilleure compréhension des phénomeénes photophysiques mis en jeu lors de la déprotonation des
sondes péryléne guanidine permettrait de développer une optode adaptée a la mesure du pH in situ
des matériaux cimentaires.
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Ce manuscrit décrit 'approche suivie afin de développer une optode destinée a la mesure in situ du
pH du béton, depuis le début des réactions d’hydratation jusque plusieurs mois/années. La
méthodologie adoptée, décrite dans lintroduction générale, est rappelée ici avec une breve
description des différents choix expérimentaux effectués et explorés au cours de la thése (Figure
Conclusion - 1). Les résultats obtenus sont discutés dans cette derniere partie afin de cl6turer ce
manuscrit, et des perspectives a court et long termes sont proposées.
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Figure Conclusion - 1 : Méthodologie suivie pour le développement d’une optode destinée a la mesure in situ du
pH de matériaux cimentaires

1. Résultats obtenus et discussion
1.a. Développement d’une optode de pH basée sur un dérivé naphthalimide

Une premiére sonde de pH Naphth-AlkyneOMe correspondant a un dérivé 1,8-naphthalimide a été
caractérisée en solution. Ses caractéristiques photophysiques, a savoir un pKacwe = 10,0 dans le
DMSO/H,0 associé a un rendement quantique de fluorescence élevé O horoforme = 90% et une
extinction de fluorescence marquée lors de la protonation en raison d’un mécanisme ICT, ont permis
de sélectionner cette sonde de pH. Les hydrogels PVA-GA ont été sélectionnés en premier lieu en
raison de leur perméabilité aux ions H;0" et HO™ associée a une résistance aux pH basiques et a leur
capacité de rétention d’eau. La sonde de pH Naphth-AlkyneOMe y a été physiquement séquestrée afin
de constituer des hydrogels dont I’émission varie en fonction du pH. La mise en forme des hydrogels a
I'aide d’un applicateur automatique a constitué la méthode de choix afin d’obtenir des hydrogels
minces d’épaisseur contrélée. Une interaction spécifique entre la sonde naphthalimide et la matrice
PVA-GA a été mise en évidence par laréponse de I’hydrogel aux variations de pH ; en effet les hydrogels
PVA-GA sont caractérisés par une extinction de fluorescence lors de la déprotonation de la sonde,
inversement au comportement de la sonde en solution. Ces interactions spécifiques ont aiguillé I'étude
des hydrogels PVA-GA, notamment avec I'étude de I'effet de la concentration massique x en GA dans
les hydrogels. Des hydrogels minces GAx-PVA10, avec x=2,5 :5;7,5 ;10 ont été élaborés et caractérisés.
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Les hydrogels GA5-PVA10 ont un pKameyen = 11,92 tandis que les hydrogels GA7,5-PVA10 ont un
pKamoyen= 12,67 et présentent une rigidité supérieure avec des pores de taille moyenne supérieure (63
pm 1 um). Les hydrogels GA7,5-PVA10 d’épaisseur moyenne 137 um + 5 um ont un temps de réponse
moyen tgg = 22 s. L’absence de lixiviation de la sonde en dehors des hydrogels GA-PVA en solution
aqueuse rendent ces matrices intéressantes pour I'étude du pH sur des temps longs. En revanche, une
dégradation de la sonde accompagnée d’un photoblanchiment exacerbé pour des valeurs de pH > 12,5
ont été mis en évidence. Ce photoblanchiment a orienté les travaux vers la synthése de sondes de pH
photochimiquement résistantes aux pH basiques. Un second hydrogel (HydroMed™ D4)
correspondant a un polyuréthane dibloc commercial a été sélectionné afin d’étudier les interactions
de la sonde naphthalimide avec une matrice de nature chimique différente. La calibration d’hydrogels
HydroMed™ D4 dopés avec la sonde Naphthalkyne-OMe et préparés par drop casting sont également
caractérisés par une extinction de fluorescence lors de la déprotonation et un pKa moyen= 11,75 a été
déterminé.

Un banc optique correspondant a une premiére version de I'optode de pH a été développé en paralléle.
Ce banc optique utilise une LED afin d’exciter I'hydrogel placé dans une unité de détection congue
spécifiguement en Delrin® afin de résister aux pH basiques. L’émission est collectée a travers une fibre
optique liée a l'unité de détection et un PMT permet de collecter I'intensité de fluorescence de
I’hydrogel, en fonction du pH de la solution en contact avec I’hydrogel dopé étudié. L’association de
lentilles et d’un miroir dichroique constituant la partie optoélectronique de I'optode de pH ont permis
d’obtenir un signal optique caractérisé par un bruit faible. La comparaison des spectres d’émission des
hydrogels GA-PVA dopés avec la sonde naphthalimide acquis sur un montage de spectrofluorimétrie
adapté, et de l'intensité IF acquise avec le banc optique en fonction du pH ont permis de valider le
montage optique. Une optimisation du banc optique a été réalisée de maniere a constituer un outil de
mesure fiable et robuste, dont le signal n’est pas perturbé par des variations de I'environnement
optique ou des fluctuations du courant par exemple. Pour cela, une voie de référence interne a été
ajoutée sur le banc. Des quantums dots CdSe/ZnS ont été sélectionnés en raison de leur intensité de
fluorescence indépendante du pH et distincte des sondes de pH synthétisées. L’élaboration de
membranes en polystyrene dopés avec les QDs ont alors constitués une référence interne placée dans
I'unité de détection et la méthode de mesure ratiométrique développée a permis de rendre la mesure
plus robuste vis-a-vis des perturbations externes au systeme.

Les hydrogels dopés avec la sonde Naphthalkyne-OMe ont permis de réaliser des mesures ponctuelles
de pH basiques, en surface de matériaux cimentaires par exemple. Cette utilisation a été illustrée par
la mesure du pH en surface de pates de ciment bas-pH au jeune age. Ainsi, un pH initial égal a 12,8 +
0,1 unité de pH au quatrieme jour a été mesuré et une diminution progressive de pH jusque 12,2 £0,1
unité de pH au dixieme jour d’hydratation a été mesurée. Des essais de mesure in situ du pH de pates
de ciment ont mis en évidence un verrou scientifique majeur ; en effet I'accessibilité a I’eau porale des
matériaux cimentaires limite la mesure du pH a l'aide d’hydrogels dopés, dont l'intensité de
fluorescence varie en fonction de leur degré d’hydratation. L’eau accessible des matériaux cimentaires
étant piégée dans des micropores, des forces capillaires associées a des problématiques d’accessibilité
de I'’eau par I’hydrogel dopé, complexifient la mesure in situ du pH des matériaux cimentaires.

1.b. Développement d’une optode de pH basée sur des dérivés péryléne

Dans l'optique de synthétiser des sondes de pH photostables, une série de sondes de pH présentant
un mécanisme PET a été synthétisée en se basant sur le pérylene, possédant un rendement quantique
de fluorescence élevé et une résistance aux pH basiques. Les fonctions amines et guanidine ont été
associées a ce fluorophore afin d’obtenir des pKa adaptés a la gamme de mesure pH = 10,5-13,5 visée.
La caractérisation des sondes péryléne amine secondaire S1, et tertiaires S2, S3 a permis de définir des
pKa=9,78 a 11,36 dans le DMSO/H,0. Cependant, un phénomeéne réversible d’agrégation des sondes
S2 et S3 dans leur état déprotoné a été mis en évidence. Un chemin de protonation différent du chemin
de déprotonation constitue un comportement singulier pour ces composés. La ségrégation physique

Conclusion générale et perspectives 244



de sondes péryléne amines dans les hydrogels GA2-PVA10 et HydroMed™ D4 a été comparée a un
greffage covalent d’une sonde pérylene amine tertiaire $S3 dans un hydrogel GA2-PVA10. La
caractérisation par spectrofluorimétrie de I'ensemble de ces matrices hydrogels a prouvé la présence
d’interactions spécifiques entre les sondes de pH péryléne et les hydrogels, se traduisant par des pKa
réduits de 3 a 4 unités de pKa. La faible extinction de fluorescence lors de la déprotonation des sondes
péryléne piégées dans I'HydroMed™ D4 a également indiqué une localisation de la majorité des sondes
dans les domaines hydrophobes de ce polyuréthane commercial, limitant leur déprotonation. La
séquestration des sondes pérylene amine ou le greffage covalent dans un hydrogel de type GA-PVA a
permis de réduire ce ratio des sondes inaccessibles grace a une meilleure solubilité des sondes dans la
matrice. Le greffage covalent d’'une sonde péryléne amine hydrophobe dans un hydrogel GA-PVA
n’apporte pas d’avantages photophysiques ou photochimiques par rapport a une simple ségrégation
physique, mais assure I'absence de lixiviation des sondes a long terme. Des études de stabilité
photochimique de I'ensemble de ces matrices dopées en milieux acide et basique ont validé
I'utilisation de ces structures pour un suivi optique du pH a long terme. Les valeurs de pKa réduites des
sondes péryléene amine séquestrées dans les hydrogels GA2-PVA10 en raison des interactions
spécifiques sonde-matrice ont cependant invalidé leur utilisation pour la mesure de pH hautement
basiques. Une sonde péryléne guanidine S4 a été synthétisée et séquestrée dans une matrice GA2-
PVA10. L’hydrogel mince dopé ainsi constitué possede un pKa = 12,56 mais I’extinction de fluorescence
lors de la déprotonation est faible.

Afin de répondre a la problématique de variation de I'intensité de fluorescence d’un hydrogel dopé en
fonction de son état d’hydratation, le greffage covalent de sondes de pH en surface de la cellulose afin
de constituer une matrice solide dont le volume varie peu en fonction de son hydratation été étudié.
Pour cela, une cellulose-N; a été préparée et greffée avec une sonde pérylene amine S6 possédant un
alcyne terminal, par une réaction de chimie click maitrisée. La cellulose ainsi obtenue présente un
caractere hydrophobe en raison de la présence des azotures en surface. La saturation des azotures
libres par I'alcool propargylique a permis d’augmenter le caractére hydrophile de la cellulose
fonctionnalisée et de limiter la formation d’excimeres greffés en surface de la cellulose. L’étude de
I’émission de cette cellulose hydrophile greffée avec la sonde S6 en fonction du pH a mis en évidence
un phénomene d’agrégation des sondes déprotonées, similaire au comportement observé en solution
pour les sondes S2 et S3. En effet, comme en solution, I'existence d’un état métastable et donc d’une
hystérése est mis en évidence par comparaison des sens de protonation et de déprotonation. La
cellulose greffée posséde un pKa = 10,19 mais un dpH faible (dpH = 0,12), restreignant fortement la
gamme de mesure. Une sonde péryléne guanidine S5 a également été greffée de maniere analogue
en surface de la celullose-Ns, avec une saturation des sites azotures libres. En raison de la faible
solubilité de cette sonde S5, une formation d’agrégats de sondes et d’excimeres n’a pas pu étre évitée.

2. Perspectives a court terme

Deux verrous scientifiques majeurs ont été identifiés lors du développement d’une optode destinée a
la mesure in situ du pH de matériaux cimentaires :

i La synthése d’une sonde fluorescente de pH destinée a la gamme de pH = 10,5-13,5
photostable, présentant peu d’interactions avec la matrice solide sélectionnée et peu
d’interactions sonde-sonde, dans les états protoné et déprotoné ;

ii. La problématique de I'accessibilité a I’eau porale des matériaux cimentaires.

