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Introduction générale

La bioélectrochimie est un domaine scientifique dont le taux d’implication de la
communauté scientifique ne cesse de croitre. Le principe général repose sur I’étude, la
compréhension et 1’exploitation de phénomeénes électrochimiques initiés par des molécules
biologiques (ADN, anticorps, enzymes, etc.). Deux grandes applications peuvent en étre
dégagées : la premicre consiste a exploiter les diverses réactions biologiques pour conduire a
la détection et généralement a la quantification de molécules en solution. Dans le cas présent,
le terme « bioanalyse par voie électrochimique » image parfaitement les moyens mis en
ceuvre et les résultats escomptés. Par exemple, grace a ces technologies, les patients atteints
du diabéte disposent désormais de capteurs portatifs pour le dosage immédiat du glucose
sanguin. La seconde application, plus récente, se focalise sur la production énergétique par le
biais d’especes rédox (microbes, enzymes, mitochondries) pour 1’oxydation et la réduction de
combustible et de comburant respectivement, mettant en exergue 1’activité biocatalytique des
especes en présence. Cet axe de recherche a su s’engouffrer dans la bréche ouverte par
I’émergence des consciences environnementalistes sur ’utilisation des ressources d’énergie
fossile. Li¢ aux besoins énergétiques de I’activit¢ humaine, il profite de I’attrait pour les
nouvelles énergies dites renouvelables. Il est tout de méme bon de préciser que la finalité de
ces biodispositifs n’est pas (pour le moins actuellement) de remplacer I’utilisation des
centrales thermiques (différence de puissance de 12 ordres de grandeur environ entre une
centrale €lectrique nucléaire et une biopile enzymatique). Ces biopiles se destinent a de toutes
autres utilisations en temps que générateurs embarqués pour le monde du petit électronique
portatif (commercial ou médical).

Bien que possédant des applications tres différentes, ces deux domaines de recherche
sont intimement liés et dans ces deux cas de figure, I’immobilisation des molécules
biologiques et la géométrie des é€lectrodes apparaissent bien souvent comme les parameétres
déterminants pour la réalisation des biocapteurs ou des biopiles. Ainsi, 1’effort continu des
scientifiques pour la mise au point de nouvelles méthodes d’immobilisation et de matériaux

d’¢lectrodes repoussent toujours plus loin performances et miniaturisations de ces dispositifs.

Ce travail de doctorat repose sur le développement et 1’étude d’un immunocapteur
impédancemétrique et de deux approches différentes pour appréhender la bioconversion

d’énergie électrique par la réalisation et la caractérisation de biopiles enzymatiques.

Le premier chapitre de ce manuscrit consacré a la bibliographie se divise en trois
sections. La premicre est consacrée aux biomatériaux d’électrode. La seconde et la troisiéme,
elles, abordent les deux applications de ces biomatériaux étudiées dans cette thése, que sont

les biocapteurs immunologiques et les biopiles enzymatiques.

Le deuxiéme chapitre est consacré a I’¢laboration d’un immunocapteur

impédancemétrique pour le dosage de la ciprofloxacine, un antibiotique largement utilisé. Le
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principe est de « jouer » sur les différentes affinités qui existent entre les molécules comme

les anticorps ou les antigenes pour conduire a la détection souhaitée.

Le troisiéme chapitre s’oriente lui vers la production d’énergie électrique a partir de
I’apparition d’un gradient de pH généré par des enzymes. Ce gradient de pH est converti en

différence de potentiel grace a I'utilisation d’un couple rédox sensible au pH.

Enfin, le quatriéme et ultime chapitre approfondit le théme de la production électrique
par voie bioélectrochimique. La glucose oxydase (GOx, Aspergillus Niger) et la polyphénol
oxydase (PPO, Agaricus Bisporus) sont mises en coopération pour catalyser 1’oxydation du

glucose et la réduction du dioxygene.
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Chapitre I — Etude bibliographique

1.1 Les biomatériaux d’électrodes

Dans cette partie, une bréve description des biomatériaux d’électrodes ainsi que leurs
domaines d’application sont donnés. Ensuite, le théme des méthodes d’immobilisation

utilisées pour la réalisation de ces matériaux est abord¢.

I.1.a Définition générale

Que ce soit dans le domaine des biocapteurs électrochimiques ou dans celui des
biopiles, une espece biologique (ou plusieurs) est généralement immobilisée a la surface du
transducteur par différentes méthodes qui seront décrites en aval dans ce méme chapitre.
L’ensemble formé par la biomolécule immobilisée et son environnement constitue un
biomatériau qui doit permettre a I’espece biologique de conserver sa stabilité et son activité.
Les biomatériaux tirent profit du comportement de 1’espéce biologique et des matériaux les
constituant. Congus a partir de biomolécules, de tels objets sont en général utilisables dans un
environnement biologique.

Plus particuliérement, une ¢lectrode biologique est constituée d’un systéme biologique
(anticorps, enzyme, ADN, etc.), généralement immobilisé sur un matériau solide (électrode)

et se désigne comme bioélectrode.

.1.b Les applications potentielles

Le domaine d’application des biomatériaux est vaste. Par exemple, les matériaux
utilisés en chirurgie (prothéses articulaires, ligaments, valves cardiaques, etc.) sont considérés
eux aussi comme des biomatériaux.

Dans le domaine de la chimie, les biomatériaux peuvent étre utilisés dans la conception et la
réalisation de réacteur électrochimique pour la synthése de produits chimiques divers. En
imposant un courant ¢électrique entre deux électrodes, il est possible de produire de nouvelles
especes a partir de matériels biologiques immobilisés dans une enceinte et alimentés par un
milieu spécifique. Parmi ces réacteurs, les bioréacteurs ¢électrochimiques utilisent
fréquemment des especes enzymatiques.

Dans le domaine de la chimie analytique, les biomatériaux d’¢électrodes représentent une veine
extrémement intéressante. Les deux grandes applications de ces matériaux sont la détection et
la quantification d’espéce chimique avec les biocapteurs (détection de pesticide, de virus, de
bactérie, etc.) et la conversion d’énergie chimique en énergie ¢électrique avec les biopiles
(pour I’alimentation ¢lectrique de dispositifs légers portatifs). Une description plus précise de

chaque application sera donnée dans les parties respectives des biocapteurs ou des biopiles.
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I.1.c Les méthodes d’immobilisation

La nécessit¢ d’immobiliser les biomolécules est intuitive. Si cette condition

d’immobilisation n’est pas satisfaite, il faudrait alors ajouter en permanence ces espéces par
I’intermédiaire du milieu réactionnel pour perpétuer les réactions attendues ce qui entrainerait
une augmentation considérable des colits de fabrication des biocapteurs ou des biopiles. De
plus, cette fixation des molécules permet de connaitre a chaque instant la quantité d’especes
immobilisées.
Ainsi, qu’il s’agisse de ’'une ou de I'autre des applications énoncées, I’étape cruciale de
fabrication/conception réside dans la méthode d’immobilisation du matériel biologique sur
I’¢lectrode. L’immobilisation est une technique de confinement dans une structure a 2 ou 3
dimensions ayant pour but la conservation du site de reconnaissance. Dans la plupart des cas,
il a été observé une augmentation de la stabilité des anticorps ou des enzymes une fois ces
derniers immobilisés'. Le choix de cette méthode influe directement sur les performances du
systeme. Plusieurs facteurs doivent donc étre pris en considération pour optimiser la fixation
des récepteurs biologiques en questions (anticorps ou enzymes) :

- D’orientation des biomolécules immobilisées doit étre propice a 1’interaction avec

I’analyte ou le substrat.

- I’immobilisation ne doit pas modifier la structure tridimensionnelle des especes

biologiques (pouvant altérer la réactivité, la cinétique, la sélectivité).

- P’'immobilisation doit permettre I’obtention d’un dépot contrdlé et reproductible

des récepteurs biologiques.
La durée de vie en solution de biomolécules comme les enzymes est courte (entre quelques
heures et une semaine). Ce constat indique qu’une méthodologie doit étre appliquée pour
accroitre la durée de vie de ces systemes pour rendre leurs utilités commerciales
envisageables.
Les principales voies envisageables pour I’immobilisation d’espeéces biologiques sont
représentées dans le Schéma I-1. Chacune d’entre elle va faire 1’objet d’une breve

description.

a — Adsorption / Monocouche auto-assemblée b — Réticulation

<x
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¢ — Encapsulation / Electropolymérisation d — Assemblage biomoléculaire

) 7/

e — Greffage chimique

Schéma I-1: Représentation schématique des principales méthodes d’immobilisation d’espéces biologiques a la

surface d’électrode

I.1.c.1  L’adsorption

Technique la plus simple de réalisation, 1’adsorption consiste a réaliser un dépot de
matériel biologique a la surface de 1’¢lectrode (ou du matériau d’¢électrode) pour un temps
défini. Les anticorps ou les enzymes se retrouvent alors « collés » a 1’¢lectrode par des
interactions de type Van der Waals ou hydrophobes. Malgré une bonne accessibilité des sites
actifs de ces molécules et I’¢limination des molécules non adsorbées par simple rincage, cette
technique souffre d’un manque de stabilité dans le temps (phénoméene de désorption).

Pour autant, plusieurs travaux ont été réalisés a 1’aide de cette technique, soit par adsorption
directe sur I’électrode soit sur une matrice de polymére®™.

Une approche similaire a I’adsorption consiste a réaliser une monocouche auto-assemblée
(self assembled monolayer, SAM en anglais) a la surface d’un substrat/d’une surface. Il s’agit
d’un dépdt organisé en une couche mono moléculaire avec une orientation définie a partir de
molécules amphiphiles. Chaque molécule comporte deux groupements fonctionnels séparés
par un bras espaceur (chaine alkyle (C-C)"). L’un implique la liaison avec 1’électrode
(chimisorption d’un groupement thiol sur or par exemple), 1’autre posséde des groupes

fonctionnels susceptibles de réagir avec des biomolécules (acide carboxylique, alcool, amine,
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5 R JOR B r .
etc.)”. Les matériaux réalisés par monocouche auto-assemblée sont bien plus stables que ceux

obtenus par simple adsorption.

l.1.c.2  La réticulation

Depuis les années 60, plusieurs études ont permis de mettre a jour une technique de
couplage intermoléculaire entre des biomolécules comme des enzymes. En effet, 1’utilisation
d’agents chimiques bi ou multifonctionnels et d’une protéine, conduit a la formation de
liaison entre les fonctions de surface NH; de la biomolécule et I’agent de réticulation. Il existe
plusieurs agents de couplage, tel que le glutaraldéhyde qui est fréquemment utilisé¢ dans ce

type d’immobilisation’.

. b \/lL )K/
AN NN =

/\/\/\
ok ~o0 H H

Schéma I-2: Structure de composés utilisés dans le processus de réticulation de biomolécules.

a- Glutaraldéhyde, b- N,N’-methylenebisacrylamide

Le réseau de réticulation obtenu est un gel insoluble difficilement manipulable et donc
mécaniquement peu stable. Pour pallier cet effet, les molécules sont d’abord immobilisées sur
le support solide (par adsorption ou par encapsulation dans une matrice de polymeére) puis
I’agent de réticulation est ajouté. Cependant, bien que cette technique soit attrayante par sa
simplicité, le couplage engendre une perte relative de ’activité catalytique des enzymes en
affectant la structure 3-D de la protéine et par la méme occasion son centre actif. Il faut alors
jouer sur le degré de réticulation pour obtenir un bon compromis entre immobilisation et
maintien de la réactivité. Dans le cadre des biopiles enzymatiques, le but étant de conserver au

mieux la catalyse enzymatique, cette méthode ne semble pas la mieux adaptée.

1.1.c.3  L’encapsulation
Cette technique consiste a générer, dans un espace tridimensionnel, une matrice
capable d’emprisonner les biomolécules. Ses avantages sont [’accés a la quantité (constante)
de molécules immobilisées a I’intérieur de la matrice et I’'immobilisation d’une quantité plus
importante d’espeéces qu’avec la formation d’une monocouche de récepteurs (obtenue par
adsorption ou a I’aide de SAM). Parmi les différentes catégories de matrice, il est possible de
citer les matrices a base de chitosan” ®, de nafion’ ou de polyméres. Une autre méthode

o . a0, 11
consiste a faire croitre sur le transducteur un film de polymere ™

(électrogénération, par
exemple) dans une solution contenant I’espece a immobiliser. La molécule se retrouve alors
piégée dans la nouvelle matrice. De plus, la cage formée par le matériau autour de la protéine

offre un environnement adéquat et la dénaturation naturelle observée en solution diminue.
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Dans les deux cas, la présence du film génére une barriere diffusionnelle
supplémentaire. Dans le cas des capteurs, cela peut entrainer un temps de réponse plus
important (diffusion des espéces jusqu’au détecteur) et une sensibilité plus faible, dans celui

des biopiles une diminution des courants catalytiques.

1.1.c.4  Les assemblages moléculaires et biomoléculaires par interactions affines

D’autres assemblages consistent a utiliser I’affinité entre différentes molécules,
qu’elles soient biologiques ou non. Dans le second cas, I’immobilisation d’une biomolécule
ne possédant pas d’affinité particuliere, une étape de fonctionnalisation est nécessaire
(biotinylation, histidinylation, etc.). L’étape suivante correspond a la formation d’un
« complexe » affin. Plusieurs configurations sont possibles. Parmi les plus connues et les plus
utilisées, 1’interaction (strept)avidine/biotine qui posséde une constante d’association élevée
(Ka biotine/(streptyavidine ~ 1.1015) permet la fixation de quatre molécules biotine pour une molécule
d’avidine. Un autre systeme digne d’intérét est 1’affinité entre 1’adamantane et la [-
cyclodextrine (B-CD) qui posséde une constante d’association de I’ordre de 10° ce qui a
permis la fixation de glucose oxydase fonctionnalisée par des B-CD sur une couche de
polypyrrole-adamantane'?.

I1 existe également la possibilité d’immobiliser des molécules par le biais de complexe
métallique. Un polymeére (ou une SAM) présentant un groupe nitrilotriacétique peut former un
complexe avec des ions tels que le nickel ou le cuivre. Les groupes histidines portés par les
biomolécules jouent alors le role de ligands conduisant ainsi a la fixation des molécules'™ ',
Enfin, une derniére possibilité consiste a réaliser des dépdts successifs couche par couche
d’¢lectrolytes possédant des charges opposées. Les biomolécules, étant elles mémes chargées

. . r 15
(ou partiellement), se retrouvent donc emprisonnées dans ces couches .

1.1.c.5  Le greffage chimique

Dans le cas d’un greffage chimique direct avec les biomolécules, la stabilit¢ du
systtme est fortement accrue. Cependant, la formation de liaisons covalents entre les
biorécepteurs et le matériau de greffage (surface d’électrode, polymére électrogénéré'')
conduit dans la majeure partiec des cas étudiés a une diminution de la réactivité des
biomolécules (mauvaise orientation des centres actifs, dénaturation en présence des
substances chimiques lors de I’étape de greffage). Enfin, cette étape de greffage allonge le
temps de fabrication des bioélectrodes.

La premicere étape de fonctionnalisation par greffage chimique consiste donc a déposer
a la surface de I’¢électrode le support chimique. Le Schéma I-3 regroupe quelques exemples
de réactions utilisées pour 1I’immobilisation covalente de molécules biologiques sur des
surfaces préalablement modifiées par des groupements thiol, diazonium, carboxylique ou

N-hydroxysuccinimide.

-13-



Chapitre I — Etude bibliographique

% Greffage par couplage avec un carbodiimide (exemple avec EDC)

R R R
N 0 HN” Q HN”
COOH + << e — )§ — Mol + OJ\ + H
\ O SNH+  HN—Mol N N
/ ' [
= R R

¢ Greffage par le groupement NHS (N-hydroxysuccinimide), NHP (N-
hydroxyphthalimide)

o)
0
COOH + HO—N _Mol + HO—N
EDC H N—Mol ﬂ
o)

o,

% Greffage par un groupe thiol'®

Ox.
SH ——— S—S—Mol
HS—Mol

*» Greffage par un groupe diazonium

NaNO2
NH, ——> NEN — N=N—N—Mol
HCl H,N—Mol H

Schéma I-3 : Différents exemples d immobilisation par greffage chimique

1.2 Les biocapteurs

Depuis les travaux pionniers de Clark et Lyon en 1962 sur le développement
d’¢électrodes enzymatiques pour la détection du glucose'’, la communauté scientifique n’a
cess¢ d’accroitre ses efforts dans le domaine de la détection analytique et le développement
d’appareil de contrdle. L’évolution quasi exponentielle de la Figure I-1 ne faisant référence
qu’aux seuls immunocapteurs refléte bien cette tendance. Les domaines d’application de ces

capteurs se sont étendus bien au-dela de la détection du glucose sanguin chez les personnes
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diabétiques : on trouve des biocapteurs dans les sciences de la vie (médecine, biologie, etc.),

I’environnement (pollution des sols) ou encore la sécurité et la défense'®. L avantage principal

d’un biocapteur est la rapidité de 1’analyse en comparaison avec d’autres méthodes beaucoup

plus chronophages telles que la chromatographie en phase liquide (HPLC).
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Figure I-1: Evolution du nombre de publication d’articles entre 1992 et 2011. Recherche effectuée avec le mot

clé « Immunosensors ». La partie hachurée représente la part concernant la recherche « Impedance and

Immunosensorsy. Source Web of Knowledge, édité en juillet 2011

Les principaux concepts et caractéristiques des biocapteurs a prendre en compte sont :

La sélectivité : cette caractéristique renseigne sur ’aptitude du capteur a ne
répondre qu’a une cible donnée et puisse ainsi faire la distinction parmi d’autres
molécules ayant une structure similaire. Ce paramétre est déterminant quand il
s’agit de traiter des échantillons complexes (échantillon de lait, de plasma sanguin,
d’eau de riviére, etc.). Ces échantillons peuvent contenir des molécules différentes
de celles a analyser étant elles méme susceptibles d’induire un phénoméne de
reconnaissance. Ce phénomeéne d’interférence provoque 1’apparition d’une erreur

sur la mesure du capteur.

La limite de détection: cette valeur consiste a fournir la quantit¢ minimale

d’analyte cible réellement détectable avec le biocapteur. Celle-ci peut étre obtenue
en mesurant la réponse du détecteur lors d’ajout d’une concentration croissante en
cible. Typiquement, la premiére dilution fournissant une réponse trois fois plus

intense que le bruit du systéme est considérée comme la limite de détection.

Le domaine de linéarité: cette information est particuliecrement importante

lorsqu’il s’agit de quantifier une substance spécifique. Ce domaine est
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généralement compris entre les valeurs de la limite de détection et la limite
provoquée par la saturation de la sonde par la cible (ajout de fortes concentrations

n’engendrant plus de variation du signal).

- La sensibilité : Cette valeur correspond a la variation du signal obtenu par une
variation d’une unité de concentration en analyte (exemple: mV.L.mol™,
mA.L.mol™".cm™, etc.). Elle est déterminée a partir de la pente dans le domaine de

linéarité du capteur.

- Le temps de réponse: est le temps nécessaire pour atteindre un certain
pourcentage de la réponse totale lors de I’ajout de 1’analyte (to.9 ou tg.99 pour 90 ou
99 % du signal obtenu). Il doit étre court pour que le capteur soit attrayant et
permette une détection en temps réel.

De plus, pour trouver un marché commercial et rentable, les dispositifs se doivent d’étre

simples d’utilisation et a un prix de fabrication peu élevé.

Cette section est 1’objet de la description du fonctionnement et des différentes
catégories des biocapteurs. La discussion se focalise ensuite sur les espéces immunologiques
utilisées dans le cas de I’'immunodétection. Pour finir, un rappel des différentes techniques de
bioanalyse disponibles mettant en jeu les systémes affins de type antigéne/anticorps est

présenté.

l.2.a Définition générale

Par définition, les biocapteurs sont des outils d’analyse possédant deux parties assurant
chacune des fonctions différentes : la fonction de catalyse ou de reconnaissance qui se situe
sur le récepteur biologique (antigéne, enzyme, brin d’ADN, etc.) et la fonction transduction
du signal (électrode conductrice, thermocouple, fibre optique, etc.) qui met en lien la
concentration de la substance a analyser avec une réponse ¢lectrique mesurable (Schéma 1-4).

<

Traitement
du signal

Analytes‘

Biorécepteur Transducteur

Schéma I-4: Principe de fonctionnement d’'un biocapteur
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Deux catégories de biocapteurs existent: les biocapteurs métaboliques'® et les
biocapteurs d’affinité*® dont il sera question dans la suite de cette introduction. Le principe
général de ces capteurs est donné dans le Schéma I-5.

La premicre classe de capteurs met en jeu des phénomenes de catalyse entre une
enzyme (ou une bactérie) et son substrat. Dans ce cas, la détection se fait par transfert de
charge ¢électronique lors de phénomene d’oxydoréduction. Par exemple, dans le cas de la
mesure de la concentration en glucose, le dioxygéne réagit avec la glucose oxydase, elle-
méme réduite lors de 1’oxydation du glucose, formant du peroxyde d’hydrogene. La détection
de H,O; se fait alors a + 0,7 V vs. ECS.

La seconde classe correspond aux capteurs a affinités entre les molécules biologiques
recepteur/analyte comme I’association entre des saccharides et des protéines, entre un brin
d’ADN (Oligonucléotide) et un ADN, ou entre un antigéne et un anticorps. La reconnaissance
s’effectue entre une molécule greffée sur le transducteur et une molécule présente dans
I’échantillon a analyser. Par convention, I’espéce immobilisée est appelée espece « sonde »
tandis que l’analyte est 1’espéce «cible ». Ce phénoméne de reconnaissance engendre
généralement des modifications physico-chimiques pouvant étre transformées en signal par

différentes méthodes : thermique, optique, gravimétrique ou ¢électrochimique selon le type de

transduction utilisée.

/ Anticorps

Substrat  Produit .

/
\<
? ADN Antigéne
eng}frﬁz‘;lc;ue Sucre/Protéines C‘apteur Immunocapteur
& j \ a ADN j
Y
Capteurs métabolique Capteurs d’affinité

Schéma I-5 : Schéma des deux catégories de biocapteurs : métabolique et a affinité

.2.b Les anticorps et les antigénes

Les anticorps sont des glycoprotéines (groupement oligosaccharide et chaine
polypeptidique) faisant partie de la famille des immunoglobulines (protéines membranaires

participant au phénomeéne de reconnaissance, de liaison et d’adhésion des cellules). Ils
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participent aux phénomenes de reconnaissance se liant avec les antigénes ayant pour effet de
déclencher la réponse immunitaire. Ces anticorps sont formés de quatre chaines peptidiques,

deux étant lourdes (corps de I’anticorps), les deux autres 1égéres (Schéma I-6).

Paratope =

» Domaine variable

Chaine légére

> Domaine constant
Chaine lourde I S

== Ponts disulfures

Schéma I-6: Schéma d’un anticorps

De plus, les anticorps se composent de deux domaines distincts. Chacune des quatre
chaines possedent un domaine constant ne participant pas a la reconnaissance, et un domaine
variable qui lui est engagé dans le processus de détection. Le domaine variable affecte donc la
chaine lourde et la chaine 1égére. Le paratope désigne 1’association d’un domaine variable
lourd et léger d’'un méme bras et forme le site de reconnaissance dirigé contre un antigéne
spécifique. Un méme anticorps possede deux sites de reconnaissance identiques. Il peut donc

immobiliser deux molécules d’antigéne.

Les antigénes, eux, sont généralement des macromolécules reconnues par les
anticorps. Cette reconnaissance est possible par la présence de sites, appelés €pitopes, qui
vont étre détectés par les anticorps et vont former par affinité le complexe antigéne-anticorps
(Ag—Ac). Comme le montre le Schéma I-7, un antigéne comporte plusieurs épitopes. Il est
multivalent. Les anticorps n’étant que divalents, plusieurs anticorps de spécificités différentes
se fixent sur la molécule étrangere.

En revanche, il est actuellement possible de produire des anticorps contre n’importe
quelle molécule, que celle-ci déclenche une réaction immunitaire ou non®'. Gréce a cela, il est
possible d’étendre le nombre d’especes détectables par réaction immune entre un anticorps et
un antigene. Ces « nouveaux » antigénes sont en réalité¢ des fragments d’antigéne (aptameéres)
ou des molécules de faibles poids moléculaire (hapten) qui conservent leurs propriétés de

reconnaissance avec les anticorps. De plus, ces composés sont facilement synthétisables et
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sont a priori plus stables que les anticorps, ce qui retient I’attention des scientifiques pour les

développements de nouveaux immunocapteurs.

Epitope

Schéma I-7: Schéma d’un antigene comportant plusieurs types d’épitopes

.2.c Les méthodes de détection applicables pour les immunocapteurs

Une fois I’immobilisation des molécules biologiques a la surface des transducteurs
effectuée, 1’étape de détection est, elle aussi, critique puisqu’elle déterminera probablement si
I’assemblage moléculaire a été effectif ou non. En chimie analytique, plusieurs méthodes sont
utilisables, chacune d’elle ayant des spécificités, des avantages et des inconvénients. Il existe
quatre grandes familles de biocapteurs : les biocapteurs thermiques, optiques, gravimétriques
et électrochimiques. En ce qui concerne les immunocapteurs, les plus fréquemment utilisés

sont les capteurs optiques, gravimétriques et électrochimiques.

1.2.c.1  Les biocapteurs thermiques

Les biocapteurs thermiques mesurent 1’énergie produite ou absorbée au cours d’une
réaction biochimique. L’avantage de cette méthode réside dans la simplicité de manipulation
des molécules biologiques puisqu’il n’est pas nécessaire de les modifier par un groupement
fluorophore ou ¢lectroactif pour étre détectées. Pour autant, la difficulté se situe dans
1’¢laboration de la cellule du capteur lui-méme et par les quantités de volume d’échantillons
nécessaires a la détection. Les transducteurs utilisés dans ce genre de capteur sont des
thermocouples, des thermorésistances ou des thermopiles (association en série de plusieurs
thermocouples). L’excitation mesurée est alors la variation de la température des matériaux
convertie en une tension ¢lectrique proportionnelle au gradient de température créé par la
réaction biologique. En mettant en pratique cette méthodologie, Zhang et al.”* sont parvenus a
¢laborer un biocapteur thermique pour la détection de I’albumine sérique bovine (Bovin
Serum Albumin, BSA en anglais), mais aussi de Fibronogene Humain (Human Fibronogen,

HF en anglais), de leurs anticorps respectifs ainsi que les produits d’association Ag-Ac.
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1.2.c.2  Les biocapteurs optiques

Le principe des biocapteurs optiques repose sur la mesure de lumiere absorbée ou
émise en réponse a un phénomeéne biochimique a travers une fibre optique. Les trois
méthodologies de détection possibles sont la spectrophotométrie UV-visible, la fluorimétrie et
la réflectométrie qui détectent I’absorbance lumineuse, 1’intensité lumineuse émise et I’indice
de réfraction respectivement.

La fluorimétrie est une technique optique qui nécessite le marquage des molécules par
un groupe fluorophore. Par exemple, Barzen et al.” ont développé un immunocapteur
optique portable multi analytes pour la détection de pesticides (atrazine, pentachlorophénol,
etc.) dans les eaux de rivieres. Des modeles de pesticides sont immobilisés sur la surface du
transducteur par pulvérisation sous forme d’encres. Les anticorps utilisés pour ces études sont
marqués par un fluorophore Cy5.5 appartenant & la famille des cyanines. La détection
s’effectue indirectement. Une concentration fixe d’anticorps marqués est mise en contact avec
un échantillon de concentration croissante en analyte ce qui conduit au blocage progressif des
sites de reconnaissances des anticorps. Ces derniers ne sont alors plus complexés par les
modeles immobilisés sur la surface de verre. Le pourcentage du signal lumineux récupéré par
le détecteur est corrélé a la concentration en anticorps marqués encore libres et donc a la
proportion d’analyte (signal intense pour des concentrations en analyte faible et inversement).
Des mesures simultanées de concentration ont pu étre réalisées. Dans les conditions décrites
par les auteurs, les limites de détection sont de 0,07 ug.L™, 0,03 pg.L™" et 4,23 pg.L" pour

I’alachlore, I’atrazine et le pentachlorophénol respectivement.
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Figure I-2: Calibration simultanée pour l’atrazine, l’alachlore et le pentachlorophénole dans PBS. Diminution

de l'intensité lumineuse avec [’augmentation de la concentration en pesticide. Reproduit de [23]
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Parmi les modes de détection les plus utilisés, la résonnance des plasmons de surface
(Surface Plasmon Resonance, SPR en anglais) connait une attention particuliere. Elle
appartient a la famille des dispositifs de réfractométrie qui utilise 1’évanescence des ondes
pour la caractérisation de phénoméne de surface. Les variations des parametres optiques tels
que I’indice de réfraction de la couche immobilisée sur la surface révélent les événements de
fixation entre une protéine et un récepteur. Chaque éveénement peut alors étre dans un premier
temps détecté puis quantifié sans marquage de I’analyte par un fluorophore®*. En 1983 le
premier immunocapteur basé sur la reconnaissance SPR a été mis au point. Depuis, cette
méthode s’est considérablement développée.