La premiére problématique a été partiellement résolue avec la synthése de sondes péryléne
guanidines, possédant des pKa proches de 13,0-13,5. Ces sondes présentent cependant une faible
solubilité, conduisant a la formation d’excimeres lors de leur greffage covalent en surface de la
celluose-Ns. Augmenter la solubilité des sondes péryléne et éviter les phénomenes d’agrégation dans
la matrice, par une fonctionnalisation du pérylene avec des groupements encombrants et/ou
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hydrophiles pourrait permettre de résoudre ce probleme. Dans |'option de s’orienter vers des matrices
hydrogels, cette fonctionnalisation des sondes péryléne éviterai également la formation d’agrégats et
pourrait engendrer une augmentation du parametre AIF en raison de |'accessibilité aux sites de
déprotonation. Une stratégie consisterait a fonctionnaliser le composé péryléne-3-carbaldéhyde avec
une longue chaine carbonée avant d’introduire la fonction guanidine mono ou di-substituée. Une
seconde stratégie consisterait a fonctionnaliser le pérylene en position bay avec des groupements
stables en milieu basique. Glodek et al. proposent des voies de synthése pour la fonctionnalisation de
la région bay du pérylene, comme illustré en Figure Conclusion - 2[1]. La chloration des positions peri
du pérylene comme détaillé par Zinke et al. [2], ou plus récemment par Darwish et al. [3] permettrait
d’introduire des groupements encombrants hydrophiles ou des chaines carbonées par substitution
nucléophile aromatique, favorisant la solubilisation du pérylene et empéchant la formation
d’empilements m-m.
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Figure Conclusion - 2 : Voie de synthése proposée par Glodek et al. pour la fonctionnalisation du péryléne en
position bay [1]

La sélection de la cellulose afin de constituer une matrice hydrophile dont le volume ne varie pas en
fonction de son état d’hydratation constitue une réponse partielle au second verrou scientifique
identifié. Envisager I'apport d’un faible volume d’eau au niveau de l'unité de détection au moment de
la mesure constitue une perspective a explorer. En effet, un équilibre chimique rapide peut étre atteint
entre cette solution et le matériau cimentaire étudié, rendant une mesure du pH possible sans
endommager le matériau en raison du faible volume d’eau apportée. La Figure Conclusion - 3 propose
une modification de l'unité de détection afin d’insérer un capillaire permettant d’hydrater
ponctuellement le matériau dopé avec la sonde de pH.
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Figure Conclusion - 3 : Modification proposée de I'unité de détection de I'optode afin d’apporter un faible
volume d’eau pour la mesure du pH in situ
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A court terme, l'utilisation de ces sondes de pH photostables afin de développer une optode planaire
permettant la cartographie du pH en surface de matériaux cimentaires constitue également une
perspective prometteuse. La séquestration d’'une sonde de pH dans un hydrogel mis en contact avec
un matériau cimentaire humidifié pourrait permettre de cartographier le pH en surface d’une fracture
fraiche afin de révéler une dégradation locale du matériau avec précision. Il est également possible
d’envisager le développement d’une solution ou d’un spray obtenu par solubilisation d’une sonde de
pH dans un solvant non toxique, a appliquer en surface du matériau. L'observation de la surface a I'aide
d’un microscope équipé d’une source d’excitation et de filtres adaptés afin de cartographier I’émission
pourrait permettre de visualiser les gradients de pH avec une résolution élevée. Un montage optique
est par exemple proposé par Grengg et al. pour I'étude de matériaux cimentaires dégradés (Figure
Conclusion - 4, [4]).
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Figure Conclusion - 4 : Montage de cartographie du pH développé par Grengg et al. pour I’étude de matériaux
cimentaires dégradés [4]

Les matrices GA2-PVA10 dopées avec les sondes péryléene amine tertiaires photostables pourraient
étre exploitées dans le cadre d’applications nécessitant une mesure du pH sur la gamme pH = 5-9, sans
nécessiter une recalibration de l'outil de mesure. Le pH constituant un parametre clé des
environnements aqueux dans les domaines de la biologie au sens large, de I'étude des sédiments ou
en océanographie, I'exploitation de ces travaux dans d’autres domaines que celui des matériaux
cimentaires constitue des perspectives a explorer. Larsen et al. [5] ont par exemple développé une
optode planaire permettant de cartographier le pH d’un échantillon de sol prélevé, présentant une
activité biologique (Figure Conclusion - 5). Envisager une mesure du pH in situ, au cours du temps
permettrait de suivre I'activité biologique d’un sol au cours du temps par exemple. L'étape de preuve
de concept de cette application doit cependant étre précédée d’'une phase de tests en laboratoire
détaillée en Figure Conclusion - 6.
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Figure Conclusion - 5 : Cartographie du pH d’un échantillon de sédiment réalisée grdce au montage de I'optode
planaire présenté a gauche, développé par Larsen et al. [5]. La zone possédant un pH proche de 7,8 permet
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Figure Conclusion - 6 : Etapes complémentaires précédent I'application des hydrogels PVA-GA dopés avec les
sondes péryléne amine photostables dans un milieu présentant un pH = 5-9, avec de I’eau accessible

Enfin, I'association d’'une sonde péryléne amine et d’'une sonde péryléne guanidine au sein d’une
méme matrice pourrait permettre d’élargir la gamme de pH mesurable avec I'optode et n’a pas été
explorée dans le cadre de cette thése.

3. Perspectives a long terme

Comme abordé dans le chapitre lll, la cellulose greffée avec la sonde pérylene amine S2 et I'alcool
propargylique présente une hystérese fonction du pH. Ce matériau hydrophile fonctionnalisé constitue
une plateforme fluorescente présentant deux états ON/OFF et offre des possibilités de développement
de commutateurs fluorescents par exemple. Le domaine des machines moléculaires ou ‘moleculators’
constitue un domaine d’intérét en raison de la volonté de miniaturiser les systemes de transfert
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d’information. Parejo et al. ont par exemple développé un commutateur fluorescent basé sur des
réactions redox se produisant au sein de dérivés pérylene diimide (PDI) fonctionnalisés avec des
structures metalla(carboranes) comme illustré en Figure Conclusion - 7. L’état d’oxydation du cobalt
gouverne le mécanisme PET entre le PDI et les structures carboranes de maniére réversible, la
préparation d’un gel a partir de ces structures présente alors des propriétés luminescentes innovantes
[6]. Dans le cas de la cellulose, une quantification de la quantité de sonde greffée en surface et une
fonctionnalisation homogene permettrait de mieux comprendre la réponse du matériau aux variations
de pH de I'’environnement. Cette étape est essentielle avant |'utilisation de la cellulose fonctionnalisée
pour des applications concreétes.
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Figure Conclusion - 7 : A — Structures des commutateurs moléculaires synthétisés par Parejo et al. B — Variation
de I’émission de fluorescence en fonction du potentiel électrique, dans I'acétonitrile C — lllustration du principe
d’'un commutateur moléculaire fluorescent issue de la collaboration entre les équipes de Nunez et Hernando

Enfin, le montage général de I'optode développé constitue un outil de mesure fiable et robuste. Il
pourrait donc étre exploité avec d’autres sondes moléculaires fluorescentes, afin de mesurer la
concentration d’analytes d’intérét telles que des concentrations en oxygéne, en ions chlorure ou
ferreux par exemple.
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PARTIE EXPERIMENTALE — SYNTHESE ET CARACTERISATIONS
l. Généralités

I. 1. Solvants, produits et chromatographies

Les produits de synthese utilisés ont été obtenus chez le fournisseur Sigma-Aldrich ou TCl et ont été
utilisés sans purification complémentaire. Les solvants utilisés pour les synthéses ont été produits par
la société Carlo Erba ou Sigma Aldrich.

Les chromatographies sur couches minces (CCM) ont été réalisées sur des plaques silice sur aluminium
ALUGRAM®Xtra SIL G/UV;s4 du fournisseur Macherey-Nagel.

Les purifications par chromatographie sur colonne de gel de silice ont été effectuées manuellement
avec une silice de granulométrie 0,063-0.2 mm produite par Macherey-Nagel. Les purifications par
chromatographie sur colonne automatique ont été réalisées avec un collecteur ARMEN Instrument
SPOT System munie de colonnes de silice prépacquées (RediSep®Rf de Teledyne Isco ou PuriFlash®
d’Interchim).

l. 2. Spectres RMN

Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) ont été acquis sur un spectrometre JEOL-FT
RMN 400 MHz équipé d’une sonde large bande 40TH5AT/FG et d’un module d’accord automatisé. Les
solvants deutérés utilisés sont spécifiés pour chaque spectre et sont produits par euriso-top®. Pour le
spectre du proton 'H, le pic du TMS (tétraméthysilane, 0 ppm) a servi de référence. Pour le spectre du
carbone 3G, le pic du solvant deutéré a servi de référence. L’unité du déplacement chimique (8) est le
ppm (partie par million), les abréviations suivantes sont utilisées pour indiquer la multiplicité des
signaux : s=singulet, t=triplet, m=multiplet, dd = doublet dédoublé. Les constantes de couplage scalaire
J sont exprimées en Hz (Hertz).

I. 3. Spectrométrie de masse
Les spectres de masse ont été effectués par le service de spectrométrie de masse de I'Institut de Chimie

des Substances Naturelles (ICSN), au centre de recherche de Gif sur Yvette (Centre de Recherche de
Gif — http://www.icsn.cnrs-gif.fr).
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Il. Protocoles de synthése des sondes moléculaires S1 a

S6 et autres composés

Perylene-3-carbaldehyde : composé 1

o Dansun ballon tricol sous argon, 500 mg (1,98 mmole) de péryléne a été dissous dans
H 7,5 mL de 1,2-dichlorobenzeéne et 1 mL de DMF par agitation pendant 2 h a 100°C.
O O 0,85 mL (9,0 mmole, 4,55 éq.) de trichlorure de phosphoryle POCl; a été ajoutée
progressivement a travers un septum sur une période de 30 min. L'agitation a été
maintenue sous reflux pendant 4 h. Le milieu réactionnel a été refroidi a température
ambiante et neutralisé avec une solution saturée d’acétate de sodium CH;COONa. La phase organique
a été extraite avec le DCM et lavée avec une solution d’acétate de sodium CH;COONa et de 'eau. La

phase organique a été séchée sur MgS0, et les solvants ont été évaporés. Une purification sur colonne
de silice (éluant : cyclohexane/DCM 6:4 v/v) a permis d’isoler 385 mg de produit pur (69 %).

1

Reference: [1-2]

'H RMN (400 MHz, CDCl3) : 6 = 10.29 (s, 1H), 9.14 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.26 (dd, J = 11.9, 7.8 Hz, 4H), 7.96-
7.46 (m, 7H)

C,1H3,0 M = 280.33 g/mol

Solide orange

N-(perylen-3-ylmethyl)octan-1-amine: composé S1

NS 285 mg (1,02 mmole) de composé 1, 1,7 mL d’octylamine (10,2 mmole,
O . 10 éq.) et 5,2 mg d’acide paratoluéne sulfonique (0,03 mmole, 0,03 éq.)
O‘O ont été placés dans un ballon tricol sous argon muni d’'un Dean-Stark,
O s1 avec 30 mL de toluéne. Le milieu réactionnel a été agité sous reflux
durant 4 h puis refroidi a température ambiante avant d’étre dilué avec 15 mL de méthanol et refroidi
a 0°C a l'aide d’un bain de glace. 2 ég. de NaBH,4 ont été versés en maintenant la température en
dessous de 15°C, et I'agitation a été maintenue durant 12h a température ambiante. Aprés addition
d’eau dans le milieu réactionnel, la phase organique a été extraite avec du DCM. La phase organique a
été lavée avec des solutions saturées de NH,Cl, NaHCO; et de I'eau. La phase organique a été séchée
sur MgSQ0, et les solvants ont été évaporés. 232 mg de produit pur a été isolé par précipitation dans le
méthanol (58 %).

'H RMN (400 MHz, CDCl3) : 6 = 8.21-8.11 (m, 4H, Pery), 7.93. (d, J = 8.7 Hz, 1H),7.66 (dd, J = 7.8 Hz,
J2.8 Hz, 1H), 7.53-7.43 (m, 4H), 4.15 (s, 2H), 2.75 (t, J =7.33 Hz, 2H), 1.57-1.53(m, 2H), 1.38-1.25(m,
10H), 0.88 (t, ] = 6.9 Hz, 3H)

3¢ RMN (100 MHz, CDCl3) : 6 = 134.67, 133.75, 131.51, 131.41, 130.67, 129.12, 128.51, 128.2, 128.0,
127.65,127.58, 127.01, 126.61, 126.34, 124.72, 120.19, 120.15, 119.93, 119.60, 119.10, 61.07, 58.15,
42.36,31.90, 29.54, 27.54, 24.93,22.70, 14.11

Masse HR : estimée pour CooH3;:N 393.25; déterminée 393.2454 [M + H]"

C29H31N M = 393.57 g/mOl

Solide orange
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N-methyl-N-(perylen-3-ylmethyl)octan-1-amine: composé S2

Dans un ballon sous argon, 170 mg (0,43 mmole) de composé S1 ont été

N dissous par agitation dans 20 mL de 1,2 dichloroéthane. 915 mg de

O‘O NaBH(OAc); (4,32 mmole, 10 éq.) a été ajouté a la solution et 0,5 mL

O (0,65 mmole, 15 éq.) d’'une solution de formaldéhyde (37% m dans H,0)

s2 a été ajoutée a travers le septum sur une période de 30 minutes. Aprés

14 h de réaction a température ambiante, la solution a été diluée avec 25 mL de dichlorométhane and

la phase organique a été lavée avec une solution saturée de NaHCO; and et de I'eau. La phase

organique a été séchée sur MgS0, and les solvants ont été évaporés. 140 mg de composé pur ont été
obtenus (79%).

/\/\/\/\

'H RMN (CDCl;, 400 MHz) : 6 = 8.23-8.14 (m, 5H, Pery), 7.70 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.56-7.45 (m, 4H), 3.84
(s, 2H), 2.50 (t, J =7.33 Hz, 2H), 2.26 (s, 3H), 1.62-1.30 (m, 2H), 1.38-1.25 (m, 10H), 0.88 (t, J = 6.9 Hz,
3H)

3¢ RMN (CDCl3, 100 MHz) : 6 = 134.67 133.75, 131.51, 131.41, 130.67, 129.12, 128.51, 128.2, 128.0,
127.65, 127.58, 127.01, 126.61, 126.34, 124.7,2 120.19, 120.15, 119.93, 119.60, 119.10, 61.07, 58.15,
42.36, 31.90, 29.54, 27.54, 24.93, 22.70, 14.111

Masse HR : calculée pour C3oH33N 407.26; déterminée 407.2628 [M + H]*

C3oH33N M = 407.60 g/mOl

Solide orange

2,2'-((perylen-3-ylmethyl)azanediyl)bis(ethan-1-ol): composé S3

HO -~~~ OH Dans un ballon tricol surmonté d’un Dean-Stark, 400 mg de composé 1 (1,42
mmole), 1,35 mL de diethanolamine (14,2 mmole, 10 éq.) et 7,4 mg d’acide

O paratoluene sulfonique (0,042 mmole, 0,03 éq.) ont été dissous sous argon dans
O‘ 45 mL de toluéne. Le milieu réactionnel a été agité sous reflux durant 4 h puis
O s3 refroidi a température ambiante. 20 ml de méthanol a été versé dans le ballon

avant d’ajouter 142 mg de NaBH,; (2 ég.) en maintenant la température en
dessous de 15°c a I'aide d’un bain de glace. L’agitation a été maintenue a température ambiante durant
12 h. La phase organique a été extraite avec du DCM apreés addition d’eau dans le ballon. La phase
organique a été lavée avec de I'eau, séchée sur MgS0O, et les solvants ont été évaporés. Apres
purification sur colonne de silice (éluant : CH,Cl,/MeOH/NEt; 90:9:1 v/v), 210 mg de composé pur a
été isolé (40 %).

'H RMN (CDCls, 400 MHz) : 6 =8.27-8.02 (m, 5H, Pery); 7.7 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.57-7.42 (m, 4H), 4.11
(s, 2H), 3.62 (t, J =5.2 Hz, 4H), 2.83 (t, J =5.2 Hz, 4H)

BC RMN (CDCl;, 100 MHz) : § = 134.70, 134.13, 133.54, 131.91, 131.40, 131.33, 131.16, 129.30,
128.61,128.54, 127.98, 126.91,126.71, 126.66, 123.76,120.49, 120.27, 119.69, 60.09, 59.00, 56.38

Masse HR : calculée pour C,sH,3NO, 369.17; déterminée 369.1729 [M + H]*
C25H23N02 M = 369.46 g/mol

Solide orange
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1-octyl-1-(perylen-3-ylmethyl)guanidine diBoc: composé 9

Boc., 270 mg (0,69 mmole) de composé S1, 10 mL de DMF, 200 mg (0,69 mmole,
PPN I goc 1,0 €q.) de 1,3-bis(tertbutoxycarbonyl)-2-methyl-2-2thiopseudourea, 0,3
N mL (2,22 mmole, 3,2 éq.) de triéthylamine et 186 mg de HgCl, ont été agités
O dans un ballon sous argon, a température ambiante, durant 4 h. Apres
O 0 évaporation des solvants, 40 mL de DCM ont été versés dans la ballon et la
O solution a été filtrée sur célite. Apres purification sur colonne de silice

9 (éluant : DCM), 324 mg de produit pur a été isolé (74%).

'H RMN (CDCls, 400 MHz) : & = 8.32-8.05 (m, 5H), 7.71-7.61 (m, 2H), 7.54-7.41 (m, 4H), 5.21-4.96 (s,
2H), 3.42-3.30 (m, 2H), 1.51-1.44 (m, 15H), 1.21 (d, J = 23.8 Hz, 18H)

3 RMN (CDCl;, 100 MHz) : 6=164.57,162.90, 156.02, 151.23, 134.71, 132.61, 132.03, 131.92, 131.52,
131.37, 131.28, 131.14, 130.99, 129.11, 128.54, 128.09, 127.16, 126.95, 126.73, 123.09, 122.91,
120.56, 119.99, 119.86, 79.54, 78.24, 48.86, 47.04, 31.88, 31.37, 31.09, 29.38, 29.24, 28.66, 28.40,
27.73,27.03, 26.76, 22.73,14.21

C4oH49N30, M =635.85 g/mol

Solide orange

1-octyl-1-(perylen-3-ylmethyl)guanidine: composé S4

ONH, 300 mg de composé 9 a été dissous dans 10 mL de DCM dans un ballon

HN™ SN """\ sous argon. 1 mL de TFA a été versé progressivement et le milieu
réactionnel a été agité durant 12 h at température ambiante. Le produit

O a été précipité dans I'éther et les solvants ont été évaporés afin
O‘O d’obtenir 211 mg de composé pur (70,1%). Un échange de contre-ion a
O s4 été réalisé en dissolvant le composé S4 dans dans 20 mL de méthanol

avant d’ajouter 5 éq. de NaPFs. Apres agitation, le composé S4 a été
isolé par précipitation dans I'eau.

'H RMN (MeOD, 400 MHz) : 6 = 8.46-8.23 (m, 4H), 7.92-7.85 (s, 1H), 7.79-7.69 (m, 3H), 7.66-7.58 (t,
1H), 7.54-7.46 (t, 2H), 7.37-7.27 (d, 1H), 5.12-4.97 (s, 1H), 2.18-2.04 (2H), 1.68-1.51 (m, 2H), 1.42-1.06
(m, 15H)

3¢ RMN (MeOD, 100 MHz) : & = 119.51, 120.52, 120.59, 122.09, 124.82, 126.53, 127.17, 128.05,
129.24,13.03,130.50,131.98,132.48,134.79,157.14, 209.19, 22.28, 26.10, 26.93, 28.88, 28.93, 28.99,
31.55, 46.89, 48.16, 48.38, 48.46, 49.80, 66.79

Masse HR : calculé pour C3oH3uN; 436.27; déterminé 436.2771 [M + H]*

C30H34N3 M =436.62 g/mOI

Solide brun

Perylen-3-ylmethanol: composé 13
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Dans un ballon tricol sous argon, 300 mg (1,1 mmol) de composé 1 a été dissous

. oy dans 40 mL of THF et une solution de NaBH, (42 mg, 1 éq.) dissous dans le

O O méthanol a été progressivement versée a travers le septum sur une période de 2

h. Le milieu réactionnel a été agité a température ambiante durant 4 h et les

solvants ont été évaporés. 50 mL de chloroforme ont été versés dans le ballon et

la phase organique a été lavée avec de I'eau aprés extraction puis séchée sur MgS0,4. 155 mg de produit
pur a été isolé apres purification sur colonne de silice (éluant : DCM) (50%).

13

Reference: [3]

'H RMN (CDCls, 400 MHz) : & = 8.38-8.11 (m, 4H), 8.06-7.93 (m, 1H), 7.81-7.46 (m, 6H), 5.37-5.25 (1H),
5.09 (s, 2H)

C21H14O M = 282.34 g/mOl

Solide jaune

3-(bromomethyl)perylene: composé 14

. CCly et 175 mg (0,64 mmole, 1,2 éq.) de PBr; ont été agités sous reflux durant 2
O O " h. Les solvants ont été évaporés et le produit a été isolé par précipitation dans le
méthanol. 132 mg de composé pur a été obtenu (72%).

O O Dans un ballon tricol sous argon, 150 mg (0.53 mmole) de composé 13, 25 mL de

14
Reference: [3]

'H RMN (CDCls, 400 MHz): 8.24 (d, J = 9.2 Hz, 3H), 8.12 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.02-7.93 (1H), 7.76-7.43 (m,
6H), 5.06-4.75 (2H)

C21H13Br M = 345.24 g/mol

Solide vert

1-(prop-2-yn-1-yl)guanidine: composé 15

NH 1,0 g de propargylamine (12,6 mmol), 2,41 g de 1H-pyrazole-1-carboxamidine
J\N/\ hydrochloride (12,6 mmol) et 3 mL de triéthylamine (12,6 mmol) ont été dissous
H A dans 8 mL de DMF. Le milieu réactionnel a été agité sous argon, a température
15 ambiante pendant 16 h. 10 mL d’éther diéthylique ont été versés dans le ballon et
les solvants ont été évaporés. 0.65 g de produit pur a été obtenue sous forme d’huile

(37%).