En 2007, Gobi et al.*’ sont parvenus & détecter I’insuline avec un seuil de détection
relativement bas de 1 ng.mL™ avec une gamme de linéarité comprise entre 1 et 300 ng.mL™".
Cet immunocapteur optique consiste a immobiliser dans une premicre étape une monocouche
auto-assemblée a base d’éthyléne glycol comportant deux fonctions thiol (pour la fixation sur
I’or) et d’une fonction acide carboxylique. Ce groupement acide permet I’immobilisation de
I’insuline par la formation de liaison amide entre la SAM et les groupes amines de la
molécule. Comme dans le cas précédent, le dosage est indirect. Des mélanges d’insuline (a
différentes concentrations) et d’anticorps monoclonaux dirigé contre 1’insuline (Ins-mAb)
sont injectés sur la surface fonctionnalisée (OEG-DCA-Ins). Les auteurs détectent alors la

fixation des anticorps encore libre en solution sur la monocouche.
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Figure 1-3: a- Réponses SPR de la fixation des Ins-mAb en présence de différente concentration d’insuline sur
la surface modifiée OEG-DCA-Ins. b- Courbes logarithmiques de la variation de [’angle SPR en fonction de la

concentration en insuline. Reproduit de [25]

, . 26 , . . . ..
Une équipe espagnole™ a récemment mis au point un immunocapteur multivoies
(incorporation d’un systeme de microfluidique) capable de détecter les anticorps spécifiques

d’antibiotiques tel que I’enrofloxacine dans le lait avec une limite de détection de 0,30 pg.L™".
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Channels Antibiotic Family Analyte Antigen Antibody
1-2 Fluraquinalones (FQs) Enrafioxacin (ERFX) 10b-B5A AsT1
3.4 Sulfenamides [SAs) Sulfapyndine (SPY) SAZ.-BSA As155
56 Phenicols (Phs) c phenicol (CAF) CA1-BSA AsB1611

Figure I-4: Photographie de l'immunocapteur multivoies utilisant la SPR pour I’analyse simultanée d’anticorps

dirigés contre ['enrofloxacine, la sulfapyridine et le chloramphenicol présents dans le lait. Reproduit de [26]

1.2.c.3  Les biocapteurs gravimétriques

La gravimétrie est I’étude de la variation de la masse en lien avec I’adsorption ou la
désorption de matériel a la surface d’un cristal. La microbalance a quartz (Quartz Crystal
Microbalance, QCM en anglais) fait partie de ce type de capteur sensible aux changements de
masse. Le systetme consiste en I’immobilisation d’un fin disque de quartz entre deux
¢lectrodes. Ce matériel faisant partie de la famille des piézoélectriques, il se déforme sous
I’apparition d’un champ ¢électrique entre la paire d’électrode. En 1959, Sauerbrey a montré
que la variation de la masse (Am) d’un film adsorbé sur un quartz était proportionnelle a la

variation fréquence de résonnance (Af) du piézoélectrique d’aprés I’Equation I-1 :
Am = — A, % Equation I-1

Cette fréquence varie donc suivant le type de phénomene d’interaction. Elle augmente
lorsque des molécules se fixent sur la surface du quartz et diminue dans le cas d’une perte de
masse et permet une détection en temps réel des événements de déso(adsor)rption. Pour que la
variation de fréquence soit reliée a la variation de masse, le film doit étre viscoélastique.

Cette technique est utilisée pour la caractérisation de plusieurs phénomeénes biologiques
comme D’adhésion et la prolifération de cellules ou de biofilms?’ sur une surface,

30

’hémostase®®, la détection de petite molécule®” ou différents types d’interaction :
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hybridation de I’ADN*! (pour la détection d’algue marine’”), protéine—glucide3 3 ou anticorps-
antigénes®®. Une revue scientifique parue en 2010 fait état du nombre impressionnant de
champs d’applications pour la détection grice a cette technique™.

Garcia-Martinez et al.*® ont développé un biocapteur gravimétrique (OCM) a ADN
trés sensible en comparaison avec les valeurs de Af mesurées dans [32]. Dans les mémes
conditions, la circulation d’une solution en ADNgpe a 20 pg.mL'l n’engendrait qu’une
variation de fréquence de - 77 Hz, alors qu’avec le nouveau dispositif, celle-ci atteint
désormais - 1 kHz. Ce nouveau biocapteur gravimétrique possede une limite de détection de
50 ng.mL" (Figure I-5).
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Figure I-5: a- Représentation des étapes de la fabrication du biocpateur : (1) de la monocouche auto-assemblée
(SAM-ADN;,,40), (2) de I’hybridation entre I’ADNy,4. €t I’ADN, .. b- Variation de la fréquence du quartz du
biocapteur SAM-ADNj,,q. lors de la circulation a sa surface d’un flux de concentration croissante en ADN .
Reproduit de [36]

1.2.c.4  Les biocapteurs électrochimiques

C’est en 1967 que débute I’histoire des capteurs ¢électrochimiques avec les travaux
menés par Updike et Hicks®’ sur I’immobilisation de I’enzyme glucose oxydase (GOx) dans
une matrice de polymere.

Dans le cas des capteurs ¢lectrochimiques, la reconnaissance (spécifique) des analytes
par les macromolécules biologiques immobilisées sur le support solide (le transducteur) induit
la transformation du phénomeéne biologique en signal électrique. Classiquement, les
biocapteurs ¢€lectrochimiques sont basés sur trois différents types de transducteurs, appelés
potentiométrique (mesure d’un potentiel), ampérométrique (mesure d’un courant) et
impédancemétrique (mesure de la résistance ou de la capacitance du systeme de

reconnaissance).
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- Les biocapteurs potentiométriques

Le premier capteur de ce type fut réalisé par Guilbault et Montalvo™ en 1969 pour la
détection de 1’urée. Il s’agit ici d’une ¢€lectrode sélective aux ions ammonium, recouverte d’un
gel d’uréase. La réaction enzymatique avec I’urée provoquant la formation de ’ammonium,

I’¢lectrode sélective est indirectement sensible a la présence de I'urée.

Le bisphénol A (BPA) a pu étre détecté¢ en immobilisant ’anticorps spécifique a cette
molécule sur un film polymére”. La variation du potentiel a été attribuée a la modification de
la charge ¢lectrique au niveau de 1’¢lectrode suivant que I’anticorps immobilisé était
complexé ou non par I’analyte BPA. D’autres especes comme 1I’immunoglobuline humaine G

41, 42

(HIgG)" ou encore I’antigéne dirigé contre I’hépatite B (HBsA) ont été quantifiées avec

cette technique.

- Les biocapteurs ampérométriques

Pour de tels dispositifs de mesure, il est nécessaire que le biorécepteur consomme ou
produise une espeéce ¢électroactive. Les biomolécules sondes utilisées pour la
détection/quantification sont des enzymes rédox™ ou des molécules marquées par des
protéines électroactives™. La détection de 1’espéce formée a lieu directement a la surface de
I’¢lectrode. Le potentiel, maintenu fixe dans le temps, est choisi de telle sorte a pouvoir
mesurer un courant (d’oxydation ou de réduction) proportionnel a la concentration en especes
électroactives introduites dans 1’échantillon. Dans les années 1980, les travaux sur ces
biodétecteurs ampérométriques notamment pour la détection du glucose®™ ont largement

contribué a I’émergence de nouveaux dispositifs de détection.
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Schéma 1-8: Schéma de principe de deux immunocapteurs ampérométriques : a- par marquage enzymatique

d’un anticorps, b- par marquage enzymatique d’un antigene
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La détection ampérométrique s’est ensuite orientée vers des quantifications variées de
substances. Elle permet le dosage d’un nombre important d’autres molécules comme les
hormones*’, les toxines’, etc.

Ionescu et al. ont étudié et comparé les performances d’un immunocapteur pour la
détection de la toxine du choléra en utilisant trois oxydoréductases, la HRP, la polyphénol
oxydase (PPO), et la glucose oxydase (GOx)*. Pour cela, deux approches ont été envisagées.
La premiére consistait a utiliser un anticorps secondaire conjugué a la HRP capable de
reconnaitre 1’anticorps du choléra. La seconde, a fixer un anticorps secondaire modifi¢ par
une biotine puis a immobiliser les enzymes marquées par une biotine grace au systéme
biotine-avidine-biotine. Les résultats ont montré que le meilleur systéme était celui mettant en
jeu la HRP avec une limite de détection de 50 ng.mL™ (2 et 20 fois plus performants que les

capteurs utilisant respectivement la PPO et la GOx)

- Les biocapteurs impédancemétriques

Dans les biocapteurs impédancemétriques, 1’¢électrode est soumise a une perturbation
sinusoidale de faible amplitude a un potentiel (ou un courant) donné. La réponse sinusoidale
mesurée (de faible amplitude également) est alors un courant (ou un potentiel) dans une zone
ou le systeme répond linéairement. Le rapport potentiel-courant (sinusoidaux) donne alors
acces a l'impédance Z du capteur. La théorie de cette méthode électrochimique sera
développée plus en détail dans le chapitre II qui se focalise sur le développement d’un
immunocapteur impédancemétrique. Seuls quelques exemples sont donnés dans cette partie

bibliographie.

La transduction impédancemétrique est une technique trés courue pour 1’étude de
systtmes affins comme [I’hybridation des brins d’ADN ou la reconnaissance
anticorps/antigéne. Ces phénomenes de reconnaissance biologique ne sont pas accompagnés
de transfert d'électron. Deux voies se proposent, alors, a I’expérimentateur désireux d’étudier,
de caractériser et finalement de quantifier la présence, sur ¢lectrode, de toxine, d’anticorps, de
matériel génétique, etc. La premicre, ne faisant pas intervenir de processus faradique, est
obtenue avec [’utilisation d’¢électrodes dites « bloquantes ». La seconde fait concourir une
espece ou un couple rédox pour I’obtention d'un transfert de charge au niveau de 1’¢lectrode.
Une telle ¢électrode porte le nom d’¢lectrode « faradique ». Ces deux classes sont décrites

succinctement ci-dessous.

Ces capteurs impédancemétriques sont particulicrement attractifs grace a leur faible
cott, leur relative facilit¢ de fabrication puisqu’ils permettent la détection d’objets
biologiques sans marquage préalable (fluorophores, billes magnétiques ou enzyme rédox) des

49-51

biomolécules™ . Lorsqu’une molécule cible se lie avec la molécule sonde située a la surface

du biocapteur, les propriétés électriques et/ou di¢lectriques de la bioélectrode sont modifiées.
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Les especes biologiques cibles peuvent, alors, étre détectées, en mesurant la variation de

I’impédance du systéme.

Lorsqu'il n'y a pas de transfert d'électron (biocapteurs a électrode bloquante), ce sont
surtout les propriétés di¢lectriques du biocapteur qui sont modifiées quand I'analyte se lie a la
surface du biocapteur. Dans ces conditions, ce sont les capacitances du biocapteur qui sont
différentes et qui sont regardées pour doser l'analyte. Les électrodes, en général, ne sont pas
classiques ; on utilise des ¢électrodes interdigitées, des semi-conducteurs, des oxydes
métalliques™. ..

Le terme biocapteur capacitif désigne souvent ces biocapteurs basés sur une mesure
d'impédance non faradique, mais habituellement la mesure est réalisée a une seule fréquence.
Cette méthode de transduction reste peu sensible par rapport a la transduction

impédancemétrique faradique.

Dans les biocapteurs a électrode faradique, la mesure s’effectue grace a 1’utilisation
d’une sonde électroactive (libre en solution’’, ou immobilisée dans une matrice de
polymére™). On trouve de nombreux exemples dans la littérature avec [Fe(CN)6]3'/4',
[Ru(NH;)e]*, [Co(bpy)3]3+/2+... La sonde redox diffuse a travers le biocapteur pour venir
réagir a la surface de I'électrode. Grace a la spectroscopie d'impédance électrochimique, on
détermine la résistance de transfert de charge associée a cette réaction. Apres reconnaissance
avec la cible, la diffusion de la sonde étant plus difficile, la résistance de transfert de charge
(propriétés électriques) de la sonde €lectrochimique augmente. Par exemple, 'utilisation de
membrane nanocomposite (CeO,, nanotubes de carbone, liquide ionique) sur carbone vitreux
a permis I'immobilisation et la détection de I'hybridation d’ADN>* >>. En présence du couple
rédox Fe(CN)e™™, les auteurs ont observé une variation importante de la résistance de
transfert de charge avec la concentration en ADN cible. La limite de détection obtenue est de

2,3.10" mol.L".
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Figure 1-6: Spectre d’impédance faradique d’une électrode de carbone vitreux modifiée par un nanocomposite
(nanotube de carbone, CeQ,, liquide ionique, brin d’ADN cible) aprés incubations successives dans des

solutions de concentration croissante en ADN sonde pour la détection de [’hybridation. Reproduit de [55]
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Autre exemple, récemment, la détection de myoglobine, bio-marqueur cardiaque, a été
démontrée avec une limite de détection trés basse (5,2 ng.mL") grace 4 un immunocapteur
impédancemétrique réalis€¢ par immobilisation covalente de l'anticorps spécifique de

l'analyte™. La sonde rédox utilisée est ici aussi le couple rédox [Fe(CN)o]>'™*.
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Figure I-7: Spectre d’impédance faradique d’une électrode modifiée par I’anticorps spécifique de la myoglobine
apres incubations successives dans des solutions de concentration croissante en antigene (myoglobine).
Reproduit de [56]

Il est a noter que le marquage des molécules reste possible pour une utilisation de la
spectroscopie d’impédance électrochimique. En 2001, Alfonta et al.”” ont rapporté un procédé
original pour la reconnaissance d’interaction anticorps-antigene pour la toxine du choléra. La
réaction catalytique d’un composé (4-chloronaphthol) présent dans 1’¢électrolyte avec
I’enzyme HRP (présente sur un liposome) conduisait a la formation d’une nouvelle espece
insoluble. Celle-ci formait alors une barriére a la diffusion de la sonde rédox [Fe(CNg]® -
menant & une amplification du signal de reconnaissance classique entre ’anticorps et la
toxine. Cette amplification se traduit par [’augmentation progressive de la résistance de
transfert de charge en fonction du temps. Cet immunocapteur possede une limite de détection

de 1.10"° mol.L.
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Figure 1-8: Principe de I’amplification du signal de I'immunocapteur impédancemétrique pour la détection de

la toxine du choléra développé par Alfonta et al. Reproduit de [57]

Une autre famille de capteur, proche des impédancemétriques, consiste a détecter les
variations de la conductivité électrique du matériau d'électrode et de son environnement
proche. Ces biocapteurs conductimétriques mettent (pour la majorité d’entre eux) en jeu
I’utilisation d’enzyme. Lors de la catalyse enzymatique d’un substrat en produit, les variations
de concentration en espéces chargées produisent des modifications de la force ionique et donc
de la conductivité globale entre les électrodes de mesure™. Plusieurs exemples peuvent étre
choisis, comme la détection de I’urée avec ’apparition des ions NH," et HCOs™ en présence
d’uréase™, ou encore la détection de carbamates sous ’action de Iactivité enzymatique de
I’acétylcholinestérase®. Hnaiein et al.®! ont mis au point un immunocapteur conductimétrique
pour la détection de la bactérie Escherichia coli. Les auteurs ont immobilisé les anticorps
(marqués par de la biotine) dirigés contre la bactérie sur les électrodes grace a un couplage
streptavidine/biotine sur des nanoparticules magnétiques fonctionnalisées par la streptavidine.
Les ¢lectrodes sont ensuite mises en contact avec un milieu contenant la bactérie E. coli. La
complexation des bactéries avec les anticorps immobilisés conduit & une diminution de la
conductivité. Cet immunocapteur permet la détection de 500 CFU.L" (Colony-Forming Unit,

unité de comptage de bactéries vivantes).
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Figure 1-9: Variation de la conductivité d’une électrode conductimétrique modifiée par les anticorps dirigés
contre Escherichia coli (E. coli) en présence d’un milieu contenant une population de E. coli (histogramme noir)

et une population de Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis). Reproduit de [61]

1.3 Les biopiles a combustible

Cette partie s’attache a définir le fonctionnement des piles a combustible en général,
puis s’oriente progressivement a la production énergétique par voie biologique. Ici, les
catégories de biopiles a combustible sont exposées. Par la suite, I’effet du pH dans les
systemes biologiques est décrit. Finalement, 1’accent est porté sur le développement et les

progres des biopiles a glucose/O, dans la littérature.

.3.a Contexte

Les questions sur les sources énergétiques dites « fossiles » telles que le pétrole, le gaz
ou le charbon occupent une place importante, premierement parce que ces modes de
production d’énergie sont destinés a s’épuiser par la disparition progressive des réserves
mondiales, ensuite parce qu’ils sont a I’origine de 1’augmentation de la production des gaz a
effet de serre (GES). Riches en carbone, ces sources libérent du dioxyde de carbone (CO,)
dans 1’atmosphere lors de leur combustion.

Une autre source d’énergie fossile, qui semblait prometteuse, est I’énergie nucléaire.
Basée sur la récupération d’énergie émise lors de la fission de matériaux combustibles, elle a
I’avantage de ne pas émettre de GES. En revanche, la fission conduit a I’apparition de déchets
hautement radioactifs et souléve le probléme de stockage et/ou de traitement de ces derniers.
De plus, les récents événements ont pu montrer les effets désastreux sur 1I’environnement

lorsque I’homme perd le contrdle d’une centrale de production (Tchernobyl 1986, Fukushima
2011).
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L’une des voies explorées actuellement par le monde scientifique pour diminuer
I’emprise des quatre sources citées précédemment concerne le développement de dispositifs

¢lectrochimiques tels que les piles a combustibles.

I.3.b Définition et principe des (bio)piles a combustible

Les piles a combustible (PAC) ou plus précisément les biopiles a combustible sont des
dispositifs capables de générer de I’énergie €lectrique par la conversion d’énergie chimique
emmagasinée dans les molécules a travers des chemins réactionnels chimiques ou
biochimiques®. Cette production n’est possible qu’a la seule condition que chacune des
¢lectrodes soit alimentée par un combustible d’une part et d’un oxydant d’autre part. Des
¢électrons sont produits au niveau de 1’anode lors de I’oxydation du combustible sur le
matériau d’électrode. Inversement, la réaction de réduction de I’oxydant a la cathode requiert
ces €électrons. En reliant les deux électrodes par un circuit extérieur, la circulation des
¢lectrons (et donc d’un courant électrique) est alors possible.

La premiére pile & combustible 4 hydrogéne-oxygéne fut revendiquée par Grove en 1839%.

Comme évoqué précédemment, les deux électrodes qui constituent une PAC sont les
sieges de deux réactions ¢électrochimiques. Aussi longtemps que le combustible et 1’oxydant
sont apportés jusqu’aux ¢lectrodes, la pile est capable de produire de 1’énergie €lectrique.

Les PACs classiques utilisent le dihydrogéne et le dioxygéne comme combustible et oxydant

respectif. A I’anode, le dihydrogene est oxydé sous forme de proton :

H,=2H" +2¢" EOH — 0V vs. ESH Equation I-2
2

Tandis que le dioxygene est réduit grace aux protons qui diffuse a partir de ’anode jusqu’a la
cathode et forme de 1’eau

V0, +2H" +2¢” = H,0 E°, 1,0 =1.229V vs. ESH Equation 1-3

La réaction globale de la pile est donc
H, + % 0,=H,0 Equation I-4

D’apres les potentiels d’équilibre des demi-réactions des équations I-2 et I-3, la

différence de potentiel attendue pour cette pile est de £ =1,229 V.
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Schéma 1-9: Schéma de principe d’une pile a combustible hydrogene/oxygene

Malgré un stade de développement avancé, ces piles souffrent de limitations pour leur
commercialisation massive. D’une part, I'utilisation du platine et des catalyseurs augmente

64, 65

considérablement le colt de fabrication de ces générateurs . D’autre part, les piles

subissent un empoisonnement di a la présence de monoxyde de carbone (CO), de dioxyde de

carbone (CO,) ou de dichlore (Cl) au niveau de I’anode®® ¢’

ou un effet de noyade des
électrodes®™ (accumulation d’eau au niveau des électrodes), diminuant aussi les performances

des piles dans le temps.

1l aura fallu attendre 1964 avec les travaux de Yahiro, Lee et Kimble® pour que le
terme « bio » s’ajoute comme préfixe a pile a combustible. Les auteurs présentent 1’étude sur
la Glucose Oxydase, et la D-amino acide oxydase pour la création d’un courant. Du fait de la
faible stabilité¢ des protéines en solution et du rendement extrémement faible des dispositifs
utilisant la technologie « bio », les piles a combustibles telles que les PEMFC (piles a
combustibles & membrane échangeuse de protons) ou les SOFC (pile a oxyde solide) sont
restées largement majoritaires®. Toutefois depuis une dizaine d’années, cette catégorie de
biopiles jouit d’un nouvel essor (Figure I-10), di aux développements dans le domaine des
biocapteurs (durées de vie accrues des protéines, nouveaux matériaux d’électrodes et

techniques d’immobilisation, diversités des especes biologiques et des substrats).

* recherche effectuée pour chaque type de PAC conventionnelle sur Web of Knowlegde pour la période 2010,
PEMFC (33 %), SOFC (38 %), DMFC (pile a combustible a méthanol direct) (15 %), AFC (pile a combustible
alcaline) (8 %), PAFC (pile a combustible a acide phoshorique) (3 %) et MCFC (pile a combustible a carbonate
fondu) (2 %)
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Figure 1-10: Evolution du nombre de publication d’articles entre 1992 et 2011. Recherche effectuée avec les
mots clés « Biofuel Cells ». La partie hachurée représente la part concernant la recherche « Enzymatic Biofuel
Cells ». Source Web of Knowledge, édité en juillet 2011

Ces biopiles n’ont pas vocation a remplacer un parc électrique complet. Leurs
utilisations se focalisent plus dans 1’alimentation de petits appareils €lectroniques portables
(lecteur MP3, téléphone portable, etc.) ou implantable (capteur a glucose, pompe a insuline,

etc.)

Le principe des biopiles a combustible est identique a celui des PAC. Un combustible

1" 72, glucose”, etc.) a I’électrode négative, un oxydant (O,*)

est oxydé (hydrogéne’, alcoo
réduit a la positive. La particularité de ces nouvelles sources d’énergie électrique réside dans
’utilisation d’especes biologiques pour catalyser les réactions ayant lieu aux électrodes.

L’utilisation de métaux nobles n’est alors plus indispensable.

1.3.c Les différents types de biopiles

1.3.c.1  Les biopiles microbiennes

Une pile a combustible microbienne (PACM) est caractérisée par 1’utilisation de

: : . 5-79
microorganismes (bactéries) comme catalyseurs’ >’

pour oxyder la matiére organique au
niveau de I’anode. A la cathode, I’oxygeéne est réduit en eau. L’avantage de ces piles est
I’utilisation de bioorganismes complets. La présence de nombreuses enzymes rédox que
contiennent ces organismes s’accompagne par 1’oxydation compléte d’une large variété¢ de
substrats (glucose®®, hydrocarbure aromatique®’, etc.). De plus, ces entités sont capables de
régénérer elles mémes leurs enzymes ou cofacteurs nécessaires a 1’oxydation de la matiere
organique. Ainsi, les PACM disposent d’une durée de vie remarquable pouvant atteindre

plusieurs années®”. Cependant, ce type de générateur souffre en général d’une faible densité
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de puissance provoquée par une limitation du transport de matiére a travers la membrane des
cellules et d’un faible transfert électronique.

Comme les microorganismes peuvent se développer naturellement, il est primordial de
séparer les deux électrodes par une membrane. Si tel n’est pas le cas, les colonies présentes en
suspension au niveau de 1’anode peuvent se déposer sur la cathode pouvant conduire a une
diminution des performances™.

Jusqu’en 2006, la plupart des cathodes utilisées dans les PACM ¢étaient en platine et
fonctionnaient en condition abiotique (absence de matériel biologique) avec des catalyseurs
de type phtalocyanine ou des porphyrines a base de cobalt® . Bergel et al.*® ont montré que
la croissance d’un biofilm marin sur une électrode en acier inoxydable conduisait a la
production de courant électrique lors de I’¢électrocatalyse de la réduction de I’oxygene. Ils ont
ainsi obtenu une pile de 850 mV environ, pouvant délivrer une densité de courant maximale
de 1,34 A.m™ pour une puissance de 0,32 W.m™. Cependant, I’anode était une électrode
abiotique et le biofilm n’a pas été caractérisé.

En 2008, 1’équipe de Rabaey a décrit I’assemblage d’une biopile microbienne dont la
biocathode était en contact direct avec ’air®’. Le biofilm développé sur la surface de carbone
était capable de réduire efficacement ’oxygéne (jusqu’a 2,2 A.m™). De plus, aprés une
analyse du biofilm, les auteurs ont pu identifier les communautés bactériennes dominantes, les
isoler et sélectionner 1’espece la plus propice a la catalyse de la réduction de O,.

Une autre approche consiste a utiliser conjointement une bioanode microbienne avec une
biocathode enzymatique pour ainsi catalyser la réduction de I’oxygéne a I’électrode positive®®.
La d.d.p. atteint alors 1,1 V (au lieu de 0,8 V avec une cathode de platine) et la puissance

augmente de 4,6 4 ~ 46 mW.cm™.

1.3.c.2  Les biopiles a mitochondrie

Les systémes biologiques utilisés dans les électrodes des piles & combustible sont
principalement des microbes ou des enzymes. Les biopiles & mitochondries sont donc une
nouvelle espece de PAC. Les mitochondries sont des organites/organelles présentes dans les
cellules eucaryotes. Leur role est essentiel puisqu’elles sont le si¢ge de la synthése de I’ATP
(Adénosine TriPhosphate) grace a I’apport énergétique lors de la transformation de molécules
organiques. Elles présentent de nombreux avantages par rapport aux deux autres classes de
biopile. Elles contiennent tout le matériel enzymatique nécessaire pour conduire une
oxydation profonde et compléte du substrat et n’offrent pas une limitation (de transport de
matiere ou de transfert électronique) aussi importante que les bactéries. En revanche, elles
s’apparentent plus aux enzymes dans le sens ou elles ne peuvent pas se reproduire comme des
bioorganismes complets, ce qui implique leurs immobilisations dans des matrices pour
accroitre leurs durées de vie.

A ce jour, seulement une équipe développe de telles biopiles. L’équipe américaine de

Minteer s’intéresse a 1’oxydation compléete de substrat tel que le pyruvategg. Les auteurs ont
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remarqué que les biopiles classiques utilisant la GOx ou la glucose déshydrogénase (GDH) ne
conduisait qu’a la production de 2 électrons lors de 1’oxydation d’une molécule de glucose.
Cependant, si le glucose est oxydé entierement jusqu’au CO,, les oxydations successives
peuvent générer 24 électrons au travers de deux cycles métaboliques : la glycolyse et le cycle
de I’acide citrique (cycle de Krebs), ce qui pourrait accroitre considérablement 1’efficacité de
la pile. En 2008, ce groupe a montré pour la premiere fois que 1’oxydation complete du
pyruvate était réalisable a I’aide de mitochondries”. De plus, les travaux de
Arechederra et al.”’ ont confirmé que ces organelles pouvaient transférer directement les
¢lectrons sur le matériau carbone grace a la présence de la cytochrome c oxydase (COx) au

niveau de la membrane de la mitochondrie (Schéma I-10).

a - b
Modified Nafion®

Pyruvate

Schéma 1-10: a- Schéma de [’oxydation complete du pyruvate en CO, en utilisant une mitochondrie comme
catalyseur. Reproduit de [92]. b- Schéma descriptif des cycles catalytiques prenant place dans une mitochondrie
immobilisée sur une électrode de carbone avec transfert électronique direct par la Cytochrome C Oxydase.
Reproduit de [91]

Toujours dans le but d’accroitre la gamme de variété des substrats, la méme équipe a
cherché a tirer parti de la présence du cycle de métabolisme des acides gras, mais également
des acides aminés’”. En utilisant une biocathode au contact de I’air et une bioanode a base de
mitochondrie et avec une concentration de 0,1 mol.L™" en cystéine (un acide aminé), la pile
délivre une puissance maximale de 10,3 + 1,4 pW.cm? pour un courant de
185 +39 uA.cm™. De plus, les performances sont supérieures pour tous les acides aminés
caractérisés par rapport a une pile réalisée avec du pyruvate dans les mémes conditions de

concentrations.
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1.3.c.3  Les biopiles enzymatiques

La troisieme catégorie de pile a combustible utilisant des catalyseurs biologiques est la
biopile enzymatique (PACE). 1l s’agit de la catégorie la plus répandue avec les PACM. Des
enzymes sont immobilisées a la surface des électrodes. Ces générateurs électrochimiques
offrent généralement des densités de courant/puissances supérieures a celles obtenues dans le
cas de biopiles microbiennes. En utilisant les enzymes en tant que catalyseurs, la limitation
par le transport de matic¢re a travers la membrane cellulaire des bactéries n’existe plus. Le
substrat peut diffuser alors plus rapidement jusqu’au centre prosthétique de la protéine pour y
étre oxydé ou réduit. De plus, comme la sélectivit¢ des enzymes envers leur substrat est
importante, la conception de biopiles ne nécessite donc pas forcément la présence d’une
membrane séparatrice entre bioanode et biocathode contrairement aux autres piles a
combustible.

Un inconvénient freinant leurs développements est la limitation des performances par
I’oxydation incompléte des combustibles utilisés. La majeure partie des biopiles développées
n’utilisent qu’une seule enzyme pour l’oxydation du substrat au niveau de 1’anode ne
conduisant qu’a un transfert a 2 électrons”. Une grande partie de 1’énergie chimique de la
molécule de départ n’est alors pas exploitée.

De ce fait, tout comme leurs analogues microbiennes, leurs performances (densité de
courant, stabilité opérationnelle et durée de vie du catalyseur) restent nettement inférieures au
PAC classique et ont retardé leur développement et production. Cependant, comme I’indique
la Figure I-10, la part d’articles concernant les biopiles enzymatiques ne cesse de croitre
depuis les années 2000 (avec une tendance exponentielle) fortement liée aux développements
paralléles des biocapteurs enzymatiques. Ces biogénérateurs sont destinés a 1’alimentation
d’appareils électroniques de petites tailles tels que des dispositifs implantables/nomades peu
« gourmands » en énergie électrique™.

La recherche actuelle sur ce théme potentiellement riche en développement
commercial se focalise donc sur I’augmentation des performances des piles, la stabilité des

protéines rédox et la miniaturisation des systémes.

Les enzymes utilisées dans les PACEs sont des oxydoréductases (E.C. 1). Elles
catalysent I’oxydation ou la réduction d’un substrat en faisant intervenir un transfert
¢lectronique. Les enzymes les plus couramment observées dans ces biopiles sont bri¢vement

exposees.

+ Les enzymes cathodigues

Pour I’ensemble des biopiles en développement, une part trés importante se concentre
sur I’¢électroréduction enzymatique de O; a la cathode. Les protéines rédox utilisées pour la
cathode biologique sont des oxydoréductases possédant des atomes de cuivre (Multi-Copper

Oxidase, MCO en anglais) comme centres actifs (laccase, bilirubine oxydase)95 ou la
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cytochrome oxydase:96 avec un centre hémique actif Cu/Fe. Quelques exemples mettent
¢galement en avant la réduction du peroxyde d’hydrogene, en utilisant des peroxydases pour
conduire la catalyse enzymatique’ .

Le Tableau I-1 récapitule brievement les comburants rencontrés a la cathode, les

systémes enzymatiques catalysant leurs réductions et les demi-réactions correspondantes.

Tableau I-1: Différents couples Oxydant/Enzyme utilisés dans les biocathodes de PACEs

Oxydant Enzymes Métal / Cofacteur Demi-réaction Référence
Laccase (Le, E.C. 1.10.3.2) Cu 122
0, Bilirubine Oxydase (BOx, E.C. 1.3.3.5) Cu 0, + A4H" +4e” > 2H,0 B

96
Cytochrome Oxydase (COx, E.C. 1.9.3.1) Cu, Fe / Héme

97a

microperoxydase-11 Fe / Héme : _
H,0, +2H" +2e —2H,0
Horseradish Peroxydase (HRP, E.C. 1.11.1.7) Fe / Héme 97b

H,0O,

% Les enzymes anodiques

Du c6té anodique, les systémes enzymatiques peuvent varier suivant le substrat utilisé.
Par exemple, I’alimentation d’appareil électronique portatif peut étre envisagée avec un
nombre relativement important de combustibles alors que pour des dispositifs implantables
dans des organismes vivants, seul le glucose peut servir de réservoir électronique a 1’anode.

Grace a son faible potentiel d’oxydation, 1’hydrogeéne reste le combustible présentant
la plus forte attractivité y compris pour les PACEs. Les enzymes responsables de la catalyse
réversible de la conversion des protons en dihydrogene sont les hydrogénases.

H, <H—>2HJr +2e Equation I-5
2aSe

Leur utilisation couplée a des biocathodes enzymatiques conduirait a des f.e.m. trés
proches de celles observées dans les PEMFC. Ces enzymes sont des métalloenzymes (a centre

Fe-Fe, Ni-Fe ou Ni-Fe-Se). Le probléme de ces enzymes réside dans leur inactivation plus ou

98, 99

moins importante en présence d’oxygeéne (désactivation irréversible du site Fe-Fe en

présence de O,””). Pour autant, une pile compléte a été élaborée en utilisant une hydrogénase

issue de la bactérie Desulfovibrio vulgaris (Hildenborough) couplée a la BOx. La pile ainsi

100

obtenue affiche un potentiel a I’abandon de 1,17 V™. Une solution serait d’utiliser une

« souche » d’hydrogénase naturellement tolérante a I’oxygene comme celle issue de la

bactérie Aquifex Aeolicus'" "%,
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D’autres carburants peuvent étre oxydés comme des alcools (le méthanol, 1’éthanol ou
dérivé)'®, glycérol, malate'™, des oligosaccharides tels que le lactose, le cellobiose, le
maltose, le tréhalose ou des monosaccharides (glucoselos, mannose, galactose, fructose'*®,
etc.). Quelques enzymes catalysant ces réactions d’oxydation sont 1’alcool déshydrogénase
(ADH), la GOx, la glucose déshydrogénase (GDH), la cellobiose déshydrogénase (CDH).

Une liste non exhaustive d’enzymes utilisables pour 1’oxydation de divers substrats est

donnée dans le Tableau I-2.

Tableau I-2 : Différents couples Combustible/Enzyme utilisés dans les bioanodes de PACEs

Combustible Enzymes Cofacteur Demi-réaction Référence
98, 100
Hydrogéne Hase (E.C. 1.12.) Fe/ Fe H, 5>2H +2¢e”
Fe /Ni 2
Glucose GOx (E.C. 1.13.4) FAD 7
GDH (E.C. 1.1.1.47) NAD" 137
D-glucose — gluconolactone

GDH (E.C. 1.1.5.2) PQQ 143

CDH (E.C. 1.1.99.18) FAD / Héme 144
Alcool ADH (E.C. 1.1.1.1) NAD' alcool— aldéhyde 107, 108, 109
Aldéhyde AIDH (E.C. 1.2.1.3) NAD' aldéhyde — acide 107. 108, 109

. 08, 10

Acide FDH (E.C. 1.2.1.43) NAD" acide— CO, 107, 108,109

Les biopiles a glucose qui représentent une part considérable des réalisations seront
développées plus tard dans le paragraphe §1.3.e.

L’inconvénient des biopiles a caractére implantable est de s’assurer de la non-toxicité
des produits formés lors des cycles catalytiques ce qui conduit a I’utilisation d’une seule
enzyme pour I’oxydation du glucose. Inversement, dés lors que la pile doit alimenter en
énergie un dispositif « in vitro », le probléme précédent ne se pose plus. Il est alors possible
de coupler différentes enzymes a I’anode pour 1’oxydation plus profonde du substrat. Ce
phénomeéne de cascade enzymatique est inspir¢ du vivant lors de la glycolyse pour
I’oxydation compléte du glucose en CO; par exemple. Plusieurs équipes ont mis au point des
biopiles capables d’oxyder entiérement le substrat a ’anode. Comme le montre le Schéma
I-11, en utilisant trois enzymes (1’alcool déshydrogénase (4ADH), I’aldéhyde déshydrogénase
(AldDH) et le formate déshydrogénase (FDH)), et en présence du cofacteur NAD', le

méthanol est oxydé successivement en formaldéhyde, en acide formique et en CO,.

-37 -



Chapitre I — Etude bibliographique

Methanol

J NAD* = [
- Ll:;,_ =< g
NADH = B 3 0,
3 ©
Formaldehyde e B
[
(3
T:;:’ “ ‘:: N |
NADH
H,O
Formic acid 2
2 NAD" ¢
G0 NADH

Anode  Nafion212  Cathode

Schéma I-11: Représentation schématique d’une biopile a méthanol/O, a cascade enzymatique a [’anode.
Reproduit de [107]

Avec les progrés d’immobilisation des protéines, Addo et al.'’” ont observé a leur tour
une augmentation de la puissance de la biopile en passant d’un systéme mono a bi et a tri-
enzymatiques (puissance de 136 pW.cm?, 182 pW.cm™ et 261 pW.cm™ respectivement) sans
utiliser la diaphorase (DI) nécessaire a la régénération de NAD" vue dans les travaux de
Palmore'”™. D’autres auteurs ont intégré le méme systéme enzymatique dans un canal

19 " Quivant la distribution des trois

microfluidique pour deux configurations différentes
oxydoréductases immobilisées dans le canal, la puissance électrique de la pile varie. Une
distribution successive des enzymes conduit a des performances plus faibles du biogénérateur
par rapport a une distribution aléatoire des protéines. En effet, dans le second cas, le substrat
doit parcourir « moins de chemin » pour rencontrer I’enzyme suivante nécessaire pour sa

nouvelle étape d’oxydation.

a b Methanol co2
Methanol Formaldehyde Formaldehyde Formate Formale CO
[NADENN  AdDH [ FDH I Mixed enzymes ,
- -
iem fem

Schéma 1-12: Représentation schématique de la distribution de ['immobilisation des trois enzymes
responsables de [’oxydation compléte du méthanol. a- distribution successive, b- distribution aléatoire.
Reproduit de [109]

L’¢équipe de Minteer est également parvenue a concevoir des biopiles enzymatiques
capables d’oxyder complétement le glycérol''’, le pyruvate''" avec une cascade enzymatique
de 5 déshydrogénases et plus récemment le lactate''? (avec une sixiéme oxydoréductase). 11

est a noter que la cascade enzymatique fait aussi intervenir des enzymes ne participant pas
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directement a la production électrique mais seulement a des réarrangements intramoléculaires

du substrat telles que les transférases et lyases.

1.3.c.4  Les biopiles hybrides

Les biopiles hybrides consistent a associer une demi-pile a catalyseur métallique a une
autre demi-pile possédant un catalyseur enzymatique. Cette configuration hybride permet
d’accroitre la durée de vie de la biopile en limitant le nombre de protéines impliquées dans les
réactions. Comparées aux biopiles, un avantage évident de ces biopiles hybrides
monoenzymatiques est la possibilit¢é de travailler au pH optimum de 1’unique enzyme
impliquée.

Certains travaux portent sur la réalisation d’une anode composée de zinc (la réaction
d’oxydation du Zn en Zn*" remplagant par exemple I’oxydation biologique du glucose). La
force ¢lectromotrice théorique relative a 1’oxydation du zinc et a la réduction de 1’oxygéne
conduit a une valeur plus importante que celle rencontrée pour un systéme tout enzymatique
basé sur le glucose et I’oxygéne (1,65 V contre 1,22 V). Par exemple, une électrode en
carbone déposé sur une matrice de céramique poreuse et modifié¢ par la BOx a été associée a
une ¢lectrode de zinc, conduisant a une biopile hybride de tension maximale de 1,095 V et de
densité maximale de puissance de 41,3 uW.cm™ '"*. Par contre, I’anode devra étre remplacée
ou rechargée. L’association d’une anode en zinc et d’une biocathode réduisant I’oxygeéne par
la laccase permet également de s’affranchir des problémes de connexion électrique de la
glucose oxydase en présence d’oxygene et de désactivation de cette enzyme en présence de
H,0, enzymatiquement généré par la GOx non connectée.

Un autre groupe s’est orienté vers la réduction de H,O, a la biocathode grace a la
catalyse enzymatique de peroxydase''. Deux configurations ont été élaborées. La premiére
consiste a introduire le comburant directement en solution. Une couche immobilisée de HRP a
la surface de I’¢lectrode sert alors de transporteur électronique lors de la réduction. La
seconde configuration, plus originale nécessite 1’immobilisation d’une seconde couche
enzymatique (de GOx ou de pyranose oxydase (POx)) et d’une solution de glucose pour la
production in situ de H,O,. Le produit de cette réaction diffuse alors vers la couche de HRP et

est a son tour réduit (Schéma I-13).
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(a) (b)

Schéma 1-13: Schéma de piles hybrides utilisant ['oxydation du Zinc a l’anode couplée a la [’électroréduction
enzymatique de H,O, par la HRP a la cathode. a- alimenté en H,O, (monoenzymatique), b- prodution in situ de
H,0; par la présence de GOx ou de POx et de glucose. Reproduit de [114]

A pH = 6,00, la pile affiche un potentiel a I’abandon de 1,68 V correspondant bien au
potentiel de début d’oxydation de Zn (E = -1,054 V) et du potentiel thermodynamique de
I’héme de la peroxydase (E = 0,635 V). La puissance maximale est atteinte a 0,3 V et

correspond & une centaine de pW.cm™ dans les mémes conditions de pH.

1.3.c.5 Les piles biomimétiques

Puisque la durée de vie des protéines semble limiter leur utilisation, une nouvelle
génération de « bio »pile émerge. Les piles biomimétiques ou bioinspirées correspondent a
I’oxydation catalytique du glucose couplée a la réduction de I’oxygene via des macrocycles de
métaux de transition comme des phtalocyanines de fer ou des porphyrines de cobalt mimant la
structure ou l’activité de sites prosthétiques d’enzyme. Les macrocycles sont de grandes
molécules organiques formant un cycle qui sont composées par des unités comportant des
héterocycles (pyrrole, pyridine, etc.). En supprimant la présence des enzymes, 1’élément
fragile du systéme, les piles bio-inspirées offrent une forte longévité. Barrera et al.'” ont
montré I’utilisation de différents macrocycles a base de cobalt pour ’oxydation catalytique

direct du glucose en milieu alcalin.

1.3.d L'effet du pH dans les biopiles

Dans la littérature, il est possible de trouver des travaux de recherche s’intéressant a
I’utilisation de gradient de proton pour la création d’une énergie mécanique (flux de
convection), ou pour convertir ce gradient en une source d’énergie électrique.

Il s’avere que le pH d’un électrolyte, sans participer a la création d’energie, peut

affecter drastiquement les performances des piles. Les biopiles « classiques » énoncées plus
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haut sont généralement extrémement sensibles aux pH des €lectrolytes dans lesquels elles sont
stockées et se doivent de fonctionner. En effet, I’activit¢ €lectrocatalytique des protéines
oxydoréductrices dépend non seulement de la concentration en substrat mais également du
pH. En ce qui concerne les enzymes par exemple, la laccase est connue pour étre acidophile
(inhibée a pH neutre ou basique) alors que la GOx est inhibée a pH tres acide (pH optimal de
I’ordre de 6).

1.3.d.1  Les pompes a proton membranaires

Dans le vivant, certaines protéines membranaires comme la bactériorhodopsine (BR),
la cytochrome ¢ oxydase (COx) ou encore I’ATP synthase (A7Pase) sont connues pour
fonctionner comme des pompes a protons''®. La BR posséde un chromophore (le rétinal) qui,
soumis a un stimulus lumineux, entretient ce mécanisme de pompe de la matrice de la cellule
a Dextérieur de celle-ci. Les deux derniéres protéines sont responsables du transfert
transmembranaires des protons de I’intérieur de la matrice des mitochondries a 1’espace
intermembranaire (et inversement) pour assurer la production d’ATP nécessaire aux cellules
eucaryotes. La COx, qui est une oxydoréductase, catalyse la transformation de son substrat
par des réactions rédox couplées. L’enzyme regoit un €lectron de quatre cytochromes ¢ pour
la réduction a 4 électrons de I’oxygéne en eau, ce qui crée le gradient de pH de part et d’autre
de la membrane. Une équipe de chercheurs a habilement et conjointement utilisé les
propriétés de la bactériorhodopsine et de la cytochrome ¢ oxydase pour la fabrication d’un
systeme de production d’énergie basé¢ sur ’apparition d’un gradient de pH. Ce groupe a
intégré les deux protéines dans une membrane de vésicules polyméres pour partiellement
renverser ’activité du COx sous I’effet du gradient de pH de I’extérieur a 'intérieur des
vésicules. L’excitation lumineuse provoque la translocation des protons H' par la BR et
conduit le COx 4 jouer le role de donneur d’électrons aux cytochromes ¢ (Cytc®") présents a
’extérieur des vésicules. Les Cytc®" ainsi formés sont alors oxydés a I’électrode (qui sera
donc considérée comme une anode)''’. Des cycles lumineux ont pu montrer I’apparition d’un

courant ¢électrique.

— Solution ! veésicule
1 1
. Héme a; - Cug

e CyFt IIred cu

,\ (Fe') A ox (Fel - Cu") e

Héme a, — Cu : |

Cyt 3 B .

\> (¥ef;}‘)>x Cu, req (Fe' - Cu) ,

|| ; ;

hvﬁ? BR Translocation de |

protons

[

Schéma I-14: Schéma de [’activité renversée du COx

_41 -



Chapitre I — Etude bibliographique

1.3.d.2  pH et activité microbienne/enzymatique

Dans le cadre de la production d’énergie, les exemples faisant intervenir un gradient
de pH sont plus nombreux. Par exemple, une €quipe est parvenue a créer une bioélectrode
« renversable » pour une utilisation anodique et cathodique de cette derniere dans des PACMs
photosensibles''®. En effet, un désavantage connu de ces piles est la production de protons
lors des processus anodiques et d’especes basiques a la cathode. L’effet est une diminution du
potentiel de la pile et par conséquent de la puissance. Apres le développement des biofilms a
la surface des électrodes, les auteurs alternent entre des périodes d’illumination et d’obscurité
pour une des deux électrodes. En absence de lumiere, les microorganismes présents dans le
compartiment consomment I’oxygene lors de leurs respirations cellulaires. Le milieu
s’appauvrit en oxygéne, le courant débité par I’¢lectrode est positif (comportement anodique)
et le pH diminue. Puis, lors du processus de photo excitation, la présence d’algues inoculées
préalablement dans le compartiment de 1’¢lectrode engendre une production in situ d’oxygene
lors de la photosynthése. Les microorganismes catalysent alors la réduction de O, ainsi formé
(comportement cathodique) notamment grace aux protons produits précédemment lors du
fonctionnement anodique pour former de 1’eau. En alternant des cycles anodiques et
cathodiques, ils régulent le gradient de pH.

D’autre part, d’une fagon trés originale, en influant sur la concentration en proton, le
groupe de Katz a récemment mis au point une biopile sensible aux variations de pH pour
entrainer un mode « marche » et « arrét » du biogénérateur'"’. Un médiateur a base d’osmium
pour la catalyse de la réduction de O,, immobilisé sur une surface d’ITO, présente des
caractéristiques différentes selon le pH du compartiment cathodique. Ainsi a pH < 4,5 le
complexe est €lectroactif et peut donc transférer I’électron de 1’¢lectrode a I’enzyme tandis
qua pH > 5,5, ce méme complexe devient totalement électroinactif bloquant alors le
processus catalytique de la laccase. Ces chercheurs ont subtilement utilisé des combinaisons
de substrat et d’enzyme pour faire varier a ’intérieur méme du compartiment cathodique le
pH grace aux produits des réactions enzymatiques. Lors de 1’activation de la biopile, quatre
enzymes avec leurs quatre substrats spécifiques sont ajoutés dans le compartiment favorisant
la production de proton et ainsi la diminution du pH (pH = 4,1 —4,5). A ce pH, les chaines du
polymere constituées de pyridine sont protonées. Elles deviennent hydrophiles et entrainent le
gonflement du polymere permettant ainsi la diffusion de 1’oxygene jusqu’aux centres rédox.
La désactivation de la pile s’effectue par une injection d’urée qui en présence d’uréase (Ur)
produit une augmentation du pH (apparition d’ammoniac ; pH = 6). La déprotonation des
unités pyridines rend le polymére hydrophobe et ce dernier « se rétracte » sur la surface de

I’¢lectrode bloquant alors le transfert électronique.
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Figure I-11: Représentation de la bioélectrode dont la catalyse est controlée par le pH. Reproduit de [119]

1.3.d.3  Le gradient de pH comme source de convection

Pour induire une énergie mécanique, une micropompe catalytique a été réalisée en

: . . 120
associant une électrode d’argent en contact avec une électrode d’or

. En présence de
peroxyde d’hydrogene, 1’argent est le sieége de la réduction de H,O, en eau, tout en
consommant des protons H'. Inversement, la surface d’or jouant le role d’anode, le peroxyde
d’hydrogeéne s’oxyde en dioxygeéne en libérant deux protons. L’appauvrissement de la
concentration en H™ a la cathode en paralléle & une augmentation de celle-ci le long de
I’anode crée un gradient de protons induisant le phénoméne de convection. Il est & noter que

cette convection n’est pas réalisée avec des biomolécules.

.3.e Les biopiles enzymatiques a glucose/O,

1.3.e.1  Principe et définition

Dans le paragraphe §I.3.c.3, il a déja été fait état des utilisations envisageables des
biopiles enzymatiques dans des domaines commerciaux ou médicaux. Néanmoins, dans les
exemples de biopiles données, la nature du combustible impliquait d’avantage une utilisation
ex vivo du générateur a cause de leur non biocompatibilité.

L’atout des piles enzymatiques a glucose tient donc a la fois de sa propriété de
carburant renouvelable, mais également de sa biodisponibilité et biocompatibilité¢ avec les
systemes vivants. La voie de développement de ce type de pile prend alors un sens

particuliérement attractif pour 1’alimentation d’appareils médicaux implantés. La pile peut
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drainer I’énergie chimique disponible dans le corps de 1’hote sous la forme de glucose
(présent dans le sang ou dans le liquide extracellulaire) a une concentration normalement fixe
et régulée par le pancréas, le foie et les reins. Cette constance permettrait d’envisager une
consommation continue ou ponctuelle du glucose pour la libération des électrons nécessaires
au fonctionnement de la pile lors de son oxydation. Parmi les applications possibles et ayant
potentiellement un fort impact sur I’autonomie des malades, la régulation de la glycémie chez
les patients atteints du diabéte apparait comme la plus prometteuse. L’idée est d’utiliser une
pile a glucose pour le fonctionnement couplé d’un capteur a glucose et d’une pompe a
insuline implantables. A 1’heure actuelle, les pompes injectent 1’insuline a intervalles de
temps définis que le patient soit en hyperglycémie ou non. Dans le cas de I’appareillage
proposé, I’injection d’insuline ne serait effective qui si le capteur révele une concentration en
glucose trop élevée.

Une autre application est ['utilisation de la biopile comme source d’énergie pour un
sphincter urinaire artificiel proposé aux patients souffrant d’incontinence. Les systémes
proposés a I’heure actuelle sont activés par une pression mécanique. La biopile remplacerait
ce dispositif en améliorant considérablement 1’efficacité et le confort des patients.

Le Tableau I-3 regroupe les puissances requises pour alimenter des dispositifs
médicaux allant de 10 uW pour les électrodes de neuromodulation a 1 W pour 1’alimentation

d’un rein artificiel par exemple.

Tableau I-3: Présentation des types de dispositifs implantables et des puissances requises pour leur

fonctionnement
Puissance Requise Application envisagée
10 uyW — 100 nW Electrodes de neuromodulation
100 nW — 10 uW Appareils de mesures implantables
10 pW — 1000 pW Délivrance de médicaments
I mW — 10 mW Micro-actionneurs (sphincter urinaire artificiel robotisé)
Mesure et délivrance de médicaments (pompe a insuline)
I0mW-1W Suppléances de fonctions vitales défaillantes

- Rein artificiel implantable
- Myopathies
- Assistance vasculaire

Comme les expérimentations in vivo sont particulierement difficiles & mettre en ceuvre
lors des premiers développements des piles, la littérature regorge d’exemples de piles a
glucose dites implantables, mais caractérisées et utilisées sur la paillasse dans les conditions

proches des conditions physiologiques. Ceux-ci montrent que les piles a glucose peuvent
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délivrer des puissances non négligeables et qu’elles sont susceptibles de fournir assez de
puissance pour le fonctionnement de petits dispositifs portables.

En 2007, la compagnie SONY a propos¢é un montage de quatre biopiles a
glucose/oxygene associées en série fonctionnant dans une solution concentrée de glucose (0,4
mol.L") capable d’alimenter un lecteur MP3 et plus récemment une voiture

radiocommandée'?!.

Figure 1-12: Biopiles a glucose/oxygeéne développées par SONY en 2007 pour alimenter un lecteur MP3 et en

2009 pour alimenter une voiture radiocommandée [121]

Dans les deux cas, les électrodes en fibre de carbone sont assemblées avec les mémes
espéces chimiques. La cathode est faite d*un mélange de BOx et de [Fe(CN)o]™ de telle sorte &
avoir un apport en oxygene efficace. L’anode quant a elle est basée sur I’oxydation du glucose
a travers deux cycles enzymatiques (la GDH et la DI), le médiateur anodique « final » étant la
vitamine K3 (ménadione, 2-méthyl-1,4-naphthaléne-1,4-dione). Une pile, seule, affiche une
d.d.p. de 0,8 V avec une densité de puissance de 1,45 £+ 0,24 mW.cm™ a 0,3V.

1.3.e.2  Les systémes enzymatiques

La pile est constituée de deux électrodes. L’anode transporte le flux d’électrons issus
de I’oxydation du glucose par une premiére oxydoréductase. Ces €lectrons se retrouvent a la
fin du circuit électrique au niveau de la cathode et sont captés par une seconde protéine rédox
qui assure la réduction du dioxygene en eau. Ce flux d’¢lectrons, de 1’électrode négative a la
positive, induit par la méme occasion la circulation d’un courant électrique dans le circuit
extérieur (Schéma I-15). Suivant les matériaux d’¢lectrodes utilisés, la connexion électrique
directe entre 1’enzyme et 1’électrode n’est pas possible. Une nouvelle espéce, appelée

médiateur rédox, est alors introduite au niveau de 1’électrode pour faciliter ce transfert.
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Schéma I-15 : Principe d 'une biopile enzymatique a glucose/oxygene utilisant la GOx et une enzyme a base de

cuivre (MCO pour Multi Copper Oxidase) comme biocatalyseurs a l’anode et a la cathode respectivement

Puisque dans ce type de pile le comburant est identique aux autres biopiles a
combustibles enzymatiques (O;), les protéines rédox utilisables sont a fortiori identiques.
Ainsi, la réduction de I’oxygéne s’effectue a I’aide de laccases et de bilirubine oxydase.
Néanmoins, le choix du biocatalyseur est ici a relier directement avec 'utilisation désirée de
la pile. Comme énoncé dans le paragraphe §1.3.d.2, le pH des électrolytes ayant un impact
direct sur P’activité enzymatique, la protéine se doit de conserver celle-ci dans le milieu

¢lectrolytique de fonctionnement de la pile.