Reference: [4]

'H RMN (D,0 400 MHz): & = 3.85 (s, 2H, CH=CH2-), 2.57 (s, 1H, CH=CH2-)
3C RMN (CDCl;, 100 MHz): 6 = 165.08, 77.91, 73.92 and 30.88

C;H;N; M = 97.12 g/mol

Huile jaune
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1-(perylen-3-ylmethyl)-3-(prop-2-yn-1-yl)guanidine: composé S5

NH 115 mg (0,77 mmol) of d’hydroxyde de césium hydraté a été placé dans un

O N H\ ballon sous argon avec 10 mL de DMF et 280 mg de tamis moléculaire sec.
Aprés agitation durant 30 min a température ambiante, 70 mg (0,71 mmol,

O“ 2 éq.) de composé 15 a été ajouté. Le milieu réactionnel a été agité durant
O s5 30 min et 120 mg de composé 14 a été versé. L’agitation a été maintenue

durant 18 h a température ambiante. Le mileu réactionnel a été filtré et les
solvants ont été évaporés. 100 mg de composé pur é été isolé par purification sur colonne de silice
(éluant : DCM/MeOH 9:1 (80%).

La structure a été analysée en spectroscopie de masse, des analyses complémentaires sont en cours.
Masse HR : calculée pour CysHooN3* 362.17; déterminée 362.1652 [M + H]*
CzsHi9N3 M = 361.45 g/mol

Solide brun

2-(prop-2-yn-1-yloxy)ethan-1-amine: composé 11

. Dansun ballon tricol sous argon, 1160 mg (7,19 mmol) de N-boc éthanolamine,
HZN/\/O\// 30 mL de THF, 150 mg (0,75 mmol, 0,10 éq.) de tert-butylammonium, 150 mg
11 (1,00 mmol, 0,14 éq.) d’iodure de sodium et 1,2 mL (13,47 mmol, 2 éq.) de
bromure de propargyle ont été agité durant 5 min a température ambiante. 400
mg (7.13 mmole, 1 éq.) d’hydroxyde de potassium a été ajouté et le milieu réactionnel a été agité a
température ambiante durant 12 h. Les solvants ont été évaporés, puis la phase organique a été
extraite avec l'acétate d’éthyle avant d’étre lavée avec une solution saturée de métabisulfite de
sodium et de I'eau. La déprotection du produit a été réalisée en versant 4 mL of DCM dans le ballon,
puis 0,9 mL de TFA a été versé progressivement. La solution a été agité durant 2 h a température
ambiante. Les solvants ont été évaporés et la phase organique a été extraite avec du DCM avant d’étre
lavée avec une solution saturée de NaHCOs;. La phase organique a été séchée sur MgSO, and les
solvants ont été évaporés. 230 mg de composé pur a été obtenu sous forme d’huile (46%).

Reference : [5]

'H RMN (CDCls, 400 MHz) : & = 3.72-3.64 (t, 2H), 3.58 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.36-3.30 (m, 2H), 2.44 (t, ) =
2.5 Hz, 1H), 1.85-1.68 (2H)

CsHsNO M =99.13 g/mol

Huile jaune

N-(perylen-3-ylmethyl)-2-(prop-2-yn-1-yloxy)ethan-1-amine: composé 12

> 100 mg (0,36 mmol) de composé 1, 230 mg (2,31 mmol, 6,4 éq.) de

O H/\/O\/ composé 11, 150 mg (0,58 mmol, 1,6 éq.) de CITi(OEt); and 15 mL de

O‘O DCM ont été placés dans un ballon tricol sous argon. Le milieu
réactionnel a été agité durant 12 h a température ambiante. 123 mg
O 12 (0,58 mmol, 1,6 éqg.) de NaBH(OAc); a été ajouté et le milieu réactionnel

a été agité durant 2 h a température ambiante. Les solvants ont été
évaporés et la phase organique a été extraite avec du DCM, puis lavée avec des solutions saturées de
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NaHCO; et K,COs. La phase organique a été séchée sur MgS0O, et les solvants ont été évaporés. Le
solide obtenu a été dissous dans 5 mL de DCM and précipité dans I'hexane afin d’éliminer les traces
d’amine 11 n’ayant pas réagi. Les solvants ont été évaporés et 110 mg de composé pur a été obtenu
(84%).

'H RMN (CDCl;, 400 MHz) : & = 8.26-8.12 (m, 4H), 8.01-7.93 (d, 1H), 7.76-7.67 (d, 2H), 7.59-7.47 (m,
3H), 7.28-7.26 (s, 1H), 4.33-4.18 (m, 4H), 3.77-3.71 (t, 2H), 3.03-2.96 (t, 2H), 2.48-2.42 (t, 1H)

3CRMN (CDCl;, 100 MHz) : 6=135.64,134.84,133.24,131.93, 131.55, 131.46, 130.87, 129.30, 128.70,
127.96, 127.82,127.12,127.03, 126.84, 126.72, 123.72, 120.43, 120.37, 120.21, 120.01, 79.93, 77.36,
74.59, 69.53, 58.49, 51.62, 49.18

C25H21N0 M = 363.46 g/mol

Solide orange

N-methyl-N-(perylen-3-ylmethyl)-2-(prop-2-yn-1-yloxy)ethan-1-amine: composé S6

_ Dans un ballon tricol sous argon, 100 mg (0,28 mmole) de composé 12 a
N/\/O\//

O ‘ été dissous dans 20 ml de 1,2 dichloroéthane. 560 mg de NaBH(OAc);
O‘O (2,5 mmole, 10 éq.) a été ajouté et 0,2 mL (2,69 mmole,10 éq.) d’une
solution de formaldéhyde (37%m dans H,0) a été progressivement

O S6 versée sur une période de 30 minutes. Aprés 12 h de réaction a

température ambiante, le milieu réactionnel a été dilué dans 25 mL de
DCM et la phase organique a été lavée avec une solution saturée de NaHCO; et de I'eau. La phase
organique a été séchée sur MgS0, and les solvants ont été évaporés. 79 mg de composé pur a été
obtenu (76%).

'H RMN (CDCl3, 400 MHz) : & = 8.33-8.08 (m, 5H), 7.66 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.63-7.39 (m, 4H), 4.18 (d, J
= 2.3 Hz, 2H), 4.02-3.82 (2H), 3.74 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.78 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.43-2.29 (m, 3H)

BCRMN (CDCl;, 100 MHz) : § = 206.15, 134.76, 133.82, 131.58, 131.48, 131.43, 130.92, 129.19, 128.61,
128.37, 127.74, 126.61, 126.53, 124.78, 120.29, 120.24, 120.05, 119.66, 89.59, 79.94, 76.43, 74.41,
68.15, 61.06, 58.28, 57.12, 43.05

Masse HR : calculé pour C,7H,3sNO 377.18; déterminé [M + H]*
C27H23N0 M =377.49 g/mOI

Solide brun

N,N-diethyl-1H-benzo[d][1,2,3]triazole-1-carboximidamide: composé 2

N diéthylacyanamide et 0,5 mL (6,0 mmole, 1,2 éq.) de HCI 12M ont été placés dans un
) tube adapté au micro-ondes. Le milieu réactionnel a été agité et chauffé a 100°C
HN \__ pendant 20 minutes au micro-ondes. Le milieu réactionnel a été dilué dans 20 mL de
2 THF et le surnageant a été prélevé. Les solvants ont été évaporés et le produit a été
isolé par précipitation dans I'acétone froid. 429 mg de composé pur a été obtenu apres
filtration (33%).

: N 596 mg (5,0 mmole) de benzotriazole, 1,15 mL (10,0 mmole, 2,0 éq.) de N,N-
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'H RMN (CDCl3, 400 MHz) : & = 11.11 (s, 1H), 8.08 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.69 (t, J =
7.6 Hz, 1H), 7.48 (t, ) = 7.8 Hz, 1H), 3.73 (s, 4H), 1.41 (d, J = 6.9 Hz, 6H)

BC RMN (CDCl3, 100 MHz) : § = 150.18, 145.57, 132.27, 130.72, 126.36, 120.50, 111.95, 46.62, 41.95,
12.89, 11.14

C11H15Ns M =217.28 g/mol

Solide blanc

3-benzyl-1,1-diethylguanidine: composé 3

NH 0,05 mL (0,5 mmole) de benzylamine, 126 mg (0,5 mmole, 1,0 éq.) de composé 2,
NJKN/\ 0,14 mL (1,0 mmole, 2,0 éq.) de triéthylamine et 2,5 mL d’acétonitrile ont été placés
©/\H I dans un tube adapté au micro-ondes. Le mileu réactionnel a été agité et chauffé a
3 110°C durant 15 min. Les solvants ont été évaporés le composé a été isolé par
précipitation dans 5 mL d’éther. 54 mg de composé pur a été obtenu apreés filtration

(44%).

'H RMN (DMSO-d6, 400 MHz) : 6 = 8.31 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.70-7.60 (m, 2H), 3.99-3.92 (1H), 3.21 (q, J
= 7.0 Hz, 4H), 1.18 (dt, J = 24.0, 7.2 Hz, 6H)

BC RMN (CDCl;, 100 MHz) : & = 154.55, 136.46, 129.09, 128.99, 128.19, 127.69, 77.37, 46.26, 45.95,
44.15, 42.24, 13.22, 8.77

C12H19N3 M = 205.31 g/mol

Solide blanc

1-(pyren-4-ylmethyl)guanidine: composé 6

1,0 éq.) de 1l-pyrenmethylamine, 0,2 mL (1,12 mmole, 1,0 éq.) de
N”ONH, . . s , .
“ H diisopropyléthylamine et 1,5 mL de DMF ont été placés dans un ballon tricol sous
O argon. Le milieu réactionnel a été agité sous argon durant 12h avant d’évaporer
6 les solvants. 3 mL de méthanol ont été versés dans le ballon et le produit été isolé
dans 20 mL d’éther. 298 mg de composé a été obtenu apres filtration (85%).

O NH 165 mg (1,12 mmole) de 1H-pyrazole-1-carboxamidine.HCl, 300 mg (1,12 mmole,

'H RMN (DMSO-d6, 400 MHz) : & = 8.47 (s, 1H), 8.40-8.30 (m, 5H), 8.25-8.16 (m, 2H), 8.16-8.06 (m, 2H),
5.19 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 3.43 (s, 2H), 3.09 (q, J = 3.8 Hz, 1H)

BCRMN (CDCl;, 100 MHz) : § = 157.90, 131.29, 130.99, 130.92, 130.78, 128.53, 128.43, 126.95, 126.17,
126.05, 125.93, 125.39, 124.58, 123.41, 53.71, 43.06, 18.42, 17.18

C18H15N3 M =273.34 g/mol

Solide beige

N-(perylen-3-ylmethyl)prop-2-yn-1-amine: composé 10

Partie expérimentale 262



NS 300 mg (1,07 mmole) de composé 1, 0,7 mL de propargylamine (10,7 mmole,
O H N 10,0 éq.), 60 mL de toluéne et 5,2 mg d’acide paratoluéne sulfonique (0,03
O‘O mmole, 0,03 éq.) ont été placés dans un ballon tricol sous argon et muni d’un
O 10 Dean-Stark. Le milieu réactionnel a été agité sous reflux durant 6 h. Le milieu
réactionnel a été refroidi a température ambiante avant 30 mL de méthanol.
120 mg (3.21 mmole, 3.0 éq.) de NaBH,; a été ajouté au milieu réactionnel en maintenant la
température en dessous de 15°C a I'aide d’un bain de glace. L’agitation a été maintenue durant 12 h a
température ambiante. Aprés ajout d’eau dans le ballon, la phase organique a été extraite avec du
DCM, lavée avec une solution saturée de NH,Cl et de I’eau. La phase organique a été séchée sur MgS0O,
les solvants ont été évaporés. Le composé a été isolé par précipitation dans un mélange
DCM/cyclohexane 1:1 v/v et 321 mg de composé pur a été obtenu (61%).