La Lacccase (Le, E.C. 1.10.3.2)

La laccase fongique'” (Lc) catalyse ’oxydation d’un grand nombre de composés

aromatiques avec la réduction concomitante a 4 électrons de 1I’oxygene en eau. Faisant partie
de la famille des MCO (multi copper oxidase), cette enzyme posséde quatre atomes de cuivre
au degré d’oxydation +II que 1’on trouve dans trois sites de la protéine dénommés sites T1, T2
et T3 (Figure I-13). Le médiateur le plus répandu est le 2,2-azino-bis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-acide sulphonique) (ABTS). Sous sa forme ABTS/ABTS™
(E°” ~+ 0,430V vs. ECS)'%, ce médiateur a un potentiel trés élevé mais inférieur a celui de
I’enzyme ce qui lui confére sa réactivité avec 1’atome de cuivre du site T1 de la protéine
(E°’ ~ 0,540 V vs. ECS)'** Ce site T1 est responsable du transfert électronique a longue

125

distance entre la surface d’électrode et le centre tri nucléaire T2-2T3°> assurant la

réduction de I’oxygéne moléculaire. D’autres équipes ont choisi de travailler sur le
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développement de polymere ou hydrogel rédox a centre d’osmium en ajustant les ligands pour
126, 127

moduler le potentiel d’oxydoréduction des centres métalliques

Site T1

Cluster tri-nucléaire
T2/2T3

Figure I-13: Structure tridimensionnelle de la Laccase issue du champignon Trametes Versicolor composée
d’une structure protéique et de ses quatre atomes de cuivre. Le site péripherique T1 isolé (responsable de la
réactivité avec [’électrode ou le médiateur) et le cluster tri-nucléaire (responsable de la réduction de I’oxygene)

sont représentés par les boules marron. Reproduit de [128]

Cependant, la Lc est une protéine acidophile. Son utilisation est donc peu
recommandée pour une cathode fonctionnant a pH proche du pH physiologique (pH ~ 7.4).
Son inhibition avérée par les ions chlorures la rend aussi peu attractive dans le cadre de

biopiles implantables ot la concentration en CI” atteint 0,15 mol.L™.

La Bilirubine Oxydase (E.C. 1.3.3.5)
L’autre enzyme fréquemment utilisée a la cathode de PACE est la BOx. Elle fait

¢galement partie de la famille de MCO et posséde donc les mémes centres actifs que la
laccase (un site T1, un site T2 et deux T3). En revanche, d’apres la littérature, les centres
rédox semblent plus bas en potentiel dans le cas de la BOx que pour la Lc. Pour autant, sa
structure similaire rend la médiation ¢€lectronique de 1’¢lectrode au site T1 possible avec le
médiateur ABTS'* ou avec des complexes d’osmium'’. Il a été montré que cette protéine est
plus tolérante aux ions chlorures que la Lc et son pH d’activité maximal est proche de 7, ce
qui lui confére un avantage certain dans les applications médicales des biopiles. Toutefois,

elle est désactivée par les ions urate™' (concentration sanguine de 0,42 mmol.L™).

Coté anodique, comme le combustible est ici le glucose, le nombre de biocatalyseurs
est restreint. Les enzymes utilisées dans les bioanodes a glucose sont la glucose oxydase'*”

132133 (Figure 1-14), la glucose déshydrogénase (GDH)"**"*’, la cellobiose déshydrogénase
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(CDH)"® ou encore la pyranose déshydrogénase (PDH)"" '*°. Ces enzymes sont présentées,
avec une attention sur la GOx qui sera I’objet de développement des biopiles enzymatiques
dans le chapitre III. Il est a noter que les trois premiéres enzymes mentionnées ont la méme
réactivité sur le glucose en oxydant la fonction alcool située sur le carbon C; de la molécule.
La DPH, elle, peut entrainer 1’oxydation sur les carbones C;, C,, et C; a hauteur maximale de

4 protons/électrons par molécule de glucose.

La Glucose Oxydase (E.C. 1.1.3.4)
Cette enzyme homodimérique est sans conteste la plus rapportée dans la conception de

biopile a glucose/oxygene, notamment avec 1’engouement observé pour le développement des
biocapteurs métaboliques a glucose. Chacune de ses sous-unités comporte un cofacteur rédox
responsable de son activité enzymatique vis-a-vis du D-glucose: la Flavine Adénine
Dinucléotide (FAD).

Chaine

(@]
N
\IKNH
N /g
N N (@]

Figure 1-14 : Structure tridimensionnelle de la glucose oxydase homodimérique (formée de deux sous unités
identiques) composée d’une structure protéique et d'un centre rédox actif (FAD) par sous-unité. Structure de la

riboflavine participant a I’électroactivité de la protéine. Reproduit de [141]

La GOx présente une tres forte sélectivité vis-a-vis du glucose. En effet, elle n’oxyde
que préférentiellement le B-D-glucose et ne réagit pas sur la forme a-D-glucose, ni sur les

autres oses existants.

glucose+ GOx(FAD) SN gluconolactone + GOx(FADH ) Equation 1-6

De plus, celle-ci présente une activité et une stabilité remarquables dans les conditions
de température et de pH physiologique (37°C, ~ 7,4). Ces deux caractéristiques font de cette
protéine une candidate privilégiée pour le développement de biopiles a glucose implantable.
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Toutefois, le dioxygene est un accepteur naturel des centres rédox de 1’enzyme
(lorsqu’ils sont sous la forme réduite FADH,). Cette réactivité entraine alors un phénomene
de court circuit a I’anode. Une partie des électrons arrachés aux molécules de glucose ne sera
pas transférée a ’anode pour la génération du courant et du peroxyde d’hydrogene est produit

au cours de cette réaction.

GOx(FADH,) + 0, —2—>GOx(FAD) + H,0, Equation 17

Le centre rédox FAD de la GOx se situe profondément enfoui dans la cage protéinique de

142

I’enzyme ™. Bien que cette localisation confére une bonne stabilit¢ a I’enzyme, elle rend

difficile I’exploitation du transfert ¢lectronique direct de la FAD a 1’électrode.

La Glucose Déshydrogénase (GDH)
Tout comme la GOx, les GDH transforment le glucose en gluconolactone en

association avec la réduction d’un cofacteur. En revanche, elles sont inertes face a I’oxygene
ce qui les rendent trés attractives pour une application biopile.

La nicotinamide adénine dinucléotide-GDH (NAD-GDH, E.C. 1.1.1.47) catalyse
’oxydation du glucose, grice au cofacteur NAD' (Schéma I-16-a). Ce cofacteur,
contrairement a la FAD est localis¢ proche de la surface de la protéine, et n’est que faiblement
lié a la structure de celle-ci et peut alors diffuser hors de la structure protéique provoquant une
désactivation de ’enzyme (forme apo). Enfin, comme la forme réduite du NAD' est
difficilement oxydable sur les €lectrodes, une nouvelle enzyme (communément la diaphorase)
est ajoutée au systeme pour catalyser cette oxydation.

La pyrroloquinoline quinone GDH (PQQ-GDH, E.C. 1.1.5.2) est une classe de GDH
dont le cofacteur est la PQQ représentée dans le Schéma I-16-b. La position dans le centre
actif de ce dernier favorise considérablement le transfert électronique d’échange avec le

143
glucose .

Ces deux enzymes ont la particularité¢ d’étre moins sélectives vis-a-vis du glucose. La
PQOQO-GDH permet I’oxydation de différents oses comme le galactose, le maltose, le xylose...
quant a la NAD-GDH, elle est susceptible de réagir dans une moindre mesure avec les deux
derniers oses cités. Ces enzymes seront donc préférées a la GOx si le milieu réactionnel met

en présence plusieurs substrats.
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Schéma 1-16: Structure de deux cofacteurs trouvés dans les GDH, a- la nicotinamide adénine dinucléotide
(NAD") et b- la pyrroquinoline quinone (POQ)

La Cellobiose Déshydrogénase (CDH, E.C. 1.1.99.18)

Cette oxydoréductase est un monomere composé de deux domaines distincts, le

domaine «déshydrogénase » comprenant le cofacteur rédox FAD et un domaine contenant un
héme (type cytochrome). Elle est capable d’oxyder une large gamme de substrats : cellobiose,
cellodextrine, lactose, mais aussi les monosaccharides comme le glucose. Les saccharides
sont oxydés au niveau du centre FAD qui peut étre réoxydé en présence d’un accepteur
d’électron ou en transférant les électrons a I’héme (pouvant se réoxyder directement a la

surface de I’électrode)' .

Un récapitulatif des différentes enzymes utilisées dans les biopiles et catalysant

I’oxydation du D-glucose est donné dans le tableau suivant :

Tableau I-4: Enzymes d’interét pour ['oxydation du glucose dans une bioanode enzymatique

Enzyme  Cofacteur Carbm}e Demi-réaction Accepteur  Référence
affecté naturel
GOx FAD C, 0, 130, 132, 133
POO-GDH P C B uinone 143
oe 00 : glucose — glucono-1,5-lactone+2H ty 2e Q
NAD-GDH NAD C, NAD 137
CDH FAD / Héme C Accepteur 144

d’électrons
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1.3.e.3  Transfert électronique : médié contre direct
Le mode de transfert électronique entre les centres rédox actifs des enzymes et
I’¢électrode est étroitement li¢ a la structure tridimensionnelle de la protéine, mais aussi au
matériau d’électrode utilisé dans la conception des biopiles enzymatiques. Les enzymes sont
des protéines de taille relativement importante et le centre actif (accepteur ou donneur

d’¢lectrons) est souvent enfoui profondément dans la structure protéique.

< Dans le cas de la glucose oxydase, les centres FAD se trouvent a quelques 15 A de la
surface de la protéine. Dans de telles conditions, le transfert électronique des centres

rédox jusqu’a I’électrode est particulierement difficile.

¢ Dans le cas des MCO, le site T1, situé proche de la surface de la protéine, capte les
¢lectrons au niveau de 1’¢lectrode pour le transférer aux sites T2 et T3 responsables de
la réduction de O,. Une mauvaise orientation des enzymes peut conduire a la présence

du site T1 aux antipodes de la surface conductrice.

Des travaux sont actuellement en cours dans plusieurs groupes pour améliorer
I’orientation des protéines immobilisées a la surface des électrodes et favoriser le transfert
direct (immobilisation par couplage entre une amine primaire et un sucre oxydé de la structure
de I’enzyme'*’) ou immobilisation affine thiol-NTA-Cu-His-Lc'*’. Cette recherche de
I’orientation spécifique ne se focalise pas uniquement sur les MCO. Les H,ase bénéficient

. . . e 14714
aussi de cette attention particuliére'*” '**,

Pour ces raisons, des médiateurs rédox sont souvent ajoutés aux différents systemes pour
favoriser les échanges électroniques et accomplir les cycles catalytiques complets des
oxydoréductases. La détermination et le choix de ces médiateurs sont capitaux pour les
performances de la pile. Typiquement, pour qu'une espece rédox soit considérée comme un
médiateur potentiel d’une enzyme, son potentiel standard doit étre supérieur a celui de la
protéine dans le cas de médiateur anodique, et inversement dans le cas des médiateurs
cathodiques (Schéma 1-17).
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E°’ (V vs. Ag/AgCl, pH=7)

A
0,6 — O,/H,0
j‘
MCO
0,4 —
e
_____ TTTA Médiateur
0,2 cathodique
AE,, >0V
0 —
Médiateur
anodique
-0,2
e
GOx(FAD)/ GOx(FADH,)
-0,4—
e
Glucose/Gluconolactone
-0,6

Schéma I-17: Echelles des potentiels standards des différents couples rédox mis en contribution dans une pile a
glucose/oxygene. Le potentiel représentant le potentiel de la MCO peut varier suivant le type d’enzyme utilisée
ou suivant [’organisme d’ou celle-ci est extraite. Les fleches indiquent les gammes de potentiel adéquates pour

le choix des médiateurs anodiques et cathodiques (fleches bleue et rouge, respectivement)

Les médiateurs choisis doivent étre stables chimiquement, c'est-a-dire qu’ils ne
doivent pas se dégrader dans le temps, ni sous D’effet des cycles de transfert d’électrons
(repos/décharge). Ils doivent étre non toxiques et biocompatibles (pour des applications in

9 Les différences de potentiel entre les protéines redox et les médiateurs doivent étre

Vivo)
faibles pour conserver une f.e.m. la plus importante possible.

Ces relais électroniques peuvent étre libres en solution comme dans une grande partie
des biopiles associant la microfluidique ou immobilisés a la surface de 1’¢lectrode dans des
matrices de chitosan ou de polymére pyrrolique par encapsulation'”® "',

Une autre approche pour I’immobilisation d’espece rédox est de les lier directement au
squelette du monomere. Il s’agit a la base d’une technique initiée par le groupe de Heller pour
le développement des biocapteurs ampérométriques' >, les exemples les plus fréquents

mettent en jeu des complexes a bases d’osmium fixés sur des monomeres de type
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poly(vinyle-pyridine) (PVP)"* '*, poly(N-vinyleimidazole) (PVI)'** '*  copolymére

poly(vinylimidazole)/poly(acrylamide) (PVI/PA)"°

par des espaceurs.
A noter qu’ici, les médiateurs rédox font intervenir le méme métal que ce soit a
I’anode ou a la cathode. Les équipes travaillant sur ce type de médiateur modifient la nature

des ligands pour déplacer les potentiels d’oxydation ou de réduction du complexe métallique.

A I A

1 —

—T | o= t’
\ 2'111 I\ J’Jas l\ }4
= | = : = B
\N " \N 3 +

3ora Gl

0,C

*

r\fU

— H.C I|| -
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\
N —0s — \_.'
XN/ Dl

=
-N \/) &/“ N
Hac CH,

}

Figure I-15: a- Représentation d’un hydrogel rédox et de la propagation de la charge négative (saut
d’électron) par sauts successifs d’un centre rédox sur le centre voisin. b- Structure d’un hydrogel rédox a base

de PVP. Le centre rédox a base d’osmium se situe a I’extrémité d’'un espaceur. Reproduits de [154]

Avec une approche similaire, d’autres groupes sont parvenus a immobiliser les
médiateurs sur des électrodes préalablement modifiées par un film de polymere avec
I’immobilisation de la Vitamine K3 sur une film de polyallylamine grace a la réactivité du
groupement NHS avec les amines'”’ ou le ferrocéne avec un copolymére de
poly(vinylferrocéne)/poly(acrilamide)'>*.

Enfin, d’autres groupes fonctionnalisent les électrodes a ’aide de surfaces prétraitées
par D’électroréduction d’un sel de diazonium comportant une fonction carboxylique en
position para suivie d’une réaction de couplage par carbodiimide entre I’acide et une amine
présente sur un ligand du complexe'™

L’inconvénient d’introduire de nouvelles espéces rédox pour faciliter les transferts
¢lectroniques entre enzymes et ¢lectrodes est d’abaisser la force €lectromotrice de la pile (et
les performances). Il faut donc évaluer les gains ou les pertes entre f.e.m. de la pile et courant
(densité de courant) dans le but de trouver un compromis idéal donnant un systéme avec des

performances optimales. De plus, des risques de relargage (désorption) peuvent étre attendus.
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Une solution est le développement de matériaux ou de techniques d’immobilisation
permettant le transfert é€lectronique direct (DET) des protéines rédox au collecteur ou
inversement. Les travaux récents sur les nanostructures tels que les nanotubes de carbone
(mono paroi, ou multi-feuillets), les nanographénes, les nanoparticules d’or, etc... semblent
conduire pour de nombreux cas a I’observation du phénomene de DET entre I’enzyme et
I’¢lectrode. Plusieurs groupes ont alors rapport¢ des phénoménes de DET et d’effet
catalytique dans le cas des MCO pour les utilisations cathodiques. Pour citer des exemples
récents, Gupta et al.'® ou Rubenwolf et al.'® (travaux sur matériaux carbonés) discutent de
I’observation de ce phénomene pour la bilirubine oxydase et de la laccase respectivement sur
différents matériaux nanostructurés de carbone et Shleev et al. sur ce méme phénomeéne pour

\ . JO 162
les enzymes a base de cuivre en général'®%.

Les enzymes nécessaires a [’oxydation du glucose telles que la GDH'®, 1a CDH'** ont
également été identifi¢es comme pouvant fournir directement les électrons de leur centre
rédox a I’anode toujours grace a la positon du centre rédox dans le cas de la GDH (a la
périphérie de la protéine) ou de la présence de 1I’héme pour la CDH. La structure
tridimensionnelle de la GOx et la présence d’une carapace de carbohydrate conduit le centre
FAD a étre isolé au centre de la protéine et empécher/limiter le phénomene de DET. Malgré la
division de la communauté scientifique sur ce sujet, il semble que ce transfert soit

effectivement possible comme le montrent certains auteurs'®>'%,

1.3.e.4 Les piles a glucose/O, : vers l'implantation

Depuis la pile développée par SONY alimentant un lecteur MP3 grace a une solution
riche en glucose (0,4 mol.L™"), les progrés réalisés par I’ensemble des équipes travaillant dans
ce domaine est considérable. Un groupe a montré la possibilité d’utiliser de telles biopiles en
substituant 1’électrolyte classique par du simple jus de fruit (raisin, orange) et a constaté une
augmentation des performances de leurs piles, dues a une plus forte concentration en glucose
dans ces nouveaux milieux'®” ', Les biopiles enzymatiques répondent donc bien a la
question de la production d’énergie autonome et portative.

Les assemblages présentés dans la littérature se distinguent désormais par des
puissances surfaciques relativement ¢levées et cela méme dans le cas de concentrations
faibles en combustible. La majorité¢ des nouvelles piles a glucose se basent sur une utilisation
avec une concentration en glucose identique a la concentration physiologique moyenne de
5,5.10° mol.L™.
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Tableau I-5: Exemples récents de biopiles enzymatiques a glucose/oxygene

Enzymes Meédiateurs fem./V Densité puissance Concentrationen  pH  Référence
Anode/Cathode Anode/Cathode maximale combustible
167
GOx/Le - 0,93 1,0 mW.em?a~ 0,6V 5 mmol L’ 7,0
171
GOx/Lc¢ FHFP-POQ/Ru-SDP ~ ~0,5V 310 uW.cm™ a 0,28 V 10 mmol. L™ 7.4
172
GOx/Lc TMPD/Os 0,55V 52uW.em®a 021 v 0,1 mol.L" 7,4
173
GOx/BOx Complexe d’Os ~08V 740 ptW.cm'Z a057VvV 15 mmol.L” 7.2
174
GOx/BOx Complexe d’Os 06V 9 ,uW.cm'Z a~04V ND 45
121
GDH-DI/BOx NAD"-VK3/Fe(CN)s" 08V 1,45 mW.cm™ a 0,3V 0,4 mol.L"’ 7,0
136
CDH/L¢ Complexe d’Os 0,73 SuW.em?a0,5v 5 mmol L’ 4,5
IR .l 144
CDH/BOx - 0,62 3uW.em=a 0,37V 5 mmol.L 7,2

*FHFP : ferrocénium hexafluorophosphate, Ru-SDP : Ru-4-(4-hydroxyphényl)sulfonylphénol,
TMPD : tétraméthyl-paraphénylénediamine

Le Tableau I-5 donne des exemples récents de biopiles avec des médiateurs
différents. Il est a noter que les puissances les plus importantes sont obtenues avec des
complexes d’osmium mais que la concentration en glucose est supérieure a celle de la

concentration physiologique.

Les exemples mettant en jeu des biopiles complétes implantées ne sont, en revanche,
pas encore légion dans ce domaine. Deux piles ont déja été implantées dans des végétaux
(Figure 1-16). La premiére du genre a ét¢ implantée dans un grain de raisin'”. Elle est
constituée de deux ¢électrodes en fibre de carbone de 7 um de diamétre et de 2 cm de long. Sur
chacune d’elle est immobilisée une enzyme (GOx ou BOx) avec le médiateur correspondant a
base d’osmium a 1’aide d’hydrogel. Cette pile présente une différence de potentiel de 0,8 V et
délivre une puissance de 240 uW.cm™ proche de 0,55 V.

r 174
Plus récemment, Flexer et al.'’

ont rapporté une biopile enzymatique implantée dans
un cactus et bas¢ sur les mémes systémes enzymes/médiateurs. Les auteurs ont pu observer la
formation de glucose et d’eau lors du processus de photosynthese induit par des impulsions
lumineuses dirigées sur le cactus. En effet, le principe de la photosynthese est la synthése de
glucose grace au dioxyde de carbone et a I’eau sous ’effet de la lumiére solaire. Le bilan de

cette réaction est :
6CO, +6H,0 - C4H,,04 + 60,
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Les courants anodiques pour 1’oxydation du glucose et cathodiques pour la réduction
de O, sont donc différents suivant que le cactus est illuminé par la lampe ou non.
L’illumination conduit effectivement a des courants plus intenses (concentrations en

combustible/comburant plus élevées).

Figure I-16: Photographies de biopiles implantés dans des végétaux. A- Biopile a glucose/oxygene dans un
raisin. Rreproduit de [175]. B- Biopile a glucose/oxygene implantée dans un cactus. Reproduit de [174]. Pour
les deux cas, les enzymes sont la GOx et la BOx immobilisées dans des hydrogels rédox a base d’osmium sur

carbone
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Chapitre Il — Biocapteur impédancemétrique pour le dosage d’antibiotique — Application a la

ciprofloxacine

II.1 Généralités

Découvertes dans les années 60, les quinolones' sont des agents antibactériens issus de
la syntheése possédant un large spectre d’activité. Ces antibiotiques sont actifs contre les
bactéries a Gram négatifs ou positifs (aérobies ou non)” . Leur structure chimique globale est
représentée sur le Schéma II-1. Elles sont composées de deux hétérocycles. Le premier cycle
est substitué par un groupement carboxylique en position 3 et par un groupement carbonyle en
position 4. Ces sites sont responsables d’une complexation entre ’ADN et les topoisomérases
(ADN gyrase et topoisomérase IV) ce qui empéche la duplication du matériel chromosomique

s 4
des bactéries*°.

@]
R6 COOH
“
a8
R7 X ITI
R1

Schéma II-1: Structure générale des quinolones

C’est a partir de 1970 que la substitution sur le cycle secondaire en position 6 par un
atome de fluor est décrite. Cela a pour effet de conférer aux quinolones un pouvoir pénétrant
supérieur’. La substitution en position 7 par un groupement pipérazine favorise un
accroissement de D’activité antibactérienne'. L’introduction du groupement cyclopropyl en
position 1 du pharmacophore permet d’augmenter I’activité et la distribution volumique de
I’antibiotique. Cette nouvelle famille d’antibiotiques se désigne par [’appellation
« fluoroquinolone » dont la ciprofloxacine fait partie (Schéma II-2). Cet antibiotique apparait
comme 1’un des antibiotiques les plus utilisés. Il est prescrit pour lutter contre des maladies
telles que les infections urinaires, intestinales, articulaires, broncho-pulmonaires et parfois

| . TP 6
dans les cas ou d’autres traitements se sont révélés inefficaces’.

O O

OH

Schéma II-2: Structure de la ciprofloxacine

L’utilisation croissante de fluoroquinolones ces derni¢res années semble faire émerger

un probléme de santé publique important. Effectivement, 1’apparition de souches de bactéries
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résistantes a ce type d’antibiotique est particuliérement préoccupante’. L’origine de ce
phénomene pourrait résider dans I’ingestion quotidienne en faible dose de ces substances
présentes dans la nourriture et I’eau contaminées®. La présence de ces antibiotiques dans la
nourriture s’explique par leur utilisation dans [’alimentation animaliére en tant que
complément alimentaire ou pour pallier la prolifération rapide de germes liée a une production
intensive’. Les autorités sanitaires (US Food & Drug Administration, I’'Union Européenne,
etc...) ont alors fixé une concentration résiduelle limite comprise entre 100 pgkg” et 300
ngkg' de nourriture (suivant le type d’aliment)'®. Ainsi, le contrdle des taux de
fluoroquinolones dans I’alimentation et dans les eaux (riviéres, nappes phréatiques, eaux
usées) se révele indispensable a cause des conséquences que pourrait engendrer
1’augmentation des résistances bactériennes sur la santé et I’environnement' ">,

Plusieurs méthodes analytiques ont été développées afin de détecter et quantifier les

fluoroquinolones & différentes concentrations allant des techniques optiques'*'®,

19-2 J e 26 . i L 7.
2, électrophorétiques®® a des techniques électrochimiques”’ ™. La

chromatographiques
méthode sans doute la plus utilisée est la chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC) dont I’'intérét est de pouvoir détecter simultanément plusieurs
fluoroquinolones dans le méme échantillon a des temps de rétention qui leur sont propres. Les
seuils de détection atteignables sont de Iordre de 0,01 & 0,2 ng.mL™' mais cette technique
requiert un matériel onéreux, des méthodes d’extractions longues, etc.

L’objet de ce chapitre est de décrire I’¢laboration et la caractérisation d’un capteur
capable de détecter par voie ¢€lectrochimique la ciprofloxacine en solution. Ce théme était
inscrit dans le programme ELISHA (Electro-Immunointerfaces and Surfaces
Nanobiotechnology : A Heterodoxical Approach). Il visait a développer des biocapteurs
¢lectrochimiques simples, fiables et basés sur I’affinité existante entre un anticorps et un
antigene en s’affranchissant ainsi du marquage biologique généralement nécessaire, par
exemple pour les méthodes de détection optique (fluorescence, chimie-luminescence). Pour
cela, il est nécessaire de fonctionnaliser la surface lors d’une premiére étape permettant par la
suite I’ancrage de la molécule biologique (antigene).

Le capteur imaginé est composé d’une couche de polymeére permettant le greffage
d’un modele de D’antibiotique (Schéma II-3) en créant une liaison covalente entre le

polymere et la fonction amine du modele.
OH

H5N
2\/\N N

Schéma I1-3: Structure du modele de I’antibiotique ciprofloxacine
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Ce modele de [D’antibiotique permet I’immobilisation de I’anticorps de la
ciprofloxacine a la surface de 1’¢lectrode modifiée par affinité chimique mettant en jeu des
interactions de type anticorps/antigénes. Puisque ’affinité entre 1’antibiotique et 1’anticorps
est supérieure a celle existante avec le modele, I’anticorps est déplacé en solution lorsque la
concentration en antibiotique augmente dans le milieu réactionnel.

Ce chapitre est divisé en trois sections différentes qui reflétent les étapes d’élaboration
et de caractérisation de I’assemblage. La premicre partie se focalise sur I’électrogénération de
la matrice de polymere qui est la base de I’immobilisation des molécules biologiques. La
seconde partie est I’occasion d’identifier le succes des différentes étapes de greffage des
matériaux (modele d’antigeéne et anticorps). Enfin, la derniere s’intéresse a la partie détection

¢lectrochimique de la ciprofloxacine grace a I'immunocapteur réalisé.

1.2 Caractérisation du pyrrole-NHS et poly(pyrrole-NHS)

Le monomeére pyrrole-undécanoyl-N-hydroxysuccinimide est d’abord caractérisé en
solution par voltampérométrie cyclique. Apres la détermination de la fenétre d’électroactivité
du monomere, la caractérisation de la formation du polymeére correspondant, le poly(pyrrole-
NHS), est menée par balayages successifs de potentiels et par électrolyse a potentiel contrdlé.
Les films de polyméres obtenus sont finalement caractérisés par voltampérométrie cyclique.
Tous les potentiels conduits en milieu organique et en milieu aqueux sont obtenus par rapport
aux références Ag' 102 mol.L™' /Ag et Hg/Hg,Clp, KCI (calomel saturé) respectivement.

I.2.a Electrochimie du monomeére en solution

L’¢tude préliminaire du 11-pyrrole-1-acide undécanoyl-N-hydroxysuccinimide
(pyrrole-NHS, Schéma II-4), synthétisé selon le protocole de Tonescu et al.**, utilisé dans le
cadre de ce capteur, est faite dans une solution électrolytique d’acétonitrile (CH;CN)

contenant du tétrabutylammonium perchlorate 0,1 mol.L" (TBAP).

)
@ COO—N
N
=
@)

Schéma I1-4: Structure du monomere pyrrole-undécanoyl-N-hydroxysuccinimide

La courbe de voltampérométrie cyclique d’une €lectrode de carbone vitreux immergée
dans une telle solution permet de mettre en évidence le comportement électrochimique du

groupe pyrrole (Figure I1-1).
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L’¢électroactivit¢é du monomere, en particulier le groupement N-alkylpyrrole est
vérifiée par la présence d’un pic anodique irréversible situé a 0,85 V vs. Ag'/Ag
correspondant a 1’oxydation irréversible du motif pyrrole. Le potentiel de pic est en accord
avec les potentiels d’oxydation trouvés dans la littérature® lors de 1’étape d’initiation de la

polymérisation de monoméres pyrroliques N substitués (de 0,9 V a 1,2 V vs. Ag'/Ag).