'H RMN (toluene-d8, 400 MHz) : & = 8.02-7.74 (6H), 7.54-7.24 (3H), 7.23-7.18 (1H), 4.02 (s, 2H), 3.20
(d, ) = 2.7 Hz, 2H), 2.39 (s, 1H)

B¢ RMN (DMSO0-d6, 100 MHz) : § = 199.85, 197.79, 128.43, 128.26, 127.59, 127.47, 127.23, 124.91,
121.18, 121.00, 120.80, 120.73, 83.48, 74.59, 74.51, 49.83, 40.76, 40.69, 40.55, 40.48, 39.64, 39.49,
39.43, 37.68

CHyi7N M =319.41 g/mol

Solide jaune.

Partie expérimentale 263



lll. Protocoles de synthése et mise en forme des

hydrogels dopés avec les sondes moléculaires de pH

lll. 1. Hydrogels GAx-PVA10 dopés avec une sonde de pH

Une solution homogéne de PVA (85,000 — 124,000 g/mol) de concentration massique 10%m dans le
DMSO est obtenue par agitation mécanique a I'aide d’un agitateur a hélice (Heidolph Overhead
Stirrers), a 75°C pendant une heure. Une fois la solution refroidie a température ambiante, la sonde
de pH correspondante est ajoutée. Les hydrogels GAx-PVA10 dopés avec la sonde Naphth-AlkyneOMe
présentent une concentration csnge = 0,2 umol/g de solution de PVA. Les hydrogels dopés avec les
dérivés péryléne présentent une concentration cgnge = 0,1 umol/g de solution de PVA. Apres
solubilisation de la sonde, une solution de GA (50%m dans H,0) est ajoutée avec un ratio massique de
X% par rapport a la masse de la solution de PVA dans le DMSO. La solution visqueuse est mise en forme
d’apres les protocoles détaillés ci-dessous et les hydrogels sont placés dans un dessiccateur, en
présence de 50 mL d’HCI 6M afin de catalyser la réticulation par fumigation de vapeurs acides. Un
papier pH est placé dans le dessiccateur comme témoin et le dessiccateur est mis sous vide. La
réticulation est poursuivie durant 48h a température ambiante. Apres réticulation, les hydrogels sont
rincés trois fois dans I’eau distillée afin d’éliminer les traces d’acide et de DMSO. Les hydrogels sont
déshydratés a température ambiante sous sorbonne et sont réhydratés durant une heure dans I'eau
distillée avant leur utilisation.

lll. 2. Hydrogels HydroMed™ D4 dopés avec une sonde de pH

Une solution homogéne d’HydroMed™ D4 (AdvanSource Biomaterials) de concentration massique
10%m dans le THF est obtenue par agitation magnétique a température ambiante pendant une heure.
La sonde de pH correspondante est ensuite ajoutée. Les hydrogels dopés avec la sonde Naphth-
AlkyneOMe présentent une concentration Cenge = 0,2 umol/g de solution d’HydroMed™ D4. Les
hydrogels dopés avec les dérivés péryléne présentent une concentration csnge = 0,1 pmol/g de solution
d’HydroMed™ D4. La solution est mise en forme d’aprés les protocoles détaillés ci-dessous et les
hydrogels sont obtenus aprés évaporation du solvant.

lll. 3. Mise en forme des hydrogels minces

Mise en forme des hydrogels GAx-PVA10 minces

Les hydrogels GAx-PVA10 minces sont mis en forme a I'aide d’un applicateur automatique TQC Sheen
(Erreur ! Nous n’avons pas trouvé la source du renvoi.), muni d’un rouleau applicateur fileté 200 pum
ou 100 um dont le pas controle I'épaisseur de I’hydrogel GAx-PVA10 formé (Figure Exp - 2). 1-2g de la
solution GA-PVA-sonde solubilisée dans le DMSO est versée sur une feuille de polytéréphtalate
d’éthylene (PET) d’épaisseur 0,1 mm préalablement nettoyée a I'’éthanol et séchée. Le feuille de PET
est retenue sur le plateau de I'applicateur par une faible aspiration et la mise en forme est réalisée a
température ambiante. La vitesse de déplacement du rouleau applicateur est v=30 mm/s et un dépot
uniforme est obtenu apres application. Le substrat en PET est seulement utilisé comme support de
réticulation pour la mise en forme des hydrogels GAx-PVA10 et aucune adhésion entre le substrat et
les hydrogels GAx-PVA10 réticulés n’est observée. Apres 48h, les hydrogels sont prélevés du substrat
en HDPE a I'aide d’une pince et sont rincés trois fois dans de grands volumes d’eau distillée afin
d’éliminer les traces d’acide et de DMSO résiduelles. Les hydrogels sont séchés sous sorbonne et sont
conservés sous cette forme jusque leur utilisation.
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Substrat maintenu par
aspiration

Rouleau applicateur

Réglage hauteur du
rouleau

etc.

Figure Exp - 1 : Applicateur automatique TQC Sheen utilisée pour la mise en forme des hydrogels GA — PVA
(source : www.tqcsheen.com, figure adaptée)

Figure Exp - 2 : Rouleaux applicateurs filetés utilisés avec I"applicateur automatique TQC Sheen pour la mise en
forme des hydrogels (source : www.tqcsheen.com, figure adaptée)

Mise en forme des hydrogels HydroMed™ D4 minces

Les hydrogels HydroMed™ D4 minces sont mis en forme a I'aide d’un applicateur automatique TQC
Sheen (Figure Exp - 1), muni d’un rouleau applicateur fileté 200 um dont le pas controle I'épaisseur de
I’hydrogel formé (Figure Exp - 2). 1-2g de la solution HydroMed™ D4-sonde solubilisée dans le THF est
versée sur une feuille de polytéréphtalate d’éthyléne (PET) d’épaisseur 0,1 mm préalablement
nettoyée a I'éthanol et séchée. Le feuille de PET est retenue sur le plateau de I'applicateur par une
faible aspiration et la mise en forme est réalisée a température ambiante. La vitesse de déplacement
du rouleau applicateur est v = 30 mm/s et un dépot uniforme est obtenu aprés application.
L’évaporation lente du solvant est assurée par une premiere étape de séchage sous sorbonne pendant
1 a 2 heures, a température ambiante. Une seconde étape d’évaporation du solvant sur rampe a vide
permet I'obtention de films d’HydroMed™ D4 secs. Les hydrogels HydroMed™ D4 minces sont
solidaires du substrat en PET.
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111.4. Mise en forme des hydrogels épais

lll.4.a. Mise en forme des hydrogels GAx-PVA10 épais

2,0 g de la solution GA-PVA-sonde solubilisée dans le DMSO est versée a I'aide d’une pipette pasteur
dans une bofite de Petri en polystyréne, de diametre 35 mm (VWR sterile Tissue Culture Dishes) comme
illustré en Figure Exp - 3. La réticulation catalysée par fumigation de vapeurs acides est réalisée comme
détaillé pour les hydrogels minces. Aucune adhésion entre le polystyréne et les hydrogels GAx-PVA10
réticulés n’est observée. Apres 48h, I'hydrogel est prélevé a I'aide d’une pince et est rincé trois fois
dans de grands volumes d’eau distillée afin d’éliminer les traces d’acide et de DMSO résiduelles. Les
hydrogels sont séchés sous sorbonne et sont conservés sous cette forme jusque leur utilisation.

— =

Solution PVA-GA-sonde Elimination des bulles et Boite de Petri placée Rincage dans eau distillée et
dans DMSO versée dans formation d‘une surface dans dessicateur sous découpe des hydrogels GAx-PVA10
boite de Petri 8235mm lisse et homogene vide avec 50 mL HCl 6M épais dopés avec sonde de pH

Figure Exp - 3 : lllustration du protocole de mise en forme d’hydrogels GAx-PVA10 épais par drop casting et
réticulation catalysée par fumigation de vapeurs acides (HCl)

l1.4.b. Mise en forme des hydrogels HydroMed™ D4 épais

La solution HydroMed™ D4 10%m dans le THF dopée avec une sonde de pH est versée a I'aide d’une
pipette pasteur dans un moule en polytétrafluoroéthylene (PTFE) constitué de cavités cylindriques
comme illustré en Figure Exp - 4. Le moule est placé sous sorbonne durant 1-2h a température
ambiante puis dans un dessiccateur connecté a une rampe a vide afin d’évaporer le solvant. Les
hydrogels sont ensuite prélevés du moule a I'aide d’une pince afin d’étre conservés dans leur état
déshydraté.

> <H> st g C— — o — e
- < <> P — — = e, e

Obtention de membranes HydroMed™
D4 par drop casting, prélevées du
support a laide d'une pince

HydroMed™ D4 10%,, dans THF
est versé dans les cavités du
moule en PTFE

Evaporation du THF (sous
sorbonne puis rampe a vide)

Figure Exp - 4 : lllustration de la méthode de drop casting pour la mise en forme d’hydrogels HydroMed™D4
épais

Partie expérimentale 266



l11.5. Cas particuliers des hydrogels HydroMed™ D4 chargés en poudre

de diamant et/ou bicouches

L’addition de poudre de diamant dans les hydrogels HydroMed™ D4 permet d’induire des réflexions
au sein du matériau et conduit a 'augmentation de I'intensité de fluorescence d’un facteur proche de
2 [6-7] Une solution d’HydroMed™ D4 est préparée par solubilisation dans le THF avec une
concentration massique de 10%,,. La sonde de pH correspondante est solubilisée par agitation, puis la
poudre de diamant micronique (Alfa Aesar, natural diamond powder 40-60 um) est dispersée en
solution avec une concentration massique égale a 10%. Les hydrogels sont formés par drop casting
selon le protocole illustré en Figure Exp - 4. Les hydrogels secs présentent une couche réflectrice
blanche en raison de la précipitation de la poudre de diamant au cours de I'évaporation du solvant.