60 -
50 -
40 -

30 -

I/ pA

20 -

10 -

0

_10 1 1 1 1 1
0 02 04 06 08 1

E/V vs. Ag'/Ag

Figure II-1: Voltampérogramme cyclique d'une solution de pyrrole-NHS (2.107 mol.L") dans CH;CN +
0,1 mol.L"" TBAP sur une électrode de carbone vitreux (& = 3 mm), v, = 100 mV.s™

II.2.b Electrodéposition d’un film polypyrrolique par voltampérométrie cyclique

La méthode la plus visuelle pour observer la croissance d’un film de polypyrrole est la
voltampérométrie cyclique. Les balayages successifs entre 0,00 et 0,85 V d’une électrode de
carbone vitreux plongée dans une solution contenant le monomere de pyrrole-NHS font
apparaitre un signal rédox réversible (Figure II-2-a). Au premier cycle, on retrouve un
voltampérogramme identique a celui de la Figure II-1. Dés le second cycle, on voit apparaitre
un signal réversible centré sur 0,22 V qui correspond au signal électroactif du poly(pyrrole-N-
alkyl). Les intensités des courants d’oxydation et de réduction croissent avec I’augmentation
du nombre de cycles, traduisant 1’accumulation d’espéces €lectroactives et I’augmentation de
I’épaisseur du film poly(pyrrolique) sur la surface de 1’électrode. Le pic irréversible a 0,85 V
diminue en intensité corroborant I’apparition du film et par la méme occasion la plus grande
difficulté a observer le monomeére en solution. Apres transfert dans une solution exempte de
monomére (Figure II-2-b), le signal électrochimique du polypyrrole est conservé. Ceci
montre la présence du film solide a la surface de 1’¢lectrode. Pour conserver les propriétés de
conduction ¢lectrique du polymere, le potentiel d’¢lectropolymérisation a été choisi de telle
sorte que le film formé ne soit pas suroxydé (entre 0,80 V et 0,85 V vs. Ag'/Ag). La
suroxydation d’un film polypyrrolique conduit en effet a I’interruption de la conjugaison des

chaines de polymere au profit de I’apparition de groupement carbonyle ou alcool 3,
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Figure 11-2: a- Voltampérométrie cyclique du pyrrole-NHS (2.107° mol.L”) dans CH;CN + 0,1 mol.L”" TBAP sur
électrode de carbone vitreux (0 = 3 mm), v, = 100 mV.s™, Neyete= 15. b- Voltampérogramme d’une électrode de
carbone vitreux (0 = 3 mm) modifiée par le poly(pyrrole-NHS) obtenue par voltampérométrie cyclique apres 15
cycles et transférée dans CH;CN + 0,1 mol. L™ TBAP exempt de monomére, v, = 100 m V.s™

I.2.c Electrodéposition d’un film polypyrrolique a potentiel contrélé

Dans le but d’obtenir des films de polyméres dont 1’épaisseur est modulable et
reproductible entre plusieurs électrodes, les dépdts sont réalisés par chronoampérométrie.
Cette méthode permet de controler la charge électrique nécessaire a la propagation de la
polymérisation.

Le transfert d’une électrode modifiée par chronoampérométrie a potentiel contrdlé
dans une solution exempte de monomere indique que le film polymere ainsi électrogénéré
présente les mémes signaux rédox qu’un film déposé par la méthode de cyclage en potentiel.
Un signal réversible centré sur 0,24 V est obtenu avec une allure proche de la courbe de
transfert d’un polymére obtenu par cycles successifs (Figure I1-3) mais avec des intensités
plus faibles. Les faibles signaux sont indicateurs d’une couche fine de polymeére qui est

nécessaire pour garder une bonne perméabilité du film d’ancrage.
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Figure I1-3: Voltampérogramme d’une électrode de carbone vitreux (0 = 3 mm) modifiée par le poly(pyrrole-
NHS) par chronoampérométrie a + 0,85 V et transférée dans CH;CN + 0,1 mol.L”' TBAP exempt de monomére,
Vp = 100 m VS_I; on[\fmél‘isation = 0; ]80 mC

La chronoampérométrie permet de contrdler I’efficacité de I’¢lectropolymérisation lors
de la formation du poly(pyr-NHS) en comparant la charge utilisée lors de
I’¢lectropolymérisation et la charge du polymeére redox obtenu. Le rendement
d’électropolymérisation 7 se définit par le rapport entre la quantité d’especes €lectroactives

effectivement immobilisées sur la surface I',, (correspondant a I’intégration de la charge

sous le signal rédox du polypyrrole) et la quantité d’especes immobilisées théoriquement pour
un rendement d’électropolymérisation total (correspondant a I’intégration de la charge utilisée

lors de I’¢électropolymérisation Q

polymérisation ) .

..
— " rée x100
g /Fthéorique

avec I',,, la concentration surfacique réelle de I’¢lectrode est calculé a partir de I’équation :
-2y _ Qint ; i -
I, (molecm )= X F xS Equation I1-1
ou Q. :quantité d’électricité (C) intégrée sous le signal du pyr-NHS

n : nombre d’électrons échangés par le systeme (0,33)

F: constante de Faraday (C.mol™)

S : surface de 1’électrode (cm?)
et Tge» l1a concentration surfacique théorique en utilisant la quantité d’€lectricité

O otmerisaion Utilisée lors de la polymérisation :
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-2\ _ onlymérisation - .
Fthéorique (mOI'Cm ) - 4XF x S qulathIl 11-2
o O, mirisaiion - Charge utilisée pour la polymérisation

n’ : nombre d’¢lectrons nécessaires a la polymérisation (2,33)

Le rendement moyen du dépot de polymeére par voie électrochimique est de I’ordre de
1= 65 % (Tableau II-1). Cette valeur moyenne indique que la polymérisation est efficace et

que le film n’est que trés peu suroxydé et donc qu’il reste un bon conducteur €lectronique.

Tableau II-1: Electropolymérisation du pyrrole-NHS (2 107 mol. L") dans CH;CN + 0,1 mol.L"" TBAP sur

électrodes de carbone vitreux (0 = 3mm) a potentiel controlé (E = 0,85 V)

Qpolymérisation (MC) Qint (mC) [t (Mol.cm™)  Tineorique (Mol.cm™) n (%)
0,183 0,0167 7,42 107 1,151078 64,4
0,183 0,016 7,11 107 1,1510° 61,8
0,183 0,018 7,99 10° 1,1510° 69,6

1.3 Elaboration de I'assemblage biomoléculaire

Il.3.a Principe de I'assemblage

Le biocapteur a ciprofloxacine (Schéma II-2) décrit dans ce chapitre est basé sur
I’immobilisation de I’anticorps de la ciprofloxacine de fagcon réversible sur un film de
polymeére. Un modéle de I’antigeéne (Schéma I1-3) est greffé sur le film de poly(pyrrole-NHS)
présenté dans la partie précédente a la surface des électrodes. L’immobilisation du modele est
rendue possible par le couplage de la fonction amine présente sur le modéle avec 1’ester activé
du polymére électrogénéré’’.

L’anticorps dirigé contre la ciprofloxacine est ensuite immobilis¢ a la surface de
I’assemblage. Le couplage d’un antibiotique et d’un anticorps ne fait intervenir que des
liaisons non-covalentes (liaisons hydrogénes, ¢lectrostatiques, hydrophobes ou forces de Van
der Waals). L’originalité du capteur repose sur le déplacement en solution de I’anticorps lors
de I’ajout de I’antibiotique dans le milieu réactionnel. En effet, 1’affinité entre 1’anticorps et la
ciprofloxacine (CF) étant plus importante qu’avec le modele de 1’antibiotique CFM, les
propriétés physico-chimiques de I’assemblage biomoléculaire évoluent avec 1’augmentation
de la concentration en analyte. Elles seront suivies par mesure de spectroscopie d’impédance
¢lectrochimique. Avant de parvenir a la détection directe par la modification de I’impédance
du systéme, les étapes d’immobilisation successives ont été caractérisées de maniere a mettre

en évidence la fixation de chacune des espéces.
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Schéma II-5: Représentation schématique de [’assemblage moléculaire et du principe de détection du
biocapteur. a- L’électrode modifiée par le modéle de I'antibiotigue CFM est immergée dans une solution
contenant [’anticorps. b- L’affinité chimique plus élevée entre [’anticorps et l’analyte est responsable du

déplacement en solution de I’anticorps

I.3.b Greffage covalent du modéle de I'antibiotique sur le pyrrole-NHS

Une fois la polymérisation effectuée et confirmée par la présence du signal rédox du
polymere, 1’étape du greffage du modele CFM est conduite. Ce greffage est réalisé par la
réactivité existante entre la fonction ester (présente en bout de chaine du polymeére et le
groupe labile NHS) et la fonction amine (présente sur le groupement en position 7 du
pharmacophore) (Schéma I1-6).
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Schéma I1-6: Réaction de couplage moléculaire entre le poly(pyrrole-NHS) et le modeéle CFM
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Pour montrer que le greffage du modele de 1’antibiotique a bien eu lieu, des mesures
de perméabilité sont effectuées avant et aprés incubation du modéle sur le film polymere. La
perméabilité, notée P,,, d’un film polymeére déposé sur la surface d’une électrode indique sa
capacité a laisser diffuser des especes, que ce soit de la solution vers 1’électrode ou bien
I’inverse. Dans le cas présent, avec I’utilisation de I’¢lectrochimie, il est possible de
déterminer la valeur de ce paramétre en ajoutant une sonde rédox dans la solution. En
fonction de cette sonde, le suivi de la variation des courants limites (d’oxydation ou de
réduction) obtenus en voltampérométrie stationnaire pour différentes vitesses de rotation de

I’¢lectrode donne acces a P, en utilisant I’équation de Koutecky-Levich.

1 1 1 o
= X +
-1 ]
Liim O,62nFSDS%v %Co Qé nFSD,,KC,

Equation I1-3

ol n est le nombre d’électrons échangés, F la constante de Faraday (C.mol™), S la surface de
I’électrode (cm?), v la viscosité cinématique de la solution (cm”s™), Q la vitesse de rotation
de I’électrode (rad.s™), § I’épaisseur du film polymére (cm), Cy la concentration de la sonde
rédox (mol.cm™), Dy, D,,, les coefficients de diffusion de la sonde rédox en solution et dans la
membrane respectivement (cm”.s”) et K le coefficient de partage de la sonde rédox entre le
film et la solution.

Le premier terme de cette égalité fait référence au caractere diffusionnel de la sonde en
solution donné par le coefficient D;, tandis que le second renseigne sur la diffusion de cette
méme sonde a l’intérieur du film polymeére recouvrant la surface S de 1’¢lectrode. La

perméabilité du film correspond alors a :

P = 2 Equation IT-4

Cette mesure de perméabilité permet de vérifier trés simplement si un processus
d’immobilisation a ¢été effectif par la variation de sa valeur (diminution de P, pour une
immobilisation, augmentation de P, pour un relargage en solution). Ici, les mesures de
perméabilité ont été réalisées suite aux deux étapes consécutives d’électropolymérisation et de
modification par le modéle antibiotique. D’apres I’Equation II-3, le tracé de 1/Iim en
fonction de Q" donne accés a la valeur du coefficient de perméabilité P,, de la couche par

simple lecture directe de I’ordonnée a 1’origine de la droite obtenue.

Dans le cas présent, la sonde électrochimique utilisée est le [Ru(NHj)e]*"
(2.10° mol.L™" dans le tampon phosphate 0,1 mol.L™"). Cette sonde est choisie car sa réduction
se situe dans une fenétre de potentiel ou le polymere est €lectroinactif. Dans ces conditions,

seul le changement de perméabilité est mesuré. L’ apparition de courants négatifs entre 0 et
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0,65 V traduit la réduction de [Ru™(NH3)s]’" en [Ru"(NHs)s]*". Une augmentation des
courants limites de réduction est mise en évidence lors de 1’augmentation de la vitesse de
rotation de I’électrode (entre 250 et 2500 tr.min™") pour une vitesse de balayage de 10 mV.s™.
La Figure II-4 représente I’inverse du courant limite de réduction du Ru™ en fonction de
I’inverse de la vitesse de rotation de 1’¢lectrode. Elle fait donc état d’une diminution de la
valeur de la perméabilité de 7,7.107 & 5,9.107 cm.s” entre une électrode modifiée et une
¢lectrode incubée dans une solution de CFM. La perte de perméabilité engendrée par
I’incubation est une preuve indirecte du greffage covalent du modele de I’antibiotique sur
I’¢lectrode modifiée par le poly(pyrrole-NHS). De plus, la méme étape d’incubation a été
réalisée en remplacant CFM par le vrai antibiotique CF. Cette expérimentation n’a pas
conduit a une variation de la perméabilité du film ce qui confirme le couplage covalent du
groupement amine présent sur le modele de la fluoroquinolone avec ’ester activé déposé a la

surface de I’électrode.

4000

3500

3000 -

2500

i'/em?A”

2000

1500 L L ‘ L L ‘ L L ‘ L L ‘ L L ‘ L L ‘ L L
0,06 0,08 0,1 012 014 0,16 0,18 0,2

Q-1/2 / s1/2 I‘,ad-1/2

Figure 1I-4: Courbes de Koutecky-Levich obtenues a partir des courbes de courant-tension en régime
stationnaire lors de la réduction de [Ru™(NH;)gJ?" (2.10° mol.L") dans du tampon phosphate (0,1 mol.L” ;
pH = 75) entre 0 et -0,65 V vs. ECS, v, = 10 mV.s". i- électrode tournante de carbone vitreux (& = 5mm)
modifiée par un film de ppyr-NHS, QOpopmerisation = 2.5 mC.cm™ ; ii- électrode modifiée puis incubée dans une
solution du modéle de ’antibiotique (5 mg.mL" + 2 eq. TEA dans le DMF)

Ces mesures de perméabilité sont régulicrement utilisées dans 1’équipe pour
caractériser les polymeres électrogénérés. Le film de poly(pyrrole-NHS) utilis¢ dans ce
capteur ne présente pas la meilleure perméabilit¢ pouvant étre attendue pour un film de
poly(pyrrole-N-alkyl subsitu¢). Le Tableau II-2 regroupe quelques valeurs de perméabilité

avec d’autres films obtenus dans des conditions similaires.
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Tableau I1-2: Valeurs de perméabilité obtenues en solution aqueuse pour différents poly(pyrrole-N-alkyl

substitués) électrogénérés a la surface d’électrode. NC : Non Communiqué

Polymeére étudié Py (cms?)  Q (mC.cm?) Sonde rédox Référence
Poly(pyrrole-NHS)  7,7.107 2,5 [Ru™(NH3)6]" (2.10° mol.L™")  Ce travail
Poly(pyrrole-NTA) 10°! 2,5 Hydroquinone (1 0’ mol.L'l) 38
Poly(pyrrole-Alkyl- 4,2.107 NC Hydroquinone (2. 107 mol.L'l) 39

ammonium)
PMMA (Ppyr- 7,9.10™ NC Fe""(CN)6 (2.107 mol.L™") 40
PpyrBz)

I.3.c Couplage anticorps spécifique/modéle antibiotique

L’¢étape suivante de fabrication de 1’assemblage moléculaire consiste a immobiliser
I’anticorps spécifique dirigé contre la ciprofloxacine. Les ¢lectrodes modifiées par le
poly(pyrrole-NHS) et par le modele CFM subissent une incubation de 15 pL d’anticorps
spécifique (dilution 1:100) dans le tampon phosphate 0,1 mol.L™ et le Tween 20 (0,05 %)
(limitant la fixation non spécifique de matériel biologique) pendant 30 minutes et a 4°C.

La validation de cette étape de greffage est menée par chronoampérométrie en utilisant
un anticorps secondaire marqué par une peroxydase. Aprés la modification des électrodes par
le modele CFM et I’anticorps primaire, une nouvelle incubation est nécessaire pour fixer
I’anticorps secondaire (1 mg.mL" dans le tampon phosphate 0,1 mol.L™' pendant 30 minutes a
4°C). Ce nouvel anticorps ayant ¢été exprimé chez le lapin (IgG, comme 1’anticorps
spécifique), une immunoréaction permet son immobilisation conduisant a un assemblage
fonctionnalisé par ’enzyme HRP. L’enzyme utilisée dans le cas présent catalyse 1’oxydation
de I’hydroquinone (QH>) en quinone (Q) en présence de H,O, (Schéma I1-7).

(" H,0,

Anticorps secondaire

Anticorps spécifique

~
Modéle =¥ #

7~
Polymére =~ |

-0,5V vs. ECS
+2e

Carbone vitreux

Schéma II-7: Schéma de principe de la détection du greffage affin entre le modéle CFM et [’anticorps
spécifique par la méthode dite de « sandwich » avec la fixation d’un anticorps secondaire fonctionnalisé par la
HRP
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Une électrode modifiée immergée dans une solution d’hydroquinone et soumise a un potentiel
de -0,5 V wvs. ECS détecte le produit de la réaction enzymatique décrite dans

’Equation II-5-a, c'est-a-dire la réduction de la quinone en o-quinone.

a  H,0,+HRP,—2* sH O+HRP,
HRF, +QH, — HRF, , +Q
b Q + 2H+ + 26_ —0,5Vvs.ECS QI_I2

Equation II-5 : a- réaction enzymatique de la HRP vis-a-vis du peroxyde d'hydrogéne et de QH, permettant la

production de Q. b- réaction de réduction de Q sur une électrode de carbone a E =-0,5 V vs. ECS

Comme le montre la Figure II-5-i, I’ajout d’un excés de H,O, en solution conduit a
une forte réponse catalytique avec des courants cathodiques de - 13,0 £0,2 pA, ceci confirme
la présence de la HRP a la surface de la couche de polymere et donc I’immobilisation de

I’anticorps dirigé contre la ciprofloxacine par immunoréaction avec le modele CFM.

H,O
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Figure I1-5: Réponse ampérométrique d'une électrode modifiée par I’assemblage poly(pyrrole-NHS)/CFM dans
le tampon phosphate + hydroquinone (2.107 mol.L™) et soumis & un potentiel de - 0,5 V vs. ECS apreés ajout de
30 uL de H>O; en excés (8 mol.L”). Electrode modifiée préalablement incubée dans : i- Anticorps spécifique +
anticorps conjugué HRP, ii- Anticorps conjugué HRP seul, iii- Anticorps non spécifique (Anti-BSA) + anticorps
conjugué HRP

Plusieurs controles ont été effectués pour démontrer clairement la spécificité du
systeme ¢laboré. Ceux-ci ont consisté a mesurer les courants catalytiques obtenus pour des
¢lectrodes modifiées en omettant I’étape de greffage de 1’anticorps primaire ou en le
substituant par un anticorps non spécifique (anti-BSA). Dans le premier cas, 1’électrode

modifiée par le film pyrrolique puis par le modele de 1’antigéne ne présente qu’un faible
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courant catalytique en réduction (-0,9 nA) lors de ’ajout de H,O, malgré I’incubation de
I’¢électrode avec I’anticorps conjugué¢ avec la HRP (Figure II-5-ii). Le second controle ou
I’anticorps de la ciprofloxacine est remplacé par I’anti-BSA conduit quant a lui a un courant
catalytique de -1,0 pA comme indiqué dans la Figure II-5-ii. D’une part, ces résultats
montrent que I’adsorption non spécifique de 1’anticorps secondaire est négligeable par rapport
a une fixation par immunoréaction. D’autre part, ils confirment la spécificité du systeme
biologique vis-a-vis de ’anticorps ciblé. Enfin, ils indiquent que le greffage chimique du
modele de la ciprofloxacine sur le film de polypyrrole n’affecte pas sa reconnaissance

moléculaire par ’anticiprofloxacine.

1.4 Application de la Spectroscopie d’Impédance Electrochimique
(SIE) pour Ila détection de la ciprofloxacine

La spectroscopie d’impédance ¢lectrochimique a été choisie comme méthode de
détection de la ciprofloxacine. Cette technique permet de suivre 1’évolution des phénomenes
physico-chimiques prenant place a I’¢électrode grace a 1’¢tude des modifications
¢lectrochimiques du support. Outre le fait qu’il s’agisse d’une méthode non destructive, elle
offre la possibilité de réaliser la détection en 1’absence de marquage supplémentaire de
I’analyte cible. Le polymere pyrrolique conducteur joue alors le rdole de transducteur, ce qui
permet d’observer directement chaque nouvel événement a sa surface.

Chacune des étapes de modification de la surface du transducteur pour 1’¢laboration du
biocapteur est caractérisée grace a cette technique. Avant d’aborder 1’¢tude de

I’immunocapteur, un rappel sur la théorie de la SIE est présenté.

ll.4.a Notion de spectroscopie d’impédance électrochimique

Il.4.a.1  Théorie
La SIE est une méthode basée sur la capacité d’un circuit a résister au flux d’électrons
le traversant tout comme 1’est la loi d’Ohm. Cette derniére est définie par la résistance de ce
circuit comme le rapport entre le potentiel E et le courant I :

rR=%
/

Equation I1-6

L’impédance ¢électrochimique va plus loin dans la caractérisation du systéme dans le
sens ou elle ne se limite pas uniquement au phénomene résistif. Elle tient compte également
des phénomenes capacitif et/ou inductif.

La spectroscopie d’impédance électrochimique est I’étude de la réponse d’un systeme

¢lectrochimique soumis a une perturbation volontaire. Généralement, la perturbation consiste
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en une tension alternative (sinusoidale) AE de faible amplitude imposée autour d’un point de
fonctionnement E. et a différentes fréquences. La réponse enregistrée correspond alors a un
courant alternatif Al autour d’une valeur L. Il s’agit du mode potentiostatique. Cependant, il
est tout a fait possible d’effectuer une mesure en mode galvanostatique en imposant une
perturbation en courant et en mesurant une réponse en tension. Dans les deux cas de figure,
comme ces deux grandeurs dépendent du temps, il est possible de les écrire pour une

fréquence f, une pulsation ® = 27 f'et un déphasage ¢ de la maniére suivante :

E(t) = E. + AE(t) = E sin (ot)
I(t) = I, + AI(t) = I sin (wt+)

Comme il est difficile de résoudre de telles équations dans le domaine temporel, une
simplification consiste a se placer dans le domaine des fréquences en utilisant les
transformées de Fourier. En appliquant ces transformées a ces deux équations, I’impédance
¢lectrochimique Z(®) devient un nombre complexe qui se définit alors comme le rapport entre
E(w) et I(m) et s’écrit :

Z(co)zge_ J2©) L1 z()e’® o Z(w) = ReZ(o)]+ jIm[Z(0)] Equation 117

avecj:\/—_l,

et Im[Z (co)] la partie réelle et imaginaire respectives de Z(m).

Z (co)| le module de I’impédance, ¢ le déphasage du signal en sortie, Re[Z (03)]

Le choix du potentiel (ou du courant) et de la perturbation doivent étre clairement
indiqués et respectés lors des expérimentations. En effet, le systéme caractérisé doit étre
linéaire. Or, en électrochimie, de tels systemes n’existent pas. Il faut alors adapter les
paramétres de mesure aux systémes pour se placer dans des conditions linéaires. Dans le cas
de mesures d’impédance en mode potentiostatique, il faut veiller a ce que ’amplitude de la
perturbation sinusoidale en tension AE autour de la valeur E. soit suffisamment faible pour

que la fonction 7 =f(E) représentant la réponse soit également linéaire (Figure I1-6). Alors

la réponse Al mesurée devra correspondre a la variation linéaire du courant stationnaire autour

de la valeur I.. La figure suivante représente la courbe / =f(E)dans le cas d’un systéme

rédox rapide sur lequel est imposé un signal alternatif AE autour de E.. La perturbation AE

doit rester faible pour rester dans un domaine linéaire de la courbe 7 = f(E).
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P
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E

Figure II-6: Courbe de courant-tension stationnaire d’un systéme rédox « rapide » (ligne noire). Réponse
sinusoidale en courant a une perturbation sinusoidale en potentiel sur une partic linéaire de la courbe
courant — tension (fléche pointillée)

Il.4.a.2 Représentation dans le plan de Nyquist

De nombreuses représentations de résultats sont possibles pour les utilisateurs de cette
méthode. Celle préférée par les €lectrochimistes (spécialement dans les cas ou un transfert
¢lectronique a lieu a I’électrode) est la représentation de Nyquist des électrochimistes
(Figure I1-7). Comme [I’indique D’écriture cartésienne de 1’Equation II-7, I’impédance
possede une composante réelle et une composante imaginaire.

Le diagramme de I’impédance dans la représentation de Nyquist des électrochimistes

consiste a représenter 1’opposé de la partie imaginaire — Irn[Z (0))] de Z(w) en fonction de la
partie réelle Re[Z (0))]. Chaque point du diagramme correspond aux valeurs des composantes

réelle ou imaginaire de I’impédance a une certaine fréquence. Ils correspondent également a

’extrémité du vecteur de I’impédance donné par I’Equation II-7 en coordonnée polaire ayant

pour longueur le module |Z ((o)| et pour angle ¢.

-Im[Z(w) N
=1/t
T
y
0= |Z()] ®=0
i III
\LA /
0 Re[Z(w)]

Figure II-7: Représentation des valeurs d’impédance dans le plan de Nyquist des électrochimistes
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1.4.a.3 Les schémas électriques équivalents

L’exploitation des données fournies par les mesures de spectroscopie d’impédance est
généralement obtenue en modélisant le systéme étudié par un circuit électrique équivalent.
Avant d’entreprendre cette modélisation, il faut tout de méme prendre un temps de réflexion
pour établir un modele fiable qui a un sens physique. En effet, le choix des composants
¢lectriques ainsi que leur ordre d’apparition est déterminant dans la compréhension des
phénomenes physiques ayant lieu a 1’¢lectrode de travail. L’ensemble des processus physico-
chimiques se déroulant a différentes interfaces (électrode/solution, ¢lectrode/film ou
film/solution, etc...), il faut alors traduire chacun de ces phénomeénes en termes de
composants ¢lectrique et di¢lectrique puis les associer ensuite judicieusement en série ou en
parallele. Des étapes simultanées seront donc représentées par une association de processus en
paralléle tandis que les étapes successives le seront par des processus branchés en série.

Dans le cas général d’une électrode (plane) mise en contact avec un électrolyte et en
présence d’une sonde rédox, le circuit électrique €équivalent émis par Randles est le plus

fréquemment utilisé (Schéma I1-8).

a Zw
R Rre | —\ ——
Coc Ry Rre Rs Re(z) /02

Schéma II-8: a- Circuit électrique équivalent de Randles caractérisant une électrode en contact avec une
solution. b- Représentation schématique de ['impédance de Randles dans le plan de Nyquist des

¢électrochimistes. R, : résistance de [’électrolyte, Ryc: résistance de transfert de charge électronique, Cpc:

capacitance de double couche, Wz : impédance de Warburg semi-infinie, Wz s : impédance de Warburg limitée

Le premier parametre a considérer résulte de la mise en contact de I’¢électrode avec la
solution électrolytique. Il correspond a la résistance de 1’¢électrolyte appelée R,;. Cette valeur
dépend essentiellement du type d’¢électrolyte, de la force ionique, de la température et de la

surface géométrique de I’¢électrode. A haute fréquence, elle vaut:
Z R, (w)=R,

Ensuite, la capacitance de double couche, Cpc, représente la charge globale stockée a
I’interface ¢électrode/solution. Elle se forme par la charge naturelle du matériau d’électrode qui
induit une accumulation des ions (anions ou cations) a la surface de I’¢lectrode créant ainsi un

condensateur. Son impédance est donnée par :

-80 -



Chapitre Il — Biocapteur impédancemétrique pour le dosage d’antibiotique — Application a la

ciprofloxacine

Z o)=1/joC
CDC( ) /]

La résistance de transfert de charge ¢électronique, Ry, correspond au flux de courant
produit par des réactions électrochimiques a I’interface de 1’électrode lorsque le transfert

d’¢lectron a lieu entre une espece électroactive et 1’électrode.

ZRTC (®) =Ry

En dernier lieu, I’'impédance de Warburg Z W traduit I’impédance du courant di aux

phénomenes de diffusion de I’espece électroactive vers la surface conductrice. Bien qu’il
existe trois types de Warburg, ’attention sera portée sur deux d’entre eux, selon que la
diffusion opére dans une couche semi-infinie (diffusion naturelle) ou dans une couche finie.
Le premier représente une diffusion semi-infinie (ou diffusion naturelle en ’absence de
convection). Le second, lui, est valable dans le cas ou la couche de diffusion 6 est connue et
fixe (cas des ¢lectrodes a disque tournant, des microélectrodes ou des membranes
perméables). Ce comportement se traduit alors par la présence d’une pente a 45° dans le
diagramme de Nyquist des ¢lectrochimistes. Cette pente est constante pour le premier cas. En
revanche, pour la diffusion limitée, une résistance peut étre attribuée pour les faibles valeurs

de fréquences. On la note ZW . Deux équations permettent de relier plusieurs parameétres
o

importants pour un Warburg limité (Schéma II-8-b). La premicre indique le lien entre le

temps de relaxation 15 a 1’épaisseur de la couche de diffusion 9 :

Ts =— Equation I1-8

La seconde établit la relation entre la fréquence au sommet de la boucle de diffusion f° et 15 :

2,54
27Ty

o

Equation I1-9

La SIE sépare les courants faradiques des courants capacitifs. Ainsi, dans le circuit de

Randles, les résistances de transfert de charge et de Warburg (Rrc +ZW ) en série sont
)

associées en paralléle avec la capacitance de double couche Cpc puisque le courant total

traversant la surface active est la somme des contributions issues des processus faradique (/r)
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et capacitif (/¢). Finalement, R.; est associée en série au précédent circuit car I’ensemble des

courants doivent passer par la résistance électrolytique®'.

Dans le cas d’¢lectrodes modifiées par un matériau peu perméable, il peut s’avérer
nécessaire de rajouter des contributions ¢électriques et diélectriques supplémentaires pour tenir

compte soit du matériau soit de 1’interface matériau/solution.

Il.4.b Principe de I'immunocapteur

La spectroscopie d’impédance électrochimique a été choisie pour réaliser la détection
de la ciprofloxacine en solution. Les capteurs impédancemétriques traditionnels sont capables
de déceler la fixation d’une molécule/couche supplémentaire a la surface de 1’¢lectrode. Cette
molécule peut étre soit un anticorps comme dans le cas présent, soit un brin d’acide
désoxyribonucléique (ADN)* soit une enzyme. Un tel comportement se traduit par une
augmentation de la valeur de I’impédance mesurée qui peut se comparer a une augmentation
de la résistivité de 1’assemblage immobilisé. Contrairement aux capteurs décrits dans la
littérature, ce capteur repose sur I’idée de la dissociation du complexe modele
antigene/anticorps spécifique (CFM/Acs:) lors de I"augmentation de la concentration en
antibiotique en solution. Cette technique ¢lectrochimique permettant d’obtenir des
informations sur les étapes €élémentaires qui forment le systeéme €lectrochimique global, il est
alors possible de suivre la décomplexation progressive de Acgps pour chaque incubation. De ce
fait, théoriquement, le systéme devant présenter la plus forte valeur d’impédance sera une
¢lectrode modifiée par le polypyrrole et ayant subi le greffage chimique du modéle de
I’antigéne suivi de I’immobilisation de I’anticorps primaire. L’ajout progressif d’analyte dans
le milieu réactionnel devrait alors s’accompagner d’une diminution progressive de
I’impédance du systeme.

Les mesures d’impédance sont réalisées en présence d’une sonde électrochimique, ici
le couple [Fe™(CN)e]*/[Fe"(CN)6]* (10™ mol.L™"), ce qui permet d’observer le phénoméne de
transfert de charge électronique de I’espeéce rédox mais également sa diffusion a travers le
film polymere. Les contraintes supplémentaires lies a la diffusion de la sonde rédox qui
évolue avec la présence de ciprofloxacine en solution sont donc mises en évidence ici.

Le couple [Fe™(CN)¢*/[Fe"(CN)s]* est largement utilisé dans la littérature™ *. 1l a
I’avantage d’étre cinétiquement rapide. Par ailleurs, la présence des deux especes du couple

permet de réaliser les mesures d’impédance a 1’équilibre.
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ll.4.c Choix du modéle électrique équivalent

Le diagramme de Nyquist obtenu dans une solution de 10° molL™' de
ferri/ferrocyanure de potassium d’une ¢électrode de carbone vitreux modifiée par du
polypyrrole-NHS et le modéle de 1’antibiotique (CFM) est donné dans la Figure I1-8.

20 F 174 mHz N
[ 5 TZ j
L ° ° ® ] °
- . AN ¢ - -500 .
-10 200 Hz .o'.. ° 7] a °
L ° T he ° .
: ..... ¢ : ’; ..so.
0 r L 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 L 1 L I L 1 L 1 I 1 1 1 1 ] - 0 . ) . ) | )
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 500
Re Z/ kQ ReZ/Q

Figure I1-8: Diagramme de Nyquist obtenu pour une électrode de carbone vitreux (0 = 3 mm) modifiée par un
film de poly(pyrrole-NHS) et incubée dans une solution de modéle antibiotique (CFM) (1.107° mg.mL™). Sonde
rédox : [Fe (CN)sJ " /[Fe"(CN)s]” 1.107 mol. L™ dans le tampon phosphate 1.107 mol. L, pH = 7,5. Vitesse de
rotation : 2 = 500 tr.min”, fréquences : 500 kHz a 0,01 Hz, E, = 0,2 V vs. ECS, AE = 5 mV rms,

T = Température ambiante

Ce diagramme est complexe. A premiére vue, il fait apparaitre deux boucles fortement
décentrées. Cependant en traitant les différentes données d’impédance obtenues aux
différentes étapes de la construction de I’immunocapteur, il apparait distinctement que la
partie du spectre (a haute fréquence) est composée de deux contributions distinctes.

Deux hypothéses ont pu étre raisonnablement formulées d’apres le paragraphe §11.4.a.3 :

- présence d’une boucle liée au transfert de charge di a la présence de la sonde

rédox.

- présence d’une boucle liée a la diffusion de cette méme sonde due a la

présence du polymére peu perméable (cf. §I1.3.a) qui entraine une faible

diffusion de la sonde a travers le film, méme a I’équilibre.

Enfin, puisque le film polymeére a la surface de 1’électrode est peu perméable, la
troisiéme hypothése est une contribution électrique et diélectrique liée aux propriétés ioniques
du film ou de son interface avec la solution (résistance de la membrane, des pores, capacité de

I’interface film/solution).

Le circuit électrique équivalent choisi de mani¢re a traduire les différents phénomeénes

¢lectrochimiques en ¢léments électriques est donné sur le Schéma I1-9.
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Schéma 11-9: Circuit électrique équivalent choisi pour les systemes étudiés : électrode de carbone vitreux
modifiée par le film de poly(pyrrole-NHS)-CFM ; poly(pyrrole-NHS)-CFM-Ac en présence du couple rédox
[Fe"™(CN)oJ > /[Fe"(CN)g]* (1.107 mol. L")

Ce circuit équivalent est composé de quatre phénomenes distincts correspondant a
quatre domaines de fréquences sur le spectre expérimental. Le premier concerne le domaine a
trés haute fréquence [500 kHz, 50 kHz] ou apparait la résistance due a la chute ohmique de la
solution électrolytique R.;. Dans la gamme des hautes fréquences, entre 50 kHz et 80 Hz, le
demi-cercle est attribué au transfere ionique a I’interface film/solution qui est donc assimilé a
une résistance Ry (résistance ionique de I’interface) en parallele avec un condensateur Cy
(capacitance au niveau de I’interface film/solution). Les fréquences moyennes, entre 80 Hz et
5 Hz ont, quant a elles, ét¢ attribuées aux processus liés aux transferts de charge au niveau de
I’¢lectrode. Ce phénomeéne est modélisé par une résistance Ryc (transfert de charge) et un
condensateur Cpc (capacitance de double couche) en paralléle. Le dernier phénomene, dont la
fréquence caractéristique est de 174 mHz correspond au phénomeéne de diffusion de la sonde
rédox intervenant dans le film immobilis¢ a la surface de 1’électrode. Le circuit électrique

¢lémentaire utilis¢é dans le cas d’une diffusion o limitée est un Warbug avec couche de

diffusion finie noté Zyy - Il peut étre intéressant de constater que ce modele comporte le
o

circuit équivalent de Randles en complexifiant celui-ci par les phénomenes liés a I’interface

film polymere solution.

Sur la Figure II-9, la ligne en pointillés représente 1’ajustement obtenu avec les
parametres du circuit €lectrique équivalent choisi. Il est important de noter le trés bon accord
entre les valeurs expérimentales et les valeurs calculées (®). Les interfaces n’étant pas
parfaitement planes, les capacitances ont été remplacées par des éléments a phase constante
(CPE) lors de I’ajustement afin de rendre compte de I’inhomogénéité des surfaces et des

interfaces.
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Figure 11I-9: Diagramme de Nyquist précédent (®) (Figure 11-8), valeurs issues de la modélisation a I’aide du

modeéle électrique équivalent présenté dans le Schéma I1-9 (traits pointillés)

I.4.d Ancrage de I'anticorps spécifique dirigé contre la ciprofloxacine
L’enregistrement d’un spectre d’impédance électrochimique d’une électrode ayant
subi une incubation dans une solution contenant I’anticorps primaire est donné sur la
Figure II -10-ii. La modification importante de 1’allure générale du spectre d’impédance
indique que I’immersion d’une ¢lectrode modifiée dans une solution contenant 1’anticorps

spécifique (Acspe) mene a une €volution de 1’état de surface du biocapteur.

46 THZ

I R . i ]
g 100 . "
'; [ 17 Hz , P ]
T 50 "~ 174mHz :
0 5 L 1 1 1 1 1 I.I 1 I L 1 1 1 1 1 1 L 1 | 1 1 1 1 L 1 L 1 1 | 1 L 1 1 1 1 1 1 L i
0 100 200 300 400
Re Z | kQ

Figure II-10: Diagrammes de Nyquist réalisés avec une électrode de carbone vitreux (0 = 3 mm) modifiée par
i- un film de poly(pyrrole-NHS)-CFM et ii- ensuite incubée dans une solution de tampon phosphate
(1.10° mol.L!, pH = 7,5) contenant I’anticorps anticiprofloxacine (15 uL — dilution 1/100 dans le tampon
phosphate. Conditions expérimentales identiques). Données expérimentales (points), données de simulation
(courbes pointillées).

Sonde rédox : [Fe"(CN)gJ* /[Fe"(CN)gJ* 1.10° mol.L” dans le tampon phosphate 1.10° mol.L”, pH = 7,5.
Vitesse de rotation : 2 = 500 tr.min”, fréquences : 50 kHz a 0,01 Hz, E. = 0,2 V vs. ECS, AE = 5 mV rms,

T = Température ambiante

Le Tableau II-3 donne les paramétres obtenus par ajustement entre les données de la
Figure II-10 et le circuit équivalent (Schéma I1-9).
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Comme attendu, la valeur de la résistance de 1’¢lectrolyte n’est pas modifiée par
I’incubation de I’électrode dans la solution d’anticorps (Rg = 7,7 £ 0,5 Q). La premiére
contribution attribuée a I’interface ionique (film/solution) est fortement influencée par la
présence de ’anticorps. La résistance est multipliée par deux alors que la capacitance est
divisée de moitié environ. Les deux autres parametres qui sont I’angle de décentrage, a,, du
demi-cercle (qui représente la mesure de 1’inhomogénéité de I’interface) et la fréquence de
relaxation f;° du phénomeéne, diminuent légérement aprés incubation dans la solution
d’anticorps. Puisque la résistance et la capacitance évoluent inversement, I’effet de la
présence de I’anticorps est surtout un effet géométrique. L’encombrement stérique provoqué
par I’anticorps diminue la surface de ’interface ce qui augmente la résistance et diminue la
capacitance. Cette interface, lieu de la complexation de 1’anticorps, devient plus difficile a
franchir par les ions aprés incubation de I’anticorps. C’est une preuve indirecte de la
formation d’une couche d’anticorps sur I’¢lectrode modifiée.

La seconde contribution & moyenne fréquence est attribuée au transfert de charge a
I’interface polymere/électrode et a la capacitance de double couche. Ici, la résistance est
multipliée par un facteur supérieur a trois alors que la capacitance est divisée par 1,4. L angle
de décentrage augmente légerement alors que la fréquence diminue d’un facteur 2,5. La
résistance de transfert est fortement influencée par I’encombrement stérique dii a la présence
de ’anticorps. La quantité de ferri/ferrocyanure arrivant a I’¢lectrode pour étre réduit et oxydé
est beaucoup plus faible. Parallelement, la capacit¢ de double couche située en solution (a
I’extérieur du film) est légérement diminuée. Ceci pourrait venir d’'une augmentation de sa
longueur due a la présence de 1’anticorps dans la double couche provoquant une légere
modification de la distribution des charges.

La derniére contribution basse fréquence a été attribuée a la diffusion dans une couche
0 de la sonde rédox. La résistance de diffusion a été multipliée par plus de huit tandis que la
constante de temps du phénomeéne a été multipliée par presque cing. Puisque R est

proportionnel a I’épaisseur de la couche de diffusion :
R; c6/D,,

et que T est proportionnel au carré de 1’épaisseur de la couche de diffusion :
r=06"/ D,,

il est possible de supposer que 6 a fortement augmenté aprés incubation de [’anticorps
(0 <1 cm). L’angle de Warburg est inférieur a 45° ce qui montre une hétérogénéité de la

diffusion.
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Tableau I1-3: valeurs issues de la simulation par le circuit équivalent choisi des résultats expérimentaux donnés

dans la Figure 11-10. Logiciel de simulation : Z-view

Poly(pyrrole-NHS)-CFM  Poly(pyrrole-NHS)-CFM-Acp¢

R,/ Q.cm’ 7,6 8,0
Ry / Q.cm’ 433+ 12 1030 + 30
Cy / pF.cm™ 1,51 0,82
o /° 19,7 15,8
F.°/Hz 244 189
Rrc / Q.cm? 1495 + 45 4930 + 150
Cpc / pF.cm™ 5,96 4,42
0/ ° 23,4 25,1
F,°/Hz 17,9 7.3
R/ Q.cm? 3560+ 110 29420 + 880
T5/s 2,65 12,9
op / ° 31,1 36,5

Les changements importants observés pour chaque phénoméne physique peuvent
trouver leurs origines dans la taille des biomolécules immobilisées. En effet, la taille de
I’anticorps spécifique est de I"ordre de 150 kDa alors que celle du modéle CFM seulement
300 Da. L’encombrement stérique est donc beaucoup plus important lorsque 1’anticorps est
greffé sur le biocapteur, ce qui explique les variations au niveau des parametres de transfert

ionique, de transfert de charge et de diffusion de 1’espece rédox.

ll.4.e Détection de la ciprofloxacine par impédancemétrie

Il.4.e.1  Détection par impédancemétrie

La derniére étape du capteur consiste donc a réaliser le dosage de ’antibiotique cible,
la ciprofloxacine. Pour s’assurer de la faisabilité¢ du systéme, une incubation dans une solution
de 1 pg.mL™" est menée. Cette injection devrait s’accompagner d’une diminution globale de
I’impédance électrochimique du biocapteur, en accord avec le déplacement en solution de
I’Acgpe. La Figure 11-11 représente 1’évolution des spectres d’impédance apres ringage dans le

tampon phosphate suite a cette nouvelle incubation.
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Figure I1-11 : Diagrammes de Nyquist réalisés avec une électrode de carbone vitreux (0 = 3 mm) modifiée par
i- un film de poly(pyrrole-NHS)-CFM, ii- un film de poly(pyrrole-NHS)-CFM-Acy,: et iii- un film de
poly(pyrrole-NHS)-CFM suite & une incubation de Iug.mL’ de ciprofloxacine. Conditions expérimentales
identiques). Données expérimentales (points), données de simulation (courbes). Sonde rédox : [Fe"(CN)sJ*
/[FE"(CN)gJ* 1.10° molL" dans le tampon phosphate 107 mol.L”’, pH = 7,5. Vitesse de rotation :
Q=500 tr.min™, fréquences : 50 kHz a 0,01 Hz, E. = 0,2 V vs. ECS, AE = 5 mV rms, T = Température

ambiante

La encore, trois boucles distinctes sont observables. En revanche, la courbe iii fait état
d’une chute relativement importante de I’'impédance du systéme. Il est alors raisonnable de
penser que le systéme répond de la manicre attendue, a savoir un décrochage d’une partie de

la couche d’Acqy fixée sur le modeéle d’antibiotique CFM par la présence de CF.

En dernier lieu, et aprés la caractérisation compléte du systeme €laboré, la détection de
concentrations croissantes en ciprofloxacine est réalisée. Pour cela, les électrodes modifiées
par le systeme poly(pyrrole-NHS)-CFM-Acgy subissent des incubations successives dans des
solutions de concentrations croissantes en CF comprises entre 10" g.mL™" (3 pmol.L™") et
10° g¢.mL™". En observant les diagrammes de Nyquist donnés dans la Figure II-12, il apparait
qu’une incubation de CF sur I’immunocapteur induit une diminution notable des boucles de
Ry et Rye. Ces résultats semblent en accord avec une perte d’anticorps en solution ce qui se
traduit par une diminution de 1’encombrement stérique a l’interface film polymere-solution
provoquant un déplacement des ions et de la sonde rédox a travers le film plus aisé. Ces
variations d’impédances sont observables pour une concentration de ciprofloxacine allant de
1.10"% gmL" 2 1.10° g.mL™".

-90 -



Chapitre Il — Biocapteur impédancemétrique pour le dosage d’antibiotique — Application a la

ciprofloxacine

o | o
I /I’
'607 I I \" ,//'lf-.
- ! T
HF| MF | BF , /,:. i
o | At
ro | 7 I’.'-
40 | I /S e
¢ 407 ! : ,/’.'/:._r.
N ! TH VS
E || p Xl
i o Lz
1 200 Hz r)‘."r
| |
| |
| |
|
|
I | | |
40 60 80
Re Z /| kQ

Figure 1I-12 : Diagrammes de Nyquist d’une électrode modifiée avec [’anticorps spécifique apres une
immersion dans une solution de ciprofloxacine. i- 1 pg.mL™ ; ii-10 pg.mL™ . iii- 100 pg.mL™ . iv- 100 ng.mL™" et
v-1 ug.mL™. Sonde rédox : [Fe"(CN)sJ>/[Fe"(CN)s* 1.10° mol.L”" dans le tampon phosphate 1.107° mol.L”,
pH = 7,5. Vitesse de rotation : 2 = 500 tr.min”, fréquences : 50 kHz a 0,01 Hz, E. = 0,2 V vs. ECS,
AE =5 mVrms, T = Température ambiante. Données expérimentales (e), valeurs issues de la modélisation a

["aide du modéle électrique équivalent utilisé (traits pointillés)

Dans le Tableau II-4 sont répertoriées les valeurs obtenues par ajustement des
spectres d’impédance pour les différentes concentrations de ciprofloxacine mise en présence
d’un biocapteur. En présence de ciprofloxacine, les résistances de I’interface ionique et de

transfert de charge diminuent régulierement avec I’augmentation de la concentration.

Les autres parametres sont peu exploitables. Les deux capacités sont de 1’ordre du
microfarad ce qui confirme qu’il s’agit de capacités interfaciales. La résistance de diffusion
est plus faible que celle sans ciprofloxacine mais n’a pas tendance a diminuer comme il était

possible de I’envisager.
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Tableau I1-4: valeurs issues de I’ajustement par le circuit équivalent choisi des résultats expérimentaux pour
les systemes électrode modifiée et électrode modifiée-Anticorps avec et sans incubation de ciprofloxacine

(incubation de 30 min) a différentes concentrations (Figure 11-12). P : film de polypyrrole
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La Figure II-13 montre les variations de la somme entre la résistance Ry et la
résistance Rrc (ARp1c) en fonction de la concentration en ciprofloxacine. Plus explicitement,
ARiire = (Rir + Rrc)acspe - (R + Rre)acspercr. Ce graphique présente une évolution linéaire de
ARjirc en fonction du logarithme de la concentration en antibiotique utilisée, log([CF]).
Cette linéarité a pu étre mise en évidence pour des concentrations comprises entre 1072 et
10° g¢.mL™" avec une pente de 342.9 Q.cm’/unité log de concentration en CF (R*=0.997).
D’aprés la droite, le seuil de détection pour les mesures impédancemétriques est de
10" gmL™.

w

A

(=]

o
LN L L N L L N I L B L L L B Y L L B
PO T T U U T T T T N T T T A BN

2000 P TN T N T T N T T N T T T T T T T T T T T T
-13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5

Log ([CF] / g.mL'1)

Figure II-13: Courbe d’étalonnage pour le capteur a ciprofloxacine élaboré indiquant la variation des
résistances de [’interface ionique et de transferts de charge ARj.rc en fonction du logarithme de la

concentration en ciprofloxaine. Les points sont obtenus a partir du Tableau I1-4

Il.4.e.2  Détection par conductimétrie

La spectroscopie d’impédance électrochimique reste une technique lourde pour les
temps d’acquisition nécessaires sur les larges gammes de fréquences balayées et pour
’obtention de valeurs significatives par I’ajustement a 1’aide du circuit électrique équivalent.
Dans le but de rendre plus attractive 1’utilisation de cet immunocapteur pour la détection de la
ciprofloxacine, 1’étalonnage par conductimétrie a été entrepris. Il consiste a réaliser les séries
de mesures a une fréquence donnée en appliquant une perturbation sous la forme d’une
tension électrique alternative (tout comme les mesures d’impédances classiques). Chaque
point composant un diagramme de Nyquist représentant la partie réelle et la partie imaginaire
de Z(w), il est possible de connaitre le module de I'impédance |Z(w)| pour une fréquence
quelconque. Comme le montre la Figure I1-14, la variation la plus importante visible sur les

diagrammes d’impédance entre les ¢électrodes de types poly(pyrrole-NHS)-CFM,
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poly(pyrrole-NHS)-CFM-Acsy et poly(pyrrole-NHS)-CFM-Acq,¢ incubées dans une solution
de CF a été décelée a 1 Hz.

Im Z / kQ
&

| |
40 60 80
Re Z | kQ

Figure 11-14: La droite indique la fréquence utilisée pour les mesures conductimétriques (v = 1 Hz) en

reprenant les mesures impédancemétriques de la Figure 11-12

I1 est intéressant de noter que cette fréquence se situe a la fin de la boucle en moyenne
fréquence. A cette fréquence, le module de I'impédance est proche de la somme des
résistances Ry et Ryc. Cette méthode a permis de mettre en évidence une relation linéaire pour
la gamme de concentration de 1.10"% a 1.10° g.mL" de pente 215 + 11 Q.cm™/unité log
(R? = 0,9882). La pente obtenue par conductimétrie (Figure II-15-i) est plus faible que celle
obtenue par impédancemétrie (Figure II-13). Ceci est logique puisque la contribution de la
résistance de 1’¢lectrolyte et de la résistance de diffusion existent entierement ou en partie
dans la mesure conductimétrique alors qu’elles sont inexistantes apres calculs des résistances
pures apreés ajustements. La mesure conductimétrique a, méme avec une sensibilité plus

faible, de nombreux avantages comme la rapidité et la simplicité de réalisation.
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Figure I1-15: Courbes d’étalonnage pour le capteur a ciprofloxacine élaboré traduisant la variation du module
de l'impédance AZ; y, a @ = 1 Hz en fonction de la concentration en : i- ciprofloxacine, ii- enrofloxacine.

iii- méme mesures que la courbe i pour une électrode dont I'immobilisation de I’Acys n’a pas été effectuée

Deux types de controle ont été réalisés dans le cadre de 1’¢élaboration de cette méthode
de détection. Dans le premier cas, la spécificité du biocapteur a été étudiée. Pour cela,
I’analyte initialement utilisé (CF) a été remplacé par de I’enrofloxacine (EF) qui est un autre

antibiotique appartenant a la famille des fluoroquinolones (Schéma I1-10).

Schéma II-10 : Structure des deux antibiotiques utilisés. a- la ciprofloxacine (CF) et b- I'enrofloxacine (EF)

N~

La premiére incubation de ’électrode, & une concentration de 1.107" g.mL'l, indique
une variation relativement importante de la valeur de AZ; y, (3000 Q2.cm?) (Figure II-15-ii).
Cet éveénement traduit un décrochage partiel de la couche d’anticorps spécifique. Cependant,
les incubations successives du capteur pour des solutions plus concentrées en enrofloxacine
ne montrent aucune variation du module de I’impédance a cette méme fréquence

(pente = -8,522 Q.cm’/unité log). De cette facon, I'immunocapteur peut étre qualifié de
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spécifique. La premiere réponse pourrait tre attribuée a la forte similarité des structures entre
CF et EF. Le groupement ¢éthyle suffirait tout de méme pour faire la différenciation aux plus

fortes concentrations.

Finalement, le dernier controle a consisté a omettre 1’étape d’immobilisation de
I’anticorps spécifique sur le modele de D’antigene. De telles électrodes soumises a des
incubations successives de solution de CF devraient donc avoir non seulement des spectres
d’impédances invariants avec le nombre d’incubations (puisque la décomplexation n’est pas
possible) mais devraient avoir également une valeur de ARprc extrémement faible. La
Figure II-15-c fait apparaitre une variation quasi-nulle du module de Z quelque soit la
concentration de ciprofloxacine utilisée pour I’incubation du capteur. La variation de
I’impédance ne s’observe alors que dans la configuration ou ’anticorps est présent sur la

surface du film modifié.

Le Tableau II-5 rassemble quelques exemples d’immunocapteurs impédancemétriques
développés pour la détection de la ciprofloxacine (ou de structure similaire comme
I’enrofloxacine). Le biocapteur ¢laboré au cours de ce travail de thése est donc plus
performant puisque testé¢ dans des conditions similaires (tampon et pH), sa limite de détection
est de 10"* gmL™ (différence d’un ordre de grandeur avec les moins performants). En
revanche, il faut noter la limite de détection extrémement basse du capteur ayant détecté la

ciprofloxacine dans un échantillon de lait®.

Tableau II-5: Tableau récapitulatif des capteurs impédancemétriques pour la détection de la ciprofloxacine ou
de I’enrofloxacine issus de la littérature (de 2007 a 2010)

Antibiotique Solvant Sonde Limite de détection Référence
46
Ciprofloxacine ~ Tampon phosphate  Fe/ Fe!' (10 mM) 10° g.mL™!
(PH=7.4)
47
Ciprofloxacine = Tampon phosphate Sans sonde / 10.10"* g.mL"
(pH=7) E=-14V

45
Ciprofloxacine Lait (pH=7.4) Fe""/Fe" (10 mM)  100.10" g.mL"

48

Enrofloxacine ~ Tampon phosphate  Fe'"/ Fe' (2,5 mM) 10° g.mL™
(pH=7.4)

Ciprofloxacine ~ Tampon phosphate  Fe''/ Fe' (1 mM) 10" g.mL™ Ce travail
(pH=7.5)
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1.5 Conclusions du chapitre Il

Ce chapitre relate 1’élaboration d’un immunocapteur basé sur 1’utilisation d’un film
polypyrrolique pour I’immobilisation de molécules présentant une fonction amine.

Dans la premicre partie de ce chapitre, 1’électropolymérisation du monomere pyrrole-
NHS a permis le greffage (covalent) entre 1’ester activé du monomere et la fonction NH, d’un
fragment d’hapten d’une fluoroquinolone. Cet antibiotique étant efficace contre un nombre
important d’agents pathogenes grace a ses propriétés bactéricides, le développement d’un
immunocapteur impédancemétrique pour les contréles environnementaux et sanitaires a été
conduit. L interaction affine existant entre un antigéne et son anticorps spécifique a été mise a
contribution pour I’immobilisation de la glycoprotéine a la surface de 1’assemblage
moléculaire. La réalisation d’un capteur a affinité pour détecter [’antibiotique, appelé
ciprofloxacine, a pu étre entreprise. En utilisant les propriétés conductrices et la perméabilité
du film polymere ou de I’ensemble de la couche déposée, une nouvelle méthode de détection
impédancemétrique a ¢été utilisée. Cette derniére s’est basée sur la décroissance du signal
d’impédance électrochimique en présence de ferri/ferrocyanure pour un film polymere-
mode¢le antigéne-anticorps suite au déplacement en solution de ce dernier grace a 1’interaction
anticorps-antigéne. Le suivi de la décroissance du signal de I’impédance électrochimique en
fonction de la concentration en analyte a permis de tracer une courbe d’étalonnage avec un
seuil de détection de 1.107"% g.mL™" et d’obtenir une réponse pour une gamme comprise entre
1.10"% et 1.10° g.mL™".

De plus, 'immunocapteur développé a indiqué une bonne spécificité vis-a-vis d’une
molécule dont la structure est trés proche de la ciprofloxacine. Une variation de la
conductance est visible lors de I’incubation du capteur avec une concentration de 1.10™°
g.mL" en enrofloxacine. Les incubations suivantes n’ont cependant pas entrainé de nouvelles

modifications.
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Chapitre lIl.

Induction enzymatique d’un gradient de pH
pour la production d’énergie électrique
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lll.1 Généralités

La pile enzymatique développée dans ce chapitre se distingue des biopiles connues
dans la littérature puisqu’elle n’utilise pas directement 1’effet électrocatalytique des protéines
rédox. Son principe repose sur I’apparition d’un gradient de pH a I’intérieur du systéme pour
la création d’une différence de potentiel. L’espéce électroactive ne joue alors pas le role de
médiateur rédox entre les enzymes et le circuit, mais uniquement de «réservoir électronique»
pour le fonctionnement de la pile. Celle-ci doit alors étre sensible aux variations de pH pour
transcrire ces modifications en terme de potentiel électrochimique. Pour générer ce gradient
de pH nécessaire pour 1’établissement d’une différence de potentiel entre les deux électrodes,

la GOx et 'uréase ont été utilisées.