Des hydrogels HydroMed™ D4 présentant une isolation optique peuvent également étre formés par
ajout d’une couche d’hydrogel chargée en noir de carbone. Cette stratégie d’isolation optique permet
d’éliminer toute pollution du signal optique par I'environnement et est utilisée pour le développement
de différentes optodes de pH [6, 8]. Les hydrogels bicouches sont formés en deux étapes. La couche
d’isolation optique est obtenue par dispersion de 1%,, de noir de carbone (Nanografi carbon black
4pm) dans une solution 10%,, d’'HydroMed D4 solubilisé dans le THF et dopé avec la sonde de pH
correspondante. Cette solution de couleur noire est mise en forme par drop casting selon le protocole
illustré en Figure Exp - 4. La seconde couche est également mise en forme par un procédé de drop
casting sur la premiére couche : une solution d’HydroMed™ D4 est préparée par solubilisation dans le
THF avec une concentration massique de 10%,,. La sonde de pH correspondante est solubilisée par
agitation, puis la poudre de diamant micronique est dispersée en solution avec une concentration
massique égale a 10%. L’évaporation du solvant permet d’obtenir un hydrogel bicouche présentant
une isolation optique. Une concentration en sonde de pH égale dans les deux couches permet d’éviter
une migration de la sonde de pH au sein de I’hydrogel bicouche.
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IV. Protocoles de synthése de la cellulose-N; et chimie-

click

IV. 1. Formation d’un groupement azoture

Le protocole détaillé par Nongbe et al. a été appliqué afin d’obtenir des groupements azotures en
surface de la cellulose [9]. Ce protocole est constitué de trois étapes :

- La mercerisation de la cellulose ;
- Llatosylation;
- L’azoturation.

IV.1.a. Procédé de mercerisation

1,5 g (8,38 mmole) de cellulose (Whatman® 1 CHR 87g/m?) découpée en carrés de taille 5X5 cm” a été
placée dans un ballon de 500 mL avec 300 mL d’une solution aqueuse de NaOH 10%m. La cellulose a
été agitée a 125 rpm, durant 24h a température ambiante a I'aide d’un agitateur orbital afin de ne pas
déchirer la cellulose. La cellulose mercerisée a été délicatement prélevée a I'aide d’une pince et rincée
dans 50 mL d’éthanol a I'aide d’un bain a ultrasons, durant 10 min. L’étape de rincage a été répétée
six fois. La cellulose mercerisée a été séchée sur rampe a vide avant de procéder a I'étape de tosylation.

IV.1.b. Protocole de tosylation

1,5 g (8,38 mmole) de cellulose mercerisée a été placée dans un ballon de 250 mL sous argon, avec 4,8
g (25,2 mmole, 3,0 éq.) de chlorure de 4-toluenesulfonyle et 40 mL de pyridine. La cellulose a été agitée
a 125 rpm, durant 20h a 40°C a l'aide d’un agitateur orbital. La cellulose a été rincée dans 50 mL
d’acétonitrile a I'aide d’un bain a ultrasons, durant 10 min. L’étape de rincage a été répétée trois fois.
La cellulose tosylée a été séchée sur rampe a vide avant de procéder a I’étape d’azoturation. L’analyse
de la cellulose par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) a permis de confirmer la
formation de groupements tosyles en surface du matériau.

IV.1.c. Protocole d’azoturation

1,0 g (3,0 mmole) de cellulose tosylée a été placée dans un ballon de 250 mL sous argon, avec 1,37 g
(21,12 mmole, 7,0 éq.) d’azoture de sodium et 30 mL de DMF. La cellulose a été agitée a 125 rpm,
durant 20h a 60°C a 'aide d’un agitateur orbital, avant d’étre rincée dans 50 mL d’eau a I'aide d’un
bain a ultrasons, durant 10 min. L’étape de ringage est répétée dans 'acétone, I'éthanol et le DCM. La
cellulose-N3; a été séchée sur rampe a vide et conservée sous vide. L'analyse de la cellulose par
spectroscopie FT-IR a permis de confirmer la formation de groupements azotures en surface du
matériau. La quantification des groupements azotures en surface de la cellulose est réalisable en XPS
(spectrométrie photoélectronique X)

IV. 2. Fonctionnalisation de la cellulose-N; par chimie click

IV.2.a. Greffage d’une sonde de pH par chimie click

2,0 mg (8,0 umole) de sulfate de cuivre(ll) pentahydraté (CuSO4.5H,0), 55,5 mg (0,28 mmole, 1 éq)
d’ascorbate de sodium, et 0,1 mg (0,2 umole) de sonde de pH S5 ou S6 ont été placés dans un ballon
de 10 mL sous argon, avec 4,0 mL d’un mélange THF/H,0 3:1 v/v. Apreés solubilisation des réactifs,
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100,0 mg (0,28 mmole) de cellulose-N3 a été ajouté. La cellulose a été agitée a 125 rpm, durant 14 h a
60°C a 'aide d’un agitateur orbital. Afin de complexer le Cu(ll), la cellulose greffée a été rincée trois
fois dans 5 mL d’une solution d’acide éthylénediaminetétraacétique (EDTA) de concentration massique
10%m dans un tampon ammoniacal, durant 10 min a l'aide d’un bain a ultrasons. La cellulose greffée
a ensuite été rincée dans 5 mL d’eau, d’acétone puis de DCM, durant 10 min a I'aide d’un bain a
ultrasons, avant d’étre séchée sous vide. Une analyse par XPS de la cellulose greffée par XPS
permettrait de quantifier les sites effectivement greffés.

IV.2.b. Augmentation du caractére hydrophile de la cellulose-N; par chimie click

Les azotures libres de la cellulose fonctionnalisés avec une sonde de pH ont été greffés avec I'alcool
propargylique. Le protocole est identique au précédent, a I’exception de I'ajout de 0,2 mL (3,4 mmole)
d’alcool propargylique dans le ballon apres I'étape de greffage de la sonde. La cellulose a ensuite été
agitée a 125 rpm, durant 8 h a 60°C a I'aide d’un agitateur orbital. Afin de complexer le Cu(ll), la
cellulose greffée a été rincée trois fois dans 20 mL d’une solution de tétraméthyléthylenediamine
(TMDA)/EtOH/ammoniaque 20:60:20 v/v, durant 1h a I'aide d’un bain a ultrasons. La cellulose greffée
a ensuite été rincée dans 5 mL d’eau, d’acétone puis de DCM, durant 10 min a I'aide d’un bain a
ultrasons, avant d’étre séchée sous vide. Une analyse par XPS de la cellulose greffée par XPS
permettrait de quantifier les sites effectivement greffés.

V. Caractérisations des matrices dopées avec les sondes

de pH

V. 1. Mesure de I’épaisseur des hydrogels

L'épaisseur des hydrogels GA-PVA a été mesurée a I'aide d’un micromeétre digital Sylvac S_Mike Pro ou
Mitutoyo MDC-25MX. La mesure a été répétée sur 10 échantillons hydratés et a été moyennée.
L’épaisseur des hydrogels HydroMed™ D4 a été répétée sur 10 échantillons déshydratés et a été
moyennée.

V. 2. Observation des hydrogels en microscopie électronique a balayage

(MEB)

Les hydrogels GA-PVA dans leur état déshydraté ont été métallisés sur I'une des faces (métallisation
or) avant d’étre observés au MEB. Les échantillons ont été hydratés durant 3 heures avant d’étre
observés dans leur état hydraté. Les hydrogels HydroMed™ D4 n’ont pas été métallisés et ont été
observés dans leurs états hydratés et déshydratés de la méme maniére.

V. 3. Mesure des angles de contact

La mouillabilité et le caractére hydrophile des surfaces en cellulose ont été évaluées a I'aide d’un
montage de mesure d’angle de contact Digidrop GBX muni d’'une caméra PixeLINK, avec le logiciel
Visiodrop. Une seringue munie d’une aiguille de diametre 0,80 mm et surmontée d’un vérin a permis
le controle du volume d’eau millipore déposée. Le logiciel Visiodrop a permis de mesurer le volume de
la goutte déposée (V = 1,0 puL). Les mesures ont été réalisées sur des surfaces séches et aplanie a I'aide
d’un poids, a température ambiante. Pour les surfaces hydrophobes, 20 mesures successives sont
réalisées a 'aide du logiciel pour un seul dépot a I'aide de la méthode polynomiale, les valeurs
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aberrantes sont éliminées et les angles de contact droit et gauche sont moyennés. Pour les surfaces
hydrophiles, le logiciel de la caméra PixeLINK permet d’acquérir des images avec 100 us d’intervalle.
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PARTIE EXPERIMENTALE — MONTAGES OPTIQUES

I Optode de pH : montage

Le montage de I'optode a été concu par assemblage de pieces optiques commerciales et de pieces
spécifiquement congues au laboratoire.

I. 1. Conception de l'unité de détection

L'unité de détection a été élaborée en Delrin® noir (polyoxyméthylene) afin de résister aux milieux
basiques et limiter les réflexions. La Figure Exp - 5 décrit les différents composants de cette unité de
détection. Un premier manchon en Delrin® permet d’inclure une connecteur type SMA (SubMiniature
type A) pour la fibre optique. Un second manchon en Delrin® (2) de diamétre 17 mm permet de sertir
une lame de verre. Un joint torique est intégré afin d’assurer I'étanchéité de l'interface. Un capuchon
percé (4), également congu en Delrin noir permet de retenir la matrice dopée avec la sonde de pH sur
la lame de verre et de permettre les échanges entre I'environnement étudié et la matrice.

Connexion fibre optique

H (type SMA) (1)

(1)

Manchon en Delrin®
interne

e Manchon en Delrin®
externe (2)

(2) (4)

Joint torique (étanchéité)
Lame de verre

Y. (3)

-

+—>
17 mm

Capuchon percé
en Delrin® (4)

Figure Exp - 5 : Unité de détection de I'optode

I. 2. Pieces optiques

Le montage des pieces optiques est décrit en Figure Exp - 6. Les encadrés gris indiquent les éléments
inclus lors du développement de la premiére optode de pH, avec une lame de verre permettant de
refléter une partie de la lumiére incidente vers une photodiode et de corriger les fluctuations du
courant. Les encadrés bleus indiquent les pieces optiques incluses lors du développement de I'optode
de pH avec la voie de référence interne. Le choix des tubes photomultiplicateur est basé sur leur
réponse spectrale dont la sensibilité varie en fonction de la longueur d’onde (Figure Exp - 7).
L'ensemble des pieces optiques ont été isolées de I'environnement extérieur a l'aide de cubes
optiques comme montré en Figure Exp - 8. La fibre optique avec un diamétre égal a 1000 um est
connectée au montage grace au connecteur SMA.
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1

Lentille A (focalisation du faisceau, Lentille B
Thorlabs LB4879-UV f=35mm) / Miroir dichroique (Semrock,
FF458-Di02-22%29)
LED 405 nm (Roithner Lasertechnik, 405- — /
30M32) mo.n.tée avec une Ien.tille bille en Tube photomultiplicateur 2 (Hamamtsu
silice (Edmund Optics, 67-388) ( A— [H Tube photomultpicateur Photonics, H10722-20) + lentille passe-
bande

v T_ Lentille B (Semrock, LB1761-A)
H | <+—— Miroir dichroique (Semrock, FF458-Di02-
BU / 2229 ou FF414-Di02-22%29)

Filtre (Semrock, FFO1-
a05/10-25) 4 |

Lentille A

Lentille A

A

v

| | «——— Concentrateur optique
] (Thorlabs F220SMA-A)

Photodiode (correction ———
fluctuations du courant) ﬂ

Figure Exp - 6 : Montage des piéces optiques de I'optode de pH
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Figure Exp - 7: Sensibilité des PMT Hamamatsu Photonics H10722-210 et H10722-20 en fonction de la longueur
d’onde (source : Hamamatsu Photonics)
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Figure Exp - 8: Montage des pieces dans les cubes optiques Thorlabs

Partie expérimentale

274



I. 3. Acquisition du signal

Afin de limiter la photodégradation des hydrogels dopés avec les sondes de pH, la LED est alimentée
avec un générateur basse fréquence en mode pulsé. Les caractéristiques du signal carré sont une
largeur du pulse égale a 650 us, une période T = 13 ms, une amplitude A = 4 Vpp et un temps de
montée égal a 5 ns. Le signal est extrait a I'aide d’une détection synchrone (7265 Dual Phase DSP Lock-
In Amplifier Ametek Scientific Instruments). La détection synchrone est reliée a un ordinateur et le
logiciel Signal Recovery Acquire (Ametek Scientific Instruments) permet de suivre I'intensité mesurée.