Glucose + GOx(FAD) — Gluconolactone + GOx(FADH ,) Equation ITI-1-a
H20 . . ‘. .
Gluconolactone ——=—— Acide gluconique Equation I1I-1-b
H ,
Acide gluconique(% Gluconate + H' Equation I1I-1-¢
NH,CONH, + H,0—Y¢%¢_onm . + co, Equation I11-2

D’apres leurs réactions catalytiques, des protons sont produits lors de I’oxydation du
glucose tandis que de I’ammoniac se forme par la dégradation de ’urée. Ainsi, en prenant les
deux compartiments séparément, le pH de la solution contenant la GOx diminue et celui
contenant ’uréase augmente. La présence d’un couple électroactif sensible au pH permet
alors d’exploiter ce gradient de concentration pour le convertir en différence de potentiel. La
sonde rédox sensible au pH utilisée pour la réalisation du projet est la quinhydrone (mélange

équimolaire d’hydroquinone et de p-benzoquinone).

OH
OH O
(OH>) (®)

Schéma III-1 : Structure de I"hydroquinone (QH,) et de la quinone (Q)
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D’apres le diagramme de tension pH du couple quinone/hydroquinone (Figure III-1),
une ¢lectrode contenant ce couple et immergée dans une solution acide aura un potentiel
supérieur a celui d’une électrode contenant la méme espéce plongée dans une solution

alcaline.

)
€| fem (volf)
04+ Q
’ benzoquinone
| o=(0=0
0/ pH
o] 1 QHZ 5 7 10 115
-02 hydroquinone N QZ"
Ho-O)-oH _@Ha
composes Intermediaires

Ho{Oro oo

Figure III-1 : Evolution théorique du potentiel mesuré pour deux électrodes de quinhydrone équimolaire en
fonction de la différence de pH entre celles-ci. L électrode de travail est immergée dans un électrolyte a pH

variable, tandis que [’électrode de référence est a pH constant (pH=7)"

D’apres la mesure de la différence de potentiel (d.d.p.) d’une pile (ou force €lectromotrice,
f.e.m.) donnée par :

AE = EC - Ea >0, Equation ITI-3

et puisque d’apres I’équation de Nernst :

AE =E° —-FE° _RT.In10 (pH - pH )+ RT.In10 log [OC HR“] Equation I11-4
¢ 4 F ¢ TalF & Jlo,]
avec E° : le potentiel standard du couple rédox.

R : la constante des gaz parfaits

T : la température en Kelvin

F : le nombre de Faraday

[X] : la concentration de I’espéce X
¢, a : la cathode ou I’anode

O, R : la forme oxydée ou réduite de 1’espéce X respectivement,
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Chapitre 11l — Induction enzymatique d’un gradient de pH pour la production d’énergie électrique

alors, en choisissant de travailler avec un mélange équimolaire de quinhydrone a I’¢lectrode

positive et négative, I’équation précédente peut se simplifier. En effet, £°. = E°, (méme

[0.][R.]

couple rédox) et LWJ = 1 (mélange équimolaire). La variation de potentiel devient :

AE = _%lnlo(p]—[c — pHa )z 0,059 x |ApH| Equation III-5

L’¢lectrode possédant le potentiel le plus élevé joue le role de cathode, 1’autre, celui d’anode.
Les ¢électrodes en présence de GOx et d’uréase seront alors la cathode et 1’anode

respectivement.

Ainsi, les réactions ayant lieu a la cathode et a ’anode respectivement sont :
Q+2H" +2¢" ——QH,
OH,——>Q+2H" +2¢”

a b
Oxydation de QH, Courant P ax Puissance
N Pt L Ll 2N
Ox. (>0) A ST A
A ' ‘ ;
. I
1 5 3 s
Force électromotrice (f.e.m.) **°* - A
: | s o el
e B e AR R e S=> . g N
| —— . L .,
Potentiel | _.-
: — Potentiel et I i -
@ courant a la PEhe
i et
Red. (<0) puissance (P
maximale -
!':::: / Icourtcircuit ¥
Réduction de Q 1 vy
/ Epile

f.e.m.

Schéma III-2 : Schéma des différentes courbes obtenues pour la caractérisation d’une pile : a- courbes de

polarisation de chaque demi-pile, b- courbes de polarisation et de puissance de la pile compléte

La pile est caractérisée en modifiant plusieurs paramétres. Ainsi, deux matériaux
d’¢lectrodes sont utilisés. L’influence de la quantit¢é d’enzyme, de la concentration en
substrat, de la géométrie de la pile et les effets d’un milieu tamponné sont €galement étudiés.
Pour cela, trois mesures principales sont effectuées. La premiére consiste a mesurer les
courbes de courant-tension de chacune des demi-piles (Schéma III-2-a). L’association des
deux courbes de polarisations permet d’accéder aux premieres caractéristiques de la pile telles
que la différence de potentiel a 1’abandon (OCV) et les courants maximums pouvant étre
obtenus a chacune des ¢électrodes (pour définir quelle électrode limite les performances de la

pile). Une fois la pile complete assemblée, la puissance de la pile est mesurée grace a une
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courbe de polarisation. En faisant varier le potentiel de la pile de la valeur de ’'OCV a 0 V
(potentiel de court-circuit de la pile, courant max), il est possible de déterminer la puissance
maximale de la pile ainsi que le potentiel ou celle-ci est la plus performante. Communément,
les courbes de polarisation et de puissance de la pile sont présentées sur le méme graphe pour
passer rapidement d’une puissance a un courant (ou un potentiel) ou inversement
(Schéma III-2-b). Finalement, la pile est utilisée comme générateur ¢électrique. Pour cela, des
mesures en chronopotentiométrie a différents courants imposés ont permis d’obtenir les
courbes de décharges de la pile en fonction du temps.

Ces biopiles sont développées dans le but d’alimenter ¢€lectriquement de petits appareils
réclamant peu de puissance et pouvant étre utilisés aprés implantation dans un héte vivant.
Pour valider le fonctionnement de la pile répondant au critére de la derniére application, la
caractérisation des piles a été conduite dans des conditions proches des conditions
physiologiques (NaCl 0,15 mol.L™, glucose 5,0.10° mol.L" et urée 3,5.10” mol.L™).

Ill.2 Prototype de biopiles a gradient de pH avec utilisation d’électrodes
en feutre de carbone

lll.2.a Principe

Dans un premier temps, la pile est assemblée dans un prototype. Celui-ci consiste en
I’association de deux blocs séparés par un mur d’agar-agar (hydrogel saturé en KCI ou NaCl,
épaisseur = 5 mm) faisant office de jonction ¢€lectrolytique entre les compartiments anodique
et cathodique du systéme (Schéma III-3). Dans cette partie, les électrodes de travail sont
constituées de feutre de carbone de dimension 0,9%x0,9x0,9 cm’ (Stotale = 4,86 cmz,
Viota = 0,729 cm3). Elles sont insérées dans des membranes de dialyses ayant un seuil de
coupure de 100 g.mol” (ou 100 Da). Ceci permet de confiner la sonde rédox Q/OH, a
proximité du feutre. De plus, O étant médiateur pour la GOx, il faut éviter le contact direct
entre la sonde rédox et I’enzyme. Sans sac de dialyse, QO serait alors réduit en QH, provoquant
la disparition de 1’espéce nécessaire a la cathode. De plus, I’activité enzymatique de 1’uréase
peut étre inhibée par les quinones®. La membrane est également nécessaire du coté anodique
pour empécher cette désactivation.

Les réactions enzymatiques permettant de créer cette différence de potentiel sont
données par les Equations III-1 et ITI-2. Cependant, une nouvelle enzyme est introduite en
complément de la GOx. En effet, cette derni¢re enzyme utilise le dioxygene pour se régénérer

et produit du peroxyde d’hydrogene H,O, selon 1’équation :

GOx(FADH,)+ 0, - GOx(FAD)+ H,0, Equation I11-6
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Pour éviter I’accumulation de H,O,, la catalase a été ajoutée dans la solution contenant
la GOx. La catalase catalyse la dismutation de H,O, en O, et en eau. En effet, H,O, étant un
produit de la réaction enzymatique de la GOx, une concentration trop élevée de cette espece

entraine une désactivation de la protéine.

Résistance externe

e | e
Cathéter - Cathode Cathéter - Anode
e 1
PH.= 3,15 I =4 pH,= 7,60
I ©
(@)B |
1 <C |
L
l @1
1 O
| < |
| O
o |
I I
GOx / Catalase l § I Uréase
D-glucose =—=> Gluconate + H* | |/ Urée ==> 2 NH; + HCOg3

/
Membrane de dialyse (cut-off 100 g.mol™)

Schéma II1-3: Schéma de principe du fonctionnement du prototype d’'une biopile a gradient de pH basée sur des
électrodes en feutre de carbone et immergée dans une solution électrolytique de NaCl 0,15 mol.L”, glucose
5,0.107 mol.L" et urée 3,5.10° mol.L". Les membranes de dialyse de 100 Da contiennent le couple Q/QH,
3,2.107 mol.L”

Comme la diffusion des protons a travers la paroi d’hydrogel est suffisamment longue,
une différence de pH entre les deux compartiments peut s’établir. L’épaisseur du mur d’agar

est de 0,5 cm. Si I’on considére que le coefficient de diffusion du proton est de 9,3.10” cm®.s™
(celui dans I’eau) et d’apres la relation 7'= l% , alors il faut environ 2600 secondes pour que

le proton traverse la couche d’agar.

lll.2.b Caractérisation des compartiments anodique et cathodique

Le temps de charge d’une pile a gradient de pH est entrepris en mesurant la vitesse
d’établissement du potentiel pour chacune des électrodes étudiées séparément. Comme le
montre la Figure III-2, la cathode met 3 heures pour atteindre son potentiel maximal de
225 mV vs. ECS (correspondant a une valeur expérimentale de pH de 3,15). L’anode quant a

elle nécessite une attente de 12 heures pour voir son potentiel se stabiliser a 20 mV vs. ECS a
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un pH de 7,6. Une fois les valeurs maximales de pH et de potentiel atteintes grace aux
réactions enzymatiques, une premiere ¢tape de validation du systéme est réalisée en mesurant
le potentiel de chaque électrode en absence d’enzyme mais en fixant le pH par ajout d’acide
ou de base. Deux nouvelles électrodes de mémes dimensions et en présence d’une
concentration égale en quinhydrone sont immergées dans des solutions dont le pH est contrdlé
a 3,15 pour la cathode et a 7,60 pour I’anode. Comme les pH correspondent aux pH
maximaux anodique et cathodique dés I'immersion des électrodes, la « charge » est
visiblement plus rapide. La cathode et ’anode mettent alors seulement 30 minutes et 1 heure
respectivement pour atteindre 90% de leurs potentiels maximaux. Il faut également noter que
les potentiels sont trés proches des potentiels obtenus pour les deux premicres électrodes en
utilisant les enzymes pour créer la variation de pH (Emax induit = 5 mV). Ceci confirme que

les potentiels dépendent effectivement du pH.

0,25

0,2

0,15

E/V vs. ECS
o

0,05

Temps / h

Figure III-2: Mesure du potentiel a I’abandon d’électrodes de feutre de carbone placées dans des membranes
de dialyse de 100 Da contenant une solution de Q/OH, 3,2.107 mol.L” et immergées dans une solution de NaCl
0,15 mol.L”', glucose 5,0.10° mol.L” et urée 3,5.10° mol.L" en présence de: i- GOx/Catalase (22,8/4 mg),
ii- Uréase (57,3 mg) ou a pH constant controlé par ajout de HCI ou NaOH_ iii- pH = 3,15 ; iv- pH = 7,60

Aprés avoir atteint un état stationnaire pour toutes les électrodes, la mesure de
I’évolution du courant est réalisée en imposant une surtension (anodique ou cathodique
suivant le cas) en cyclant linéairement du potentiel a ’abandon (+ 0,225 V) a 0,0 V pour la
cathode et de 0,020 V a 0,250 V pour I’anode.
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Figure I11-3: Courbes courant-tension anodique et cathodique d’électrodes de feutre de carbone placées dans
des membranes de dialyse de 100 Da contenant Q/OH, 3,2.10° mol.L”" et immergées dans une solution
électrolytique de NaCl 0,15 mol L, glucose 5, 0.10° mol L et urée 3,5.10° molL” avec PpH induits
enzymatiquement : i- pH 3,15 (GOx/Catalase, 22,8/4 mg) ; ii- pH 7,62 (Uréase, 57,3 mg), v, =5 mV.s"!

Ces courbes permettent d’obtenir la valeur de la fle.m. du systtme comme indiqué
dans le Schéma III-2-a. Au niveau de [’anode, le courant d’oxydation augmente
progressivement avec le potentiel. Inversement, le courant obtenu pour la réduction de la
cathode atteint un maximum a + 0,06 V vs. ECS (-0,75 mA). Le produit formé au cours de la
réduction (la quinone) est faiblement soluble. Une tendance plus hydrophobe de la surface (ou
du volume) de I’¢lectrode jouerait un role de passivation partielle, expliquant ainsi I’obtention

d’un maximum de courant.

lll.2.c Performances de la biopile

La premiere biopile compléte réalisée en réunissant les deux compartiments autour
d’un mur d’agar-agar de 5 mm d’épaisseur dans les conditions présentées dans le paragraphe
précédent offre une fe.m. de 0,133 V apres un temps de charge d’une durée de 12 heures
(temps et potentiel comparables pour une durée identique d’immersion dans la Figure I11-2).
Les pH des compartiments sont de 3,90 et de 6,60 du c6té anodique et cathodique
respectivement. D’aprés I’Equation III-5, le potenticl théorique attendu est de
E =(6,60-3,90)x0,059 = 0,159 V. Le systeme est donc relativement efficace car 84% de la

différence de potentiel est obtenue.

Les performances de cette biopile a glucose/urée sont ensuite étudiées en mesurant sa
puissance totale ainsi que sa capacité¢ a étre utilisée comme un générateur électrique. La

Figure I1I-4 représente le courant (e) et la puissance (m) produits, en fonction du potentiel
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impos¢é entre les bornes positive et négative. Pour des concentrations physiologiques en
glucose et en urée, a savoir 5,0.10° mol.L™" et 3,5.10° mol.L" respectivement, le systéme
délivre une puissance maximale de 4,97 uW a 73 mV et le courant maximal lorsque la pile

entre en court-circuit est de 120 pA.

0 .
L ® 15
pBEE °
-20 — . . N |
L [ ] o [ ]
-40 = ] - 4
| | ° -
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~ [ ° =
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100 - = o |
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140 \ \ \ \ \ \ = 0
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Figure III-4: Courbe de polarisation linéaire en tension (®) et courbe de puissance correspondante (m) d’une

pile avec des électrodes en feutre de carbone placées dans des membranes de dialyse de 100 Da contenant
O/OH, 3,2.1 0° molL?! et immergées dans une solution électrolytique de NaCl 0,15 mol.L”,
glucose 5, 0.10° mol.L'" et urée 3,5.107° mol. L. Les membranes contiennent de la GOx/Catalase (22,3/3,8 mg)
coté cathodique (pH = 3,9) et de 'uréase (58,0 mg) coté anodique (pH = 6,6). Les compartiments sont séparés

-1
par un mur d’agar-agar, v, = 2 mV.s

Finalement, des séries de décharges a courant constant sont entreprises. Pour de trés
faibles courants (100, 250 et 500 nA, résultats non montrés), aucune variation de la valeur du
potentiel n’est enregistrée ce qui correspond aux phénomenes attendus grace a I’utilisation de
la courbe de polarisation comme courbe prédictive. Soumise a un courant de 1 pA, le
potentiel commence a chuter pour atteindre 0,123 V aprés une période de 1000 secondes
(Figure III-5-i). Des courants plus importants (5 et 10 pA) engendrent une variation de
potentiel plus marquée (Figure III-5-ii et iii). Pour une méme durée d’utilisation (1000
secondes, la pile affiche un potentiel de 90 mV et de 24 mV (67% et 18% de la f.e.m. initiale).
Cependant, la valeur initiale de la f.e.m. n’est plus jamais atteinte méme avec un temps de

charge libre relativement long.
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Figure II1-5: Courbes de décharge de la pile décrite dans la Figure II1-4 soumise a la circulation de différents
courants dans le circuit : i- 1 pA, ii- 5 pA, iii- 10 uA

lll.3 Miniaturisation du prototype avec utilisation d’électrodes en feutre
de carbone

llIl.3.a Principe

La faisabilité du systtme a pu étre mise en évidence dans la partie précédente.
Cependant, la taille conséquente du prototype utilisé rend impossible son utilisation en tant
que biogénérateur implantable. La poursuite du projet a donc consisté en une démarche de
miniaturisation du systeme. Effectivement, une biopile enzymatique dont Iles
substrats/combustibles sont des especes présentes dans 1’organisme peut étre envisagée pour
une utilisation médicale (avec implantation dans le corps de I’hote).

Concretement, les compartiments séparés par une paroi solide du prototype sont
abandonnés au profit de deux nouvelles membranes de dialyse. Des sacs confinant les
enzymes du c6té anodique et cathodique et possédant des seuils de coupures beaucoup plus
¢levés (6-8 kDa) sont désormais utilisés (Schéma III-4). Dans un premier temps, cette
nouvelle version de la pile est caractérisée dans des conditions identiques a la version
prototype, c'est-a-dire immergée dans une solution de NaCl 0,15 molL",
glucose 5,0.10° mol.L™" et urée 3,5.10° mol.L"'. Ensuite, I’effet d’une solution tamponnée a

pH physiologique (pH = 7,2) sur I’utilisation de la pile est étudié.
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Schéma I11-4: Schéma de principe de la miniaturisation du prototype de biopile a gradient de pH basée sur des
électrodes en feutre de carbone immergée dans une solution électrolytique de NaCl 0,15 mol.L”,
glucose 5,0.10° mol. L et urée 3,5.10° mol.L". Les membranes de dialyse de 100 Da contiennent le couple

Q/OH, 3,2.107 mol.L”" tandis que les membranes de 6-8 kDa contiennent les systémes enzymatiques

lIl.3.b Performances de la biopile

La mesure des performances dans cette configuration a donc été entreprise pour
plusieurs piles identiques. Les f.e.m. sont visiblement plus faibles que pour les piles
présentées auparavant. Pour la premiére pile, une f.e.m. de + 55 mV est atteinte (63 mV pour
la seconde) (Figure III-6). De ce fait, les courbes de puissance indiquent une diminution d’un
facteur cinq de la puissance maximale de la pile (Py moyen = 1,00 £ 0,03 uW a 27 £2 mV). La
perte importante de force électromotrice (entrainant par la méme occasion une perte en
puissance) s’explique par la nouvelle géométrie de la pile. Les membranes de dialyses étant
extrémement proches, le gradient de pH n’a pas le temps de s’établir a une valeur
suffisamment élevée entre 1’anode et la cathode puisque les deux compartiments se mélangent
aisément. Dans cette configuration, aucune mesure de pH n’a pu étre réalisée et donc n’a pu
appuyer cette conclusion.
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Figure I11-6: Courbes de polarisation et de puissance de deux piles miniaturisées immergées dans une solution
électrolytique de NaCl 0,15 mol.L”, glucose 5,0.10° mol.L" et urée 3,5.10° mol.L” dans les conditions du
Schéma II1-4 avec GOx/Catalase (22,6 / 3,8 mg) et Uréase (57,1 mg), i,ii- pile 1, iii,iv- pile 2, v, = 2 mV.s™!

Pour autant, les courbes de chronopotentiométrie, données dans la Figure III-7,

montrent que de telles piles supporteraient mieux des décharges a courant constant que celles

en utilisant un prototype. A titre d’exemple, la pente courbe iii qui représente la vitesse de

perte de potentiel dans le cas précédent pour un courant de 10 pA est de -5,2 mV.min™. Celle

. .o ., .1
des piles miniaturisées vaut, elle, -1,3 mV.min"".
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Figure III-7: Courbes de décharge de la pile 1 décrite dans la Figure III-6 soumise a la circulation de

différents courants dans le circuit : i- 1 uA, ii- 5 uA, iii- 10 uA

Un probléme important dans cette nouvelle configuration semble donc étre la

difficult¢ d’induire une différence de pH suffisante au sein des sacs contenant le couple rédox.
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Pour essayer de résoudre ce probléme (qui est le fondement méme du fonctionnement de la
pile a gradient de pH), la quantité de biocatalyseurs initialement utilisée est doublée. Dans ces
conditions, de nouvelles piles sont assemblées. Il a ainsi ét¢ montré (Figure I1I-8) que la
f.e.m. et la puissance maximale sont nettement plus importantes (méme ordre de grandeur que
le potentiel en mode prototype, a savoir 120 £ 10 mV). Les puissances restent inférieures a
celles développées dans la premiére partiec mais sont le double des premieres piles
miniaturisées (P, =2,5+ 0,5 uW a 66 mV).
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Figure I11-8: Courbe de polarisation linéaire en tension d’une pile miniaturisée immergée dans une solution
électrolytique de NaCl 0,15 mol.L”, glucose 5,0.107 mol. L et urée 3,5.107° mol. L™ a v, = 2 mV.s" permettant
de construire la courbe de puissance correspondante (A). Courbes de puissance obtenues pour la pile a gradient
de pH miniaturisée pour différentes valeurs de vitesse de balayage. (A) 2 mV.s”, (m) 5 mV.s', (v) 10 mV.s”'. A
l’anode GOx/Catalase (44,7 / 7,5 mg), a la cathode Uréase (115 mg)

Des tests complémentaires ont ét¢ menés sur ces systemes pour valider définitivement
la méthode de mesure de la puissance des biogénérateurs. Plusieurs valeurs de vitesse de
balayage en potentiel lors de la polarisation des électrodes ont été appliquées. Il apparait que
des vitesses comprises entre 2 et 10 mV.s" n’ont aucune influence sur les courants mesurés
entre les deux électrodes. La valeur de la puissance maximale reste par conséquent inchangée.

Les conditions de stationnarité nécessaires a la mesure de la puissance sont donc respectées.

Les courbes de décharge présentées dans la Figure I11-9 donnent le fonctionnement de
la pile lorsque les quantités d’enzymes a I’intérieur des membranes de dialyse sont doublées.
Bien que les forces électromotrices développées par les générateurs soient nettement
supérieures aux piles précédentes, les vitesses moyennes de décharge des piles ne changent
pas drastiquement (ii - 0,85 + 0,35 mV.min™ et iii: 1,75 + 0,65 mV.min" a 5 et 10 pA
respectivement) et sont méme légerement supérieures, ce qui montre que le systéme n’est pas
limit¢ par la concentration d’enzymes et qu’il ne repose pas non plus sur I’effet

¢lectrocatalytique direct des enzymes en présence.
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Ces mesures chronopotentiométriques sont aussi mises a profit pour la détermination
des puissances de la méme facon que le groupe de Kano'. Grice a cela et pour des temps
suffisamment longs, la contribution du courant capacitif tend vers zéro. La diminution du

potentiel n’est alors due qu’au seul courant faradique.
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Figure I11-9: Courbes de décharge de la pile a gradient de pH décrite dans la Figure III-8 soumise au passage
d’un courant. i- 1 uA, ii- 5 uA, iii- 10uA

Pour des courants de 1, 5 et 10 pA et pour une durée de polarisation comprise entre 60
et 120 secondes, les puissances associées respectivement a ces courants sont en accord avec
celles données dans la Figure II1-8 (0,12 ; 0,59 et 1,13 uW). Pour des temps supérieurs (240,
480 et 900 s), les puissances commencent a diverger linéairement par rapport a la courbe de
polarisation initiale (Figure III-10-a). La pente de perte de puissance au cours du temps est
forte pour un courant de 10 pA alors qu’elle est faible pour un courant de 1 pA. La
Figure III —10-b représente 1’évolution de la puissance en fonction de la différence de
potentiel & courant imposé de 1, 5 et 10 pA. Cette méthode de représentation est une autre

maniere de montrer le méme résultat.
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Figure I1I-10: a- Variation de la puissance de la pile décrite dans la Figure III-8 en fonction du temps de
polarisation pour différents courants imposés : i- 1 uA, ii- 5 uA et iii- 10 uA. b- Evolution de la puissance de la
pile en fonction du courant imposé et de la durée de la polarisation entre les électrodes : i- 1 uA, ii- 5 uAd et
iii- 10 uA. De 1 a 5:60s, 120 s, 240 s, 480 s et 900 5. En pointillé, la courbe de puissance de la Figure II11-8

pour v, =2 mV.s

La derniére étape porte sur I’étude des performances d’une pile immergée dans une solution
tamponnée a pH et concentration physiologique (pH = 7,2). Une biopile est donc mise en
place dans une solution de tampon phosphate a 25.10~ mol.L™' contenant NaCl 0,15 mol.L",
glucose 5,0.10” mol.L™" et urée 3,5.10~ mol.L". La concentration d’enzymes est maintenue a
sa valeur initiale pour pouvoir confronter les résultats obtenus avec le plus grand nombre de
piles assemblées lors des expérimentations. Il apparait une réelle difficult¢ d’établir le
gradient de pH nécessaire a la mesure d’une différence de potentiel intéressante. Le AE le
plus élevé entre la cathode et I’anode atteint une valeur de AE;,x = +26 mV. De plus les ions
phosphates, notamment I’espéce H,PO4’, sont responsables d’une inhibition de 1’activité
enzymatique de I’uréase pour une gamme de pH comprise entre 5,80 et 7,49°. Dans de telles
conditions, la puissance générée est seulement de 0,08 uW a E = +8 mV (fe.m. =14 ou
26 mV). Des tentatives de décharge sont tout de méme enregistrées, mais les faibles valeurs
de potentiel et de puissance ne permettent pas le passage d’un courant pour des durées
supérieures a 200 s et 40 s pour des courants de 5 et 10 pA respectivement.

A la vue des résultats apportés en milieu tamponné, 1’idée d’utiliser une pile a gradient de pH

comme un générateur autonome implantable chez I’homme n’apparait pas comme réalisable.
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1ll.4 Prototype de biopiles a gradient de pH avec utilisation d’électrodes
de carbone compressées

lll.4.a Principe

Cette partie s’intéresse a une nouvelle méthode de fabrication d’électrodes. Il s’agit de
substituer les feutres de carbone (méme si leur porosité présente de nombreux avantages) par
des ¢€lectrodes plus robustes mécaniquement. Le principe est d’immobiliser 1’espece rédox a
I’intérieur d’un matériau conducteur par compression mécanique a 1’aide d’une presse
hydraulique (Schéma III-5). Le matériau choisi est a base de paillettes de carbone graphite.
L’espece rédox est identique aux parties précédentes. Dans un premier temps, la sonde est
mélangée puis broyée dans un mortier en présence du carbone, d’eau et de glycérol (pour
incorporer au mieux ’espece électroactive sur la surface conductrice). Le glycérol est ajouté
au mélange pour augmenter la solidité¢ des pastilles. Le mélange obtenu est placé dans un
cylindre de diametre @ = 13 mm et soumis a une pression de 10 tonnes. Les électrodes
obtenues sont des cylindres (@ = 13 mm, h = 1 mm) de surface géométrique

Secometrique = 1,33 cm? et de volume Vélectrode = 0,133 cm’.

Pression
b =

~

Graphite, H,0, Glycérol \ {

Schéma III-5: Schéma de fabrication des électrodes sous formes de disques compressés. a- mélange intime de
carbone graphite et de quinhydrone (O/OH,), d’eau et de glycérol et broyé dans un mortier en céramique, b- vue

de la compression du mélange précédent introduit dans un cylindre

Le disque obtenu est ensuite connect¢ a un fil de platine a 1’aide d’une pate
conductrice a base de carbone. Le fil de platine est, quant a lui, inséré dans un cathéter pour
éviter qu’il ne soit en contact avec la solution électrolytique (risque d’oxydation ou de
réduction d’espeéces indésirables sur le platine, création de potentiels mixtes). L’ensemble de

la surface de la pate conductrice et la jonction cathéter/électrode est recouverte d’un film de
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silicone pour avoir une surface identique entre chaque expérimentation et isoler

définitivement le fil de platine de la solution (Schéma I11-6).