Il. Optode de pH : mesures

Il. 1. Généralités

Les mesures obtenues a I'aide de I'optode de pH sont réalisées en immergeant I'unité de détection de
I'optode dans une solution dont le pH est suivi a I'aide d’'un pH-metre Mettler Toledo muni d’une
électrode de pH en verre congue pour minimiser I'erreur alcaline (Mettler Toledo InLab Max Pro-ISM).
L’électrode de pH est calibrée en trois points dans des solutions tampons pH = 4,01, 7,00 et 9,21. Un
bécher en Delrin® avec un couvercle présentant deux entrées a été congu afin de limiter la
carbonatation de la solution au cours du temps et de minimiser les perturbations optiques dues a
I’environnement (Figure Exp - 9). Le pH de la solution est ajusté a I'aide d’ajouts de faibles volumes de
solutions de NaOH ou HCl et la solution est agitée a I'aide d’un barreau aimanté.

[ T —
"\ METTLER ToLgy

Electrode de pH
en verre

Fibre optique avec
unité de détection de
I'optode

Bécher en Delrin®
noir

Figure Exp - 9 : Installation de I'unité de détection de I'optode et de I'électrode de pH en verre dans le bécher
en Delrin® noir
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1. 2. Mesures avec une référence interne

Des quantums dots (QD) coeur-coquille CdSe/ZnS stabilisés avec des ligands octadécylamine
caractérisés par une émission centrée autour de Ag, = 645 nm (Sigma-Aldrich) ont été sélectionnés afin
de constituer la référence interne. Une solution de polystyréne (PS) avec une concentration massique
c = 10%m est préparée par solubilisation de billes de PS (M,, ~ 192 000) dans le THF, par agitation
magnétique a température ambiante durant 2 h. Les QD sont dispersés par agitation magnétique dans
cette solution avec une concentration cqp = 0,45 mg/1 g de solution. Le protocole décrit en Figure Exp
- 4 permet d’obtenir des pastilles utilisées pour la référence interne. Apres découpe, la référence
interne est positionnée sur la lame de verre de I'unité de détection et I’hydrogel dopé avec la sonde
de pH est positionnée comme indiqué en Figure Exp - 10. Le capuchon de l'unité de détection permet
de retenir les deux pastilles L'effet de filtre interne peut étre limité par la deuxieme configuration
décrite en Figure Exp - 11, consistant a positionner une demi-pastille de référence interne superposée
avec un hydrogel dopé.

Fibre optique

Lame de verre
Référence S

(QD dans PS) 33— Hydrogel dopé

avec sonde de pH
Capuchon percé lfl

Figure Exp - 10 : Configuration générale de I'unité de détection pour une mesure avec la référence interne

Fibre optique

Lame de verre >

RéfDé(rjencePS Z—:S_ Hydrogel dopé avec
(QD dans PS) (2) sonde de pH (3)

Capuchon percé (4)

Figure Exp - 11 : Configuration de I'unité de détection limitant I’effet de filtre interne de la référence interne
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11.2. Détermination du pKa de sondes organiques de pH fluorescents

séquestrées dans des matrices solides

Le montage de I'optode est utilisé afin de déterminer le pKa des sondes de pH séquestrées dans les
matrices solides. L'unité de détection avec la matrice dopée étudiée est immergée dans 30 mL d’eau
millipore dont le pH est ajusté par ajout d’'une solution NaOH aqueuse et mesuré a I'aide d’une
électrode de pH en verre (Figure Exp - 9). L’équation d’Henderson-Hasselback permet de relier le pH
de la solution a I'intensité de fluorescence IF mesurée :

[A7]

pH = pK, + logﬁ Eq. Exp. 1

[A] et [HA] correspondent aux concentrations de la sonde déprotonée et protonée. Les
relations suivantes sont alors vérifiées, en fonction d’IF I'intensité de fluorescence mesurée a un
moment t, IFqax et IFmin le maximum et le minimum d’intensité de fluorescence observée :

[A] = IFmax— IF Eq Exp. 2
[HA] = IF - IFpin Eq. Exp. 3

Le terme dpH traduit une distribution de pKa dans une matrice, solide ou liquide. Le pKa de la sonde
de pH peut alors étre déduit grace a I’équation suivante :

(pH— pK, a)
IFmin+ IFmax x 10\ dPH
(pH —-pK a)
10\ dpH /41

IF = Eq. Exp. 4

L'intensité du signal acquise avec l'optode de pH est tracée en fonction du pH de la solution. Un
ajustement numérique est réalisé sur Origin Lab 2018 en appliquant 'équation Eq. Exp. 4 avec un
algorithme de Levenberg-Marquardt associée a une méthode des moindres carrés afin d’en déduire le
pKa de la sonde séquestrée dans la matrice étudiée.

lll. Acquisition des spectres d’émission des matrices
dopées

Un montage optique adapté sur un spectrofluorimétre FluoroMax-4 doté d’une lampe au Xénon 150W
caractérisée par un domaine spectral 200-950 nm, du fabricant HORIBA Jobin-Yvon. et dont le montage
général est décrit dans le chapitre Il a permis d’acquérir I’'ensemble des spectres d’émission des sondes
de pH et de la référence interne séquestrés dans une matrice solide. Une LED 405 nm (Roithner
Lasertechnik, 405-30M32) montée avec une lentille bille en silice (Edmund Optics, 67-388) et muni
d’un connecteur SMA est connectée a une fibre optique de diametre 1000pum. Un miroir dichroique
(Semrock, FF414-Di02-22x29) est monté a 45° dans un cube optique. Un concentrateur optique
(Thorlabs F220SMA-A) est intégré au cube afin de connecter une seconde fibre optique de diametre
1000 pm reliée a l'unité de détection de l'optode. Enfin, I'émission est collectée a I'aide du
spectrofluorimetre grace a une fibre optique de diametre 600 um connectée d’une part au cube
optique, et d’autre part a une piéce mécanique usinée et placée au niveau de la fenétre de détection
du spectrofluorimétre, comme montré en Figure Exp - 12.
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Piéce usinée
installée au niveau
de la fenétre de
détection du
spectrofluorimetre y

cennectée au cube
optique

Figure Exp - 12 : Piece usinée permettant I'acquisition de I'’émission d’'une matrice dopée avec une sonde de pH
placée dans l'unité de détection
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PARTIE EXPERIMENTALE — SPECTROSCOPIE

L'ensemble des mesures spectroscopiques en solution ont été réalisées dans des cuvettes en quartz
du fabricant Hellma Analytics, présentant un trajet optique de longueur /=10 mm et un volume V=4
mL. Les mesures ont été réalisées a température ambiante. Les solvants utilisés pour les mesures
spectroscopiques correspondent a des solvants de qualité spectroscopiques et proviennent du
fournisseur Sigma Aldrich ou Carlo Erba. L'eau ultrapure utilisée pour les mesures spectroscopiques
est préparée par un systeme de purification Milli-Q (Millipore) et présente une conductivité ionique
inférieure a 12 MQ.cm a 20°C. Les micro-pesées ont été réalisées a I'aide d’'une microbalance Radwag.

1. Absorbance

I.1. Instrumentation et conditions de mesure

Les spectres d’absorption des composés en solution ont été mesurés a I'aide des spectrophotomeétres
Cary 4000 ou Cary 5000 (Agilent Technologies). Une lampe arc deutérium permet d’acquérir
I"absorption des composés dans le domaine de I'UV tandis qu’une lampe halogene au tungstene
permet d’acquérir I'absorption dans le domaine Visible-proche infrarouge. Les mesures d’absorbance
des hydrogels dopés les sondes de pH sont acquis a I'aide de supports pour échantillons solides.

I.2. Détermination des coefficients d’extinction molaire

Les coefficients d’extinction molaire sont déterminés par préparation de deux solutions S; et S, de
concentrations connues c; et ¢, a partir de deux masses m; et m, pesées a I'aide d’une balance
de précision. Plusieurs dilutions (entre 5 et 8) sont réalisées pour chaque solutions afin d’obtenir
des absorbances A telles que 0,01<A<0,1. Les spectres d’absorption sont mesurées pour chaque
solution. La loi de Beer-Lambert, avec A 'absorption sans unité, (1) le coefficient d’extinction
molaire en mol.L.cm™, /1a longueur du chemin optique en cm, et ¢ la concentration en mol.L™:

A = e(Q) Xl xc

associée a une régression linéaire effectuée avec le logiciel Origin Lab 2018 permet de déterminer
le coefficient d’extinction molaire du composé généralement déterminée a la longueur d’onde
d’absorption maximale Anay.

1. Fluorescence

I1.1. Instrumentation

Il.1.a. Spectroscopie de fluorescence stationnaire

Les spectres d’émission des composés ont été mesurés a I'aide des spectrofluorimétres FluoroMax-4
doté d’une lampe au Xénon 150W caractérisée par un domaine spectral 200-950 nm, ou FluoroLog-3
(FL3-221) doté d’une lampe a arc Xénon 450W présentant un domaine spectral 200-850 nm, du
fabricant HORIBA Jobin-Yvon. Les spectres d’émission des composés en solution présentés dans ce
manuscrit sont corrigés de la fonction d’appareil. Les mesures sont réalisées a partir de solutions
présentant une absorption A < 0,1 afin de s’affranchir des phénoménes de filtre interne.
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Il.1.b. Spectroscopie de fluorescence résolue en temps

Les mesures de fluorescence résolue en temps ont été réalisées avec le montage décrit en Figure Exp

-13.
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Figure Exp - 13 : Montage de spectroscopie de fluorescence résolue en temps (DM : miroir dichroique, BS :
séparateur de faisceau, BP : filtre passe-bande, CFD : discriminateur de fraction constante, CSA : analyseur de
charge, TAC : convertisseur temps/amplitude, ADC : convertisseur analogique/numérique, TCSPC : comptage de
photons uniques résolu en temps)