Péate conductrice

l l l Cathéter
N\

Fil de Pt

Disque compressé

Schéma I11-6: Schéma de I’assemblage entre le disque obtenu par compression et un fil de platine

Le principe général de la pile (Schéma III-7) reste identique a celui du prototype. Le

schéma devient donc :

Résistance externe

D-glucose == Gluconate + H* Urée ==>2 NH, + HCO,

e [ e
Cathéter - Cathode Cathéter - Anode
T |
eSS [~ gy ] eHeTa
—— m
1 O
1< [
—
Il © |
| 2 I
by
(¢})
1T |
| '5 I
Catalase | s | j
GOx I : Uréase
/

Membrane de dialyse (cut-off 100 g.mol")

Schéma III-7: Schéma de principe du fonctionnement du prototype d’'une biopile a gradient de pH basée sur des
électrodes de carbone compressées contenant la sonde rédox Q/QH, (77,6 mg) et immergées dans une solution
électrolytique de NaCl 0,15 mol.L”, glucose 5,0.10'3 mol.L” et urée 3,5.]0’3 mol L contenant GOx/Catalase
(22,8 /3,8 mg) coté anodique et Uréase (57,6 mg) coté cathodique

lll.4.b Caractérisation des compartiments anodique et cathodique

Ces nouvelles électrodes compressées ont été caractérisées de facon identique au

paragraphe §IIL.2.b. La premicre étape a donc consisté a réaliser les mesures d’établissement
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des potentiels anodique et cathodique en présence d’enzyme. Le temps nécessaire pour
parvenir au potentiel de + 0,230 V pour le pole positif est 1égerement plus long pour les
cylindres compactés que pour une électrode de feutre de carbone (4 heures contre 2,5).
Comme attendu, le pH de l’anolyte est de 3,15. Cependant, dans le cas d’électrodes
compressées (a pH contrélé ou a pH induit enzymatiquement), il n’y a pas de différence de
durée de stabilisation du pH entre les essais (t = 4 h). Inversement, 1’¢lectrode négative
requiert une période de stabilisation nettement plus importante que son homologue en feutre
de carbone. Ce constat renseigne sur la difficulté rencontrée par la solution pour pénétrer dans
I’¢lectrode (apres 8 heures d’immersion, les électrodes négatives ne parviennent toujours pas
au potentiel d’une bioanode en feutre de carbone). En effet, le procédé de fixation du platine
sur le disque demande deux étapes de séchage conséquentes. Les pastilles sont donc
déshydratées lors de leur immersion. Il faut donc un certain temps de réhydratation au

systeme pour fonctionner « normalement ».

0,25 ‘
0,2

0,15

0,1

E/Vvs. ECS

0,05

Temps / h

Figure I1I-11: Mesure du potentiel a [’abandon de disques de carbone compressé contenant Q/QH, (77,6 mg),
placés dans des membranes de dialyse de 100 Da et immergées dans une solution de NaCl 0,15 mol.L”, glucose
5.0.10° mol. L et urée 3,5.10° mol. L en présence de: i- GOx/Catalase (22,8 / 3,8 mg), ii- Uréase (57,5 mg) ou
a pH constant controlé manuellement: iii- pH = 3,15 ; iv- pH = 7,60

Apres avoir attendu la stabilisation du pH dans le compartiment cathodique a 3,15, la courbe
de voltampérométrie linéaire en tension (Figure III-12-i) montre que la réduction de Q
commence a un potentiel de +0,223 V vs. ECS. Dans I’autre compartiment, la formation des
NHs, favorise I’augmentation du pH jusqu’a atteindre 7,34 et I’oxydation de 1’hydroquinone
débute alors a + 0,060 V vs. ECS (Figure I1I-12-ii). En prenant séparément les pH de chaque
compartiment (ApH = 4,19), la différence de potentiel théorique attendue entre les deux
¢lectrodes devraient étre de 247 mV. Les potentiels a I’abandon de la cathode et de 1’anode,
eux, donne une fe.m. de 210 mV ce qui est en accord avec la valeur espérée. Les courants

mesurés sur les nouvelles électrodes sont de maniere générale trois fois moins intenses.
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A 120 mV, I; cylingre = 0,152 mA et I¢ cylingre = -0,218 mA contre I, foure = 0,428 mA et
I¢ feutre = -0,652 mA. Enfin, la présence de semi-plateaux dans le cas de I’oxydation et de la
réduction indique que les réactions sont controlées par les phénomeénes de transport de

matiére (diffusion des protons H").
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Figure I1I-12: Courbe de polarisation anodique et cathodique d’électrodes compactées et immergées une
solution électrolytique de NaCl 0,15 mol.L”, glucose 5,0.10° mol. L™ et urée 3,5.107° mol.L” avec pH induits
enzymatiquement : i- pH 3,15 (GOx/Catalase : 22,8 /3,8 mg) ; ii- pH 7,34 (Uréase : 57,5 mg), v, = 5 mV.s"

De premier abord, le nouveau protocole de fabrication des électrodes ne semble pas
apporter de réelle amélioration de performance puisque les courants sont moindres a chacun
des podles. Néanmoins, il sera fait état plus tard dans ce chapitre d’une augmentation de la
durée de vie de la pile avec des fonctionnements sur plusieurs jours. Aucune pile possédant
des ¢lectrodes feutrées n’a pu fonctionner plus d’une journée du fait de la faible rigidité de ce
matériau. Cette augmentation de stabilit¢ du montage est a rapporter a 1’emprisonnement
mécanique du couple OQ/QH: et ainsi qu’au relargage réduit a I’extérieur des sacs de dialyse de
100 Da (entrainant la désactivation de 1’uréase a I’anode). Pour quantifier le relargage de la
quinhydrone en solution, des mesures de spectroscopie UV-visible ont été réalisées. Les
valeurs des longueurs d’onde d’absorption de chacune des deux especes sont en accord avec
les valeurs trouvées dans la littérature®’ a savoir Ao = 245 nm et Aguz = 290 nm et
Aoion: =420 nm. Les études préliminaires sur des solutions a concentration connue en
quinhydrone ont fourni les valeurs des coefficients d’extinction molaire. En utilisant
€190 = 2875 L.mol'l.cm'l, la concentration en QH, atteint 2,39.10'4 mol.L"' dans 75 mL de
solution, soit 2 mg d’hydroquinone libérés en 1’espace de 3 heures d’immersion (surtout QH>
se trouvant a la surface). En 3 heures, la pastille perd donc 4% de QH,. La bonne stabilité de
I’incorporation de I’espéce rédox dans la pastille peut étre attribuée aux interactions m-w

existantes entre le graphite et les complexes de quinhydrone.
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lll.4.c Performances de la biopile

Ill.4.c.1 Performances brutes

La premiere biopile assemblée dans cette configuration est testée dans les conditions
normales d’utilisation (concentration physiologique en substrat, quantités d’enzyme données
dans la Figure III-12). Une telle pile possede une f.e.m. de +0,072 V pour une différence de
pH de ApH = 2,94 (Figure III-13-i). La différence de potentiel entre les électrodes est
nettement plus faible que dans le cas des feutres. La biopile est également caractérisée par sa
puissance et par sa capacité a générer un courant continu. La puissance étant de 1’ordre de 1
uW (5 fois moins élevée que pour le prototype avec des électrodes en feutre de carbone), les
temps de décharge de la pile sont extrémement rapides (pente de -5.25 mV.min"' pour un
courant de 10 pA). Ces décharges plus rapides sont en accord avec la diminution des courants

rencontrés pour les courbes de polarisation.

Ill.4.c.2 Influence de la concentration en substrat sur la puissance de la pile et stabilité

Ensuite, I’effet de la concentration en substrat a I’intérieur du prototype est évalué. La
concentration en urée est doublée dans la solution électrolytique (7,0.10° mol.L™"). Dans ce
cas, I’appréciation d’un ApH de 3,00 est obtenu (AEw¢ = 177 mV). Malgré un potentiel bien
plus faible que celui attendu, 1’augmentation du potentiel et de la puissance maximale sont
visibles (110 mV et 2,5 uW) (Figure I1I-13-ii). Le ApH varie trés peu en comparaison avec
celui de la pile précédente (+ 0,06 unité) mais 1’augmentation de la quantité d’urée permet
tout de méme d’augmenter la d.d.p. de 50 % (+ 38 mV). Sur la Figure III-13-iii, il apparait
qu'en doublant a la fois la concentration en glucose et en urée (respectivement de
1,0.10% molL" et 7,0.10° mol.L™"), une hausse des performances sur la puissance est
enregistrée atteignant alors 5,03 uW a 65 mV. En revanche, la force ¢électromotrice comme le
pH de la pile sont faiblement affectés par cette augmentation en concentration (112 mV pour
ApH = 3,07). Finalement, pour une solution électrolytique extrémement concentrée en
substrat (0,4 mol.L”, Figure III-13-iv) la pile présente les performances les plus
avantageuses. Le potentiel est multiplié par deux, passant a 208 mV (ApH = 3,55;
Eih¢orique = 209 mV) et la puissance est multipliée par 6 (30 uW a 133 mV). En augmentant les
concentrations en substrat, la thermodynamique des réactions et la cinétique réactionnelle sont

améliorées :

% Thermodynamiquement : la f.e.m. expérimentale atteint la f'e.m. théorique

% Cinétiquement : les courants comme les puissances sont plus élevés
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Figure II1-13: a- Courbes de polarisation et b- Courbes de puissance d’une pile a gradient de pH immergée
dans une solution électrolytique de NaCl 0,15 molL" contenant : i- glucose 5,0.10° mol.L”,
urée 3,5.10° mol L™, ii- glucose 50.10° molL?, urée 7,0.10° mol L™, iii- glucose 1,0.10° mol L™,
urée 7,0.107 mol. L™, iv- glucose 0,4 mol.L”, urée 0,4 mol.L ; et contenant GOx/Catalase (22,8 / 3,8 mg) cote

anodique et Uréase (57,6 mg) coté cathodique, v, = 5 mV.s"

La stabilit¢ opérationnelle de la biopile est mesurée lors d’une décharge a courant
constant (10 pA) pour plusieurs heures en présence de 0,4 mol.L" d’urée et de glucose
(Figure III-14-i et ii). Une faible diminution du potentiel de la pile a été enregistrée au cours
de la premiére heure (pente de 16 mV.h") entrainant une chute de la puissance de la pile de
8 % apres cette période. Une pseudo-stabilisation du potentiel est obtenue aprés une
utilisation continue de 15 h (pente 2 mV.h"). La d.d.p. de la pile aprés 23 heures atteint 107
mV. Cette expérience confirme la capacité¢ d’une pile basée sur un gradient de pH a fournir
une puissance continue en délivrant 10 pA sur une journée, I’énergie et la charge ainsi
produites par la pile étant de 0,133 J et de 0,828 C, respectivement . Il est a préciser que cette
méme pile a subi une nouvelle décharge a courant constant de 20 pA les 18 heures suivantes
(Figure III-14-iii).
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Figure I11-14: Courbes de décharge a courant constant (10 uA) de la pile a gradient de pH immergée dans une
solution de NaCl 0,15 mol.L”, glucose 0,4 mol.L”, urée 0,4 mol.L”" mol. L™ : i- 1°¢ heure, ii- 23 heures de
fonctionnement .iii- poursuite de la décharge a 20 uA. Quantités d’enzymes identiques a celles décrites dans la
Figure III-13

lll.5 Miniaturisation du prototype avec utilisation d’électrodes de
carbone compressées

lll.5.a Principe

Pour [I’utilisation simplifiée au maximum d’une source d’énergie électrique
transportable et robuste, la miniaturisation de la pile avec des électrodes compactées a été
réalisée. Le montage est identique au Schéma III-4 en intégrant les ¢électrodes réalisées dans

le paragraphe précédent a la place des ¢€lectrodes de feutre de carbone (cf Schéma ITI-8).
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Schéma II1-8 : Schéma de principe de la miniaturisation de la biopile a gradient de pH basée sur des électrodes
de carbone compressées contenant la sonde rédox Q/QH, (77,6 mg) et immergées dans une solution
électrolytique de NaCl 0,15 mol.L”, glucose 5,0.10° mol.L" et urée 3,5.10° mol.L"" et contenant GOx/Catalase
(22,8 /3,8 mg) coté anodique et Uréase (57,6 mg) coté cathodique

lI1.5.b Performances de la biopile

La Figure III-15 montre la puissance en fonction du potentiel de la pile pour une pile
a gradient de pH miniaturisée pour différentes concentrations en glucose et en urée. Comme
vu précédemment avec le prototype, le potentiel en circuit ouvert et la puissance de la pile
augmentent avec la concentration en D-glucose et en urée. Le potentiel augmente a 0,157 V
alors que la puissance atteint 7,6 pW a 93 mV pour le potentiel & I’abandon et la puissance
maximale, respectivement (erreur relative pour trois biopiles identiques : 6 %). La stabilité
temporelle de cette biopile a également ét¢ effectuée. Une décharge de 10 heures est faite en
appliquant 10 pA jusqu’a obtenir un potentiel de 0,0 V (perte de 100 mV en 5 heures) ;
I’énergie et la charge produites par la pile étant 0,022 J et 0,36 C, respectivement. De plus, la
pile affiche une puissance identique apres 24 heures d’immersion constante dans la cellule.
Cependant, le temps de décharge est moindre (décharge compléte en seulement 4 heures a
10 pA). Ces valeurs sont nettement inférieures a celles obtenues en présence du mur d’agar-
agar séparant les deux électrodes qui facilitent énormément I’établissement de la différence de
pH au sein de la pile. Néanmoins, ces résultats démontrent la possibilit¢ de développer une
pile a gradient de pH basée sur le confinement d’enzymes a I’intérieur d’une membrane de

dialyse.
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Figure I11-15: Courbes de puissance d’une pile a gradient de pH immergée dans une solution électrolytique
de NaCl 0,15 mol.L"" contenant : i- glucose 5,0.107° mol.L”', urée 3,5.10° mol.L”, ii- glucose 1,0.10° mol.L”,
urée 7,0.107 mol.L”, iii- glucose 0,4 mol.L”', urée 0,4 mol.L”, quantités d’enzymes identiques a celles décrites
dans le Schéma III-8, v, = 2 mV.s™

lll.6 Conclusions du Chapitre Il

Les activités catalytiques de la glucose oxydase et de I'uréase lors de I’oxydation du
D-glucose et d’hydrolyse de I’urée ont été mises a profit pour le développement d’un nouveau
concept de biopile. Les produits issus des réactions de catalyse enzymatique du glucose et de
I’urée ont ainsi permis de concevoir une pile dont le potentiel n’est basé que sur la différence
de pH s’établissant entre 1’anode et la cathode. Ce potentiel est établi grace a une espece
¢lectroactive sensible aux variations de concentrations de protons, la quinhydrone.

D’apres 1’équation de Nernst appliquée aux deux électrodes contenant le méme couple
rédox, la différence de potentiel initiale entre les deux électrodes dépend uniquement de la
différence de pH entre ’anode et la cathode (avec le pH de la cathode inférieur a celui de
I’anode). La production d’acide gluconique et d’ammoniac entralne respectivement une
diminution et une augmentation du pH ce qui détermine la polarité des deux électrodes.

Il a pu étre démontré au cours de ce chapitre que de telles piles peuvent effectivement
produire une source continue de courant pour des périodes plus ou moins importantes suivant
les conditions expérimentales. Deux aspects principaux ont pu étre mis en évidence dans cette
partie. La premiere est la distinction entre deux méthodes d’assemblage des piles. La présence
de la membrane d’agar-agar limitant la diffusion des protons favorise considérablement
I’obtention de puissances plus élevées (30 uW contre 7,6 uW) et le fonctionnement en
générateur est accru (décharge sur une période de 23 h par rapport a 1,5 h). De plus, il est
apparu que le systéme miniaturisé n’était pas exploitable pour des objectifs d’implantation in

vivo a cause de I’effet tampon du liquide extracellulaire trop important pour voir apparaitre le
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gradient de pH nécessaire au fonctionnement de la pile. La seconde distinction est le type de
matériau utilis€ pour le transfert €lectronique des réactions électrochimiques ayant lieu a
I’anode et a la cathode. Bien que les courants soient plus faibles lors de I’utilisation
d’¢électrodes compressées, la résistance mécanique et donc la stabilité¢ du systeme a pu étre
améliorée de maniere significative et des mesures sur une période de plusieurs jours a été

possible.
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Chapitre IV.

Biopiles enzymatiques a glucose/O, avec transfert
électronique assuré par des médiateurs rédox
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Chapitre IV — Biopiles enzymatiques a glucose/O, avec transfert électronique assuré par des

médiateurs redox

IV.1 Généralités

Les biopiles enzymatiques développées au laboratoire dans le cadre de ce projet de
recherche se sont portées sur 1’utilisation de la glucose oxydase a I’¢électrode négative pour
I’oxydation du glucose tandis qu’a la positive, une nouvelle enzyme a été immobilisée : la
tyrosinase, ou PolyPhénol Oxydase (PPO, E.C. 1.14.18.1). C’est une enzyme contenant deux

: . . . . . 1
sites T3 a base de cuivre avec transfert électronique couplé entre ces deux atomes .

Figure IV-1: Structure tridimensionnelle de la Tyrosinase issue du champignon composée d’une structure
protéique et de ses deux atomes de cuivre. Le site di-nucléaire de cuivre (responsable de la réduction du
dioxygene) est représenté par les boules marron. Le dioxygene li¢ est représenté par les boules rouges.
Reproduit de [2]

Bien que les sites T3 de la PPO soient similaires aux sites T3 trouvés dans les
métalloenzymes a base de cuivre comme la laccase, la réactivité des sites de la tyrosinase est
complétement différente’. Dans le cas de la PPO, la réduction de 1’oxygéne moléculaire est
réalisée lors de deux réactions consécutives. La premieére met en jeu 1’o-hydroxylation des
monophénols en o-diphénols (ou catéchols) au cours de I’activité crésolase suivi de
I’oxydation des catéchols en o-quinones* (activité catécholase).

Cette enzyme a été préférée a la laccase ou a la bilirubine oxydase. La premiere
enzyme est connue pour sa propriété acidophile, c'est-a-dire pour des valeurs de pH plus
faibles que le pH physiologique (valeurs proches de 5) et pour son inhibition par les ions
chlorure™ ®. La BOx, bien qu’étant stable a des pH neutres y compris en présence de Cl 7, est

inhibée par les ions urate®. La PPO, quant & elle, peut fonctionner a pH proche du pH

physiologique’ ', en milieu chloré'' et ne semble pas étre sensible au sérum physiologique'.
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IV.2 Biopile a PPO/GOx « bioinspirée » (médiateurs QQH,/UQ)

Les quinones sont connues pour &tre des transporteurs €électroniques a I’intérieur des
cellules. Dans le cycle de respiration cellulaire de la mitochondrie par exemple, 1’ubiquinone
joue un rdle primordial pour la production d’ATP (Adénosine TriPhosphate) en transférant
des électrons entre deux enzymes, la NADH déshydrogénase et la cytochrome C réductase’.
Le choix des médiateurs rédox utilisés a chacune des électrodes pour catalyser I’oxydation du
glucose et la réduction de I'oxygene s’est donc porté, en premier lieu, sur ce type de
molécules. Le médiateur anodique est la coenzyme Qo (ou ubiquinone, UQ), tandis qu’a la
cathode, la quinhydrone (couple équimolaire de benzoquinone Q et d’hydroquinone QH.,
not¢ QQOH>) est utilisée.

a b
OH

OH O

Schéma IV-1: Structure de : a- la quinhydrone et de b- ['ubiquinone

IV.2.a Principe

Contrairement au principe des biopiles développées dans le chapitre précédent, les
especes ¢lectroactives sont ici utilisées comme transporteur électronique entre les centres
actifs des enzymes et le circuit électrique extérieur. A 1’anode, la GOx catalyse I’oxydation du

glucose selon la réation :

glucose+ GOx(FAD) — gluconolactone + GOx(FADH ,) Equation IV-1

Le centre actif de ’enzyme, alors réduit, s’oxyde sous 1’action de UQ, ce qui conduit a la
formation de I’espéce UQH, nécessaire au fonctionnement de I’anode et régénére par la méme

occasion la forme oxydée de la protéine (Equation IV-2) :

UQ+ GOx(FADH ,) - UQH, + GOx(FAD) Equation IV-2

A la cathode, la PPO catalyse la réduction du dioxygene dissous dans 1’eau.
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1/20, + PPO(Cu’ - Cu' )+ 2H* — H,0+ PPO(Cu™ - Cu™ ) Equation IV-3

La présence du couple O/QH, permet de catalyser cette réduction puisque celle-ci s’oxyde en

présence de la forme oxydée de 1’enzyme par la réaction :

OH, + PPO(Cu" - Cu" )~ Q + PPO(Cu’ — Cu' )+ 2H" Equation IV4

En connectant les deux électrodes par une résistance externe, la pile se décharge alors suivant

les réactions :

UQH, > UQ+2H" +2¢~ al’anode
Q+2H" +2¢” — QOH, a la cathode

Résistance Externe

e

e

Anode a GOx Cathode a PPO

Glucono-

Med ,cq -lactone Med’ oy

Med

Glucose 0, Med’ eq

Schéma IV-2: Schéma de principe d’une pile a glucose/O, avec utilisation de médiateur rédox pour le transfert

électronique entre les centres actifs des enzymes et le circuit électrique extérieur

Le principe de réalisation des électrodes compressées est identique a celui développé
dans le chapitre III. Il consiste a appliquer une pression mécanique a une solution solide sous
forme de pate contenant du carbone graphite (conducteur électronique), un médiateur rédox et

une oxydoréductase préalablement homogénéisé. La différence vient de la présence de
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I’enzyme immobilisée elle aussi dans 1’¢lectrode et non en solution comme il était le cas dans

le chapitre évoqué.

IV.2.b Caractérisation des éléments de la biopile

IV.2.b.1 Surface spécifique du carbone graphite

La premiére étape de caractérisation des €lectrodes consiste a déterminer la valeur de
la surface spécifique des €lectrodes compressées. Pour cela, des mesures de voltampérométrie
cyclique sur des électrodes compactées contenant uniquement du carbone graphite sont
réalisées en présence de l’espece rédox [Fe"™(CN)e]* (1.107, 2,5.10° mol.L") dans une
solution de NaCl 0,15 mol.L'l, HEPES 25.10° mol.L™". D’apres I’Equation IV-5, le courant
de pic de réduction d’une espece électroactive en solution est directement proportionnel a la
racine carrée de la vitesse de balayage en potentiel appliquée lors de la polarisation de
’¢lectrode.

Equation IV-5

1/2
D F

_ 3/2 [0} 1/2
Ip’c =0,446n FS[O]SO,( RT j vy

avec : n le nombre d’électrons échangés lors de la réaction (ici, n = 1)
F la constante de Faraday
S la surface participant a la réaction (cm?)
[O]s0r la concentration en espeéce oxydante en solution (mol.cm'3)
Do le coefficient de diffusion de I’espéce oxydante (6,95.10° cm®.s™)
R la constante de gaz parfaits
T la température (298 K)

W, la vitesse de balayage en potentiel (V.s™)

La pente de la droite obtenue permet alors d’accéder a la surface de 1’¢lectrode en
prenant comme valeur de coefficient de diffusion de la sonde rédox Dy = 6,95.10'6 cm?.s et
n= 1. Une é¢lectrode compressée contenant 100 % de carbone en masse est immergée dans
des solutions de NaCl 0,15 mol.L'l, HEPES 25.10° mol.L™! avec différentes concentrations en
[Fe(CN)s]” (typiquement, 1.0.107, 2,5.10° et 5,0.10° molL"'). Des mesures de
voltampérométrie cyclique sont effectuées a plusieurs vitesses de balayages (10, 25, 50, 100
et 250 mV.s™) (Figure IV-2-a).

La variation de la vitesse de balayage en potentiel de 10 4 250 mV.s™, montre que la

surface moyenne d’une électrode de diamétre @ =5mm et d’épaisseur e = 2 mm est
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sensiblement identique a la surface géométrique de celle-ci (Spesurce = 0,51 £ 0,19 sz;

Secométrique = 0,51 cm?). La diffusion de la sonde rédox a I’intérieur de 1électrode semble donc

étre lente pour avoir acces au volume de graphite constituant 1’¢électrode.

Des mesures de BET ont été réalisées. Cependant, aucun résultat exploitable n’a pu étre

obtenu.

410" a

hN.

-0,4 -0,2

0

E/V vs. ECS

0,2

0,4

o
o

I/A

010°
110
210
310"
410
510"
-610™

\\‘\\\b T T

T\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\?\T
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

1/2 1/2
v, IV

Figure IV-2: a- Courbes de voltampérométrie cyclique d’une électrode compactée (0 = 5 mm) immergée dans
une solution de NaCl 0,15 mol L', HEPES 25.10° molL"’ PH = 7,2, Tipiame air saturé) contenant
[Fe"(CN)gJ* 2,5.10° mol.L”" pour différentes vitesses de balayage : i- 10 mV.s”, ii- 25 mV.s”, iii- 50 mV.s”,

iv- 100 mV.s™, v- 250 mV.s™. b- Dépendance du courant de pic cathodique par rapport a vy'"” de I’électrode

précédente pour différentes concentrations de [Fe™(CN)g* :

a- 1.10° molL?!, b- 2,5.10° molL”,

- 5.107° mol. L. Equation de la régression linéaire de ii- 2,5.10° mol. L™ : y = - 2,426.107 - 7,089.10"*x

IV.2.b.2 Caractérisation de I'électrode UQ-GOx

L’ubiquinone est un médiateur peu soluble en milieu aqueux. De ce fait, la

caractérisation de son électrochimie et de 1’effet catalytique de la GOx sur celui-ci lors de

I’oxydation du glucose est difficile. Pour cela, le choix s’est porté sur 1’utilisation

d’ultramicroélectrodes a cavité (umec) en carbone. Les €lectrodes présentent une cavité a leur

extrémité. Celles-ci sont remplies par une solution faite d’un mélange de médiateur insoluble

et d’enzyme (rapport massique 1 :1). Une fois dans la cavité, le médiateur est suffisamment

proche de la surface active de carbone pour observer son électroactivité. De plus, ses

propriétés hydrophobes permettent de confiner 1’enzyme (hydrosoluble) a I’intérieur de la

cavité pour mesurer ’effet catalytique de la protéine sur I’espéce rédox en présence de

substrat. La Figure I'V-3-a montre les courbes de balayage consécutif d’une umec remplie de

I’espece UQ uniquement. Apres un balayage initial dans les potentiels positifs (ii), le premier

cycle dans la région des potentiels négatifs fait apparaitre un pic de réduction (Ep. ~ -0,55 V).

Le second cycle (iii) fait apparaitre un signal en oxydation (Ep, ~ 0,19 V) (suivi du pic de
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réduction déja observé). Ces deux pics sont donc attribués a la réduction de UQ et a
I’oxydation de UQH: en sa forme oxydée. La Figure IV-3-b fait état de I’effet catalytique de
la GOx sur I’¢lectroactivité de I’espece rédox. Les courbes i et ii sont les voltampérogrammes
d’une umec dont la cavit¢ remplie de UQ/GOx en absence et en présence de glucose
respectivement. En présence du substrat, I’intensité du pic de réduction de UQ diminue au

profit de I’augmentation du signal en oxydation. Il s’agit bien d’un phénoméne catalytique

provoqué par la GOx.
-6
410° 210
1107
6
210 < 0
< - 6
= 0 —-110
2107
-210° .
-310
-410° -410°
-510°
-6 10-6 I | ‘ L1 ‘ I I ‘ I 1 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1 ‘ L ‘ L ‘ L ‘ L
-1 -0,5 0 0,5 1 1 -08 -06 -04 -02 0 0,2 04
E/Vvs. ECS E/Vyvs. ECS
Figure IV-3: a- Voltampérométrie cyclique d’une ultramicroélectrode a cavité en carbone : i- vide,

ii- contenant UQ (1° scan), iii- contenant UQ (2°™ scan) immergée dans solution électrolytique NaCl 0,15

mol.L”!, HEPES 25.10° mol.L" (PH = 7.2, Tunpianes @ir saturé). b- Voltampérométrie cyclique d’une umec
contenant UQ/GOx (rapport 1 :1 en masse) immergée dans la méme solution électrolytique : i- en absence de

glucose et ii- en présence de glucose 30.107 mol. L, v, = 100 mV.s™

L’ubiquinone apparaissant donc comme un médiateur de la glucose oxydase, une
¢lectrode compressée est réalisée en immobilisant le médiateur ainsi que 1’enzyme dans la
matrice de carbone. La réactivité de la GOx avec I’oxygene dissous entrainant la formation de
H,0,, la catalase est ajoutée au mélange et contribue au maintien d’une concentration faible
en peroxyde. Les