Les mesures de fluorescence résolue en temps ont été réalisées avec la méthode de comptage de
photons uniques résolu en temps. La probabilité de détecter un nombre de photons a un temps t aprés
le signal d’excitation étant proportionnel au signal de fluorescence, cette méthode consiste a
enregistrer de maniere répété et avec une grande précision temporelle le nombre de photons uniques
d’un signal de fluorescence. Chaque photon unique est détecté par un canal de détection du module
de comptage de photons unique et I'addition des photons de I'ensemble des canaux permet de
reconstituer le signal de fluorescence. Un montage de fluorimétrie impulsionnelle consistant a exciter
un échantillon par un train d’impulsions lumineuses courtes a I'aide d’un laser femtoseconde Yb:KGW
(t-pulse 200, Amplitude Systemes, fréquence : 10 MHz, largeur de pulse : 400 fs) a été utilisé. La
fluorescence des échantillons est acquise avec un microscope pour épifluorescence (TE2000-U, Nikon).
Les échantillons sont positionnés au niveau du plan focal de 'objectif (CFI Plan Fluor 40X, N.A. 0,75).
Les photons émis sont collectés avec un compteur de photons uniques résolu en temps et dans
I’espace LINCam (Photonscore). Cette caméra LINCam est basée sur un photodétecteur Quadrant
Anode MCP-PM. Chaque photon est numérisé (12 bits) en espace et en temps avec une résolution
respective de 10 ns et 50 ps.
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Dans le cas d’un pulse d’excitation court, la décroissance de I'intensité de fluorescence /(t) correspond
a une fonction multi-exponentielle a n composantes, avec T; le temps de décroissance de chaque
composante et q; les facteurs pré-exponentiels :

t .
Ip(t) = Y a;xexp (— T—l) Eq. Exp. 5

En revanche, dans le cas d’un pulse d’excitation de durée supérieure a la durée de vie de fluorescence
d’un composé, l'intensité acquise I(t) correspond au produit de convolution des fonctions E(t) et It) :

[(t) =E@) «I[z(t) =E(@) * X1, a; X exp (— Ti) Eq. Exp. 6

Les données ont été analysées a I'aide du logiciel Globals (Globals Unlimited, University of Illinois at
Urbana-Champaign, Laboratory of Fluorescence Dynamics) en appliquant une méthode des moindres
carrés non linéaire.

11.2. Détermination des rendements quantiques de fluorescence

Les rendements quantiques de fluorescence des composés en solution ont été déterminés par la
méthode relative. Les rendements quantiques de fluorescence des matrices solides ont été déterminés
par la méthode relative ou la méthode absolue.

1.2.a. Rendements quantiques de fluorescence relatifs

Le principe de la mesure du rendement quantique de fluorescence relatif repose sur la comparaison
de I'’émission du composé étudié avec celle d’'un composé connu, dont le rendement quantique de
fluorescence est tabulé. Une référence présentant une fluorescence proche du composé est
sélectionnée afin de négliger la non-linéarité de la détection.

Ainsi, le rendement quantique de fluorescence d’un composé X est noté Oy et est déterminé par
rapport a une référence R selon la relation suivante :

2 7
(szmeA_Rxs_Xx(n_X) EqEXp7

Ax SR ng

Avec Oy et Oy les rendements quantiques de fluorescence du composé X et de la référence R
respectivement, Ay et Az I'absorbance du composé X et de la référence R a la longueur d’onde
d’excitation Ae,, Sx et Sg l'intégration de I'’émission (aire sous la courbe) du composé X et de la
référence R excités a la longueur d’onde A, Nxet ng les indices de réfraction des solvants utilisés pour
solubiliser le composé X et la référence R respectivement.

1.2.b. Rendements quantiques de fluorescence absolus

Les rendements quantiques de fluorescence des matrices solides dopées avec les sondes de pH ont
été déterminés a I'aide d’un spectrofluorimetre Fluorolog-3 de HORIBA Scientific muni d’une sphere
intégrante F-3018 du fabricant HORIBA Jobin-Yvon avec un diamétre interne 102 mm. La paroi interne
de la sphére est constituée de Spectralon®, un matériau hautement diffusant, permettant de diffuser
I’émission d’un échantillon suspendu dans toutes les directions. Le principe d’une mesure de
rendement quantique ®: absolu par une approche dite deux mesures est d’acquérir I'émission de la
source d’excitation avec et sans échantillon fluorescent afin de constituer une référence interne a la
mesure (Figure Exp - 14). L’acquisition du spectre d’émission de I’échantillon permet alors de calculer
le @ absolu grace a la relation :
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Figure Exp - 14 : Principe de la mesure du rendement quantique de fluorescence absolu

Les matrices polyméres dopées sont hydratés avant les mesures de rendement quantique et sont
immergées dans une solution aqueuse. La cuvette est placée au centre de la sphére d’intégration afin
d’étre située dans le trajet optique. Les données brutes sont traitées a I'aide d’une macro Excel fournie
par HORIBA Jobin- Yvon.

lll. Détermination du pKa de sondes organiques de pH
fluorescentes

Le pka des sondes de pH a été déterminé en solution aqueuse par un dosage du composé étudié par
I’hydroxyde de sodium (NaOH). Les sondes organiques de pH synthétisées n’étant pas solubles dans
I’eau, les dosages ont été effectués dans des solutions aqueuses solvant organique — H,0. Le terme de
‘pH calculé’ correspond alors a la valeur du pH calculé dans cette solution aqueuse en fonction du
volume V; d’une solution de concentration en base By, comme illustré en Figure Exp - 15. La
concentration en base de la solution dosée et alors calculée a tout moment et ses spectres
d’absorbance et d’émission sont acquis en fonction du pH calculé.

Volume V, Volume V+ V;
Concentration sonde : C, Concentration sonde : C, Concentration sonde : C,
Solvant organique : H,0 Solvant organique : H,0 + NaOH A, IF;

Ao, IF, Concentration [HO] = B, pH calculé > 7,00
pH calculé = 7,00 Concentration [HO] = B,

Figure Exp - 15 : lllustration du dosage d’une sonde de pH fluorescente par I’hydroxyde de sodium NaOH, afin de
déterminer le pKa calculé de la sonde
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Le pKa de la sonde est déterminée selon la méthode décrite en partie Montages optiques (II.2.
Détermination du pKa de sondes organiques de pH fluorescents séquestrées dans des matrices
solides).
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Résumé: D'importants volumes de matériaux
cimentaires sont utilisés dans le secteur de I'industrie
nucléaire, pour la conception des enceintes de
confinement de réacteurs de centrales ou le stockage
de déchets radioactifs en surface par exemple.
L'augmentation du volume de déchets radioactifs
produits appelle a considérer un scénario de
stockage géologique profond des déchets nucléaires
avec le projet Cigéo (centre industriel de stockage
géologique de déchets radioactifs), dont les
infrastructures seraient constituées d'une variété de
matériaux cimentaires. L'évolution et le vieillissement
de ces matériaux cimentaires, principalement leur
durabilité mécanique sous différentes contraintes
environnementales correspond a un enjeu de sUreté
majeur. L'évolution du comportement mécanique
des structures cimentaires est principalement la
résultante des perturbations physico-chimiques,
dont les mécanismes réactifs sont désormais
appréhendés de facon satisfaisante. Cependant, le
suivi de [I'évolution chimique des matériaux
cimentaires et notamment de la solution porale reste
un champ de recherche assez peu exploré malgré les
enjeux primordiaux qu'il présente. Le pH est en effet
un indicateur fiable et puissant de I'état d'altération
des structures en matériaux cimentaires et sa mesure
demeure d'un intérét majeur dans le cadre du suivi
en continu du vieillissement du béton. La majorité
des méthodes de mesure du pH hautement basique
du béton (pH = 10,5-13,5) constituent des méthodes
destructives et les sondes électrochimiques
largement utilisées ne sont pas applicables pour des
mesures /n situ dans le béton, sur des temps longs.
En ce qui concerne les sondes optiques, un certain

nombre de systémes ont été développés dans la
littérature, mais ils ne sont pas applicables pour le
suivi en temps réel de variation de hauts pH (> 13).
Les travaux menés durant cette thése ont visé a
concevoir et tester une optode de pH afin de suivre
in situ le vieillissement de matériau cimentaire
depuis la prise jusqu'a plusieurs mois/années. Pour
ceci, un dérivé naphthalimide a été sélectionné et
des dérivés péryléne présentant des fonctions
amine ou guanidine ont été synthétisées afin de
constituer des sondes de pH fluorescentes. Les
propriétés photophysiques et photochimiques des
sondes ont été étudiées en solution. Dans un
deuxieme temps, ces sondes de pH innovantes ont
été séquestrées ou greffées sur différentes matrices
polymére tels que des hydrogels d'alcool
polyvinylique réticulés avec le glutaraldéhyde, un
polyuréthane commercial (HydroMed D4) ou la
cellulose, afin de constituer un matériau résistant,
perméable a I'eau et aux analytes, dont la réponse
aux variations de pH a été caractérisée. Enfin un
banc optique permettant la mesure du pH a été
développé et optimisé afin de constituer un outil
de mesure du pH fiable et robuste avec l'inclusion
d'une référence interne. Ainsi, le pH de pates de
ciment bas pH a été mesuré en surface au jeune
age, avec un temps de réponse d'environ 100 s et
une précision de +0,1 unité de pH. Des
problématiques d'accessibilité a I'eau porale des
matériaux cimentaires et d'interactions spécifiques
entre les sondes moléculaires de pH et les matrices
solides ont été mises en évidence. Des perspectives
pour la mesure du pH /n situ sont présentées.
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Title : Development of optical fiber sensors for in situ measurement of pH in concrete
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Abstract: Significant volumes of cementitious
materials are used in the nuclear industry to design
nuclear power plants containment facilities or surface
disposal installations for radioactive waste for
example. The increasing volume of radioactive waste
produced raises the question of a deep geological
disposal facility such as Cigéo (industrial center for
geological storage of radioactive waste). This type of
facility would require various cementitious materials
and the ageing of these materials is a major safety
issue. The evolution of the mechanical behavior of
cementitious structures is mainly the result of
physico-chemical  disturbances.  Although the
majority of reactive mechanisms are now understood
in a physico-chemically satisfactory manner, the
question of monitoring the chemical evolution of
cementitious materials and more specifically, of the
pore water, remains a very limited field of research in
spite of the primordial stakes that it covers. The pH is
indeed a reliable and powerful indicator of the state
of deterioration of cementitious material structures
and its measurement remains of major interest in the
continuous monitoring of concrete aging. The
majority of methods developed to measure the high
pH of concrete (pH = 10.5-13.5) are destructive
methods and standard electrochemical probes are
not suited for in situ pH measurement, over long
periods of time. With regards to optical probes, some
systems have been developed in the literature, but

they are not applicable for real-time monitoring of
high pH variation (> 13). The research work
exposed here relates to the development of a pH
optode for /n situ measurement in cementitious
materials, from the hydration to the material
ageing. In order to achieve this, a naphthalimide
derivative has been selected and perylene
derivatives with amine or guanidine functions have
been synthesized in order to obtain fluorescent pH
probes. The pH probes photophysical and
photochemical properties have been characterized
in solution. These novel pH probes have been
entrapped or bound to various polymer matrices
such as hydrogels (polyvinyl alcohol crosslinked
with glutaraldehyde or Hydromed D4), or cellulose
in order to obtain robust materials, permeable to
water and analytes. These materials response to pH
variations has been studied. Finally, an optical
bench was designed in order to develop a reliable
optical pH measurement tool including an internal
reference. pH measurements were carried out on
the surface of low-pH cement pastes with a short
response time of around 100 s and a £0.1 pH unit
precision. Issues regarding the pore water
accessibility of cementitious materials and specific
interactions between pH probes and solid matrices
has been highlighted and outlooks for in situ pH
measurement are discussed.
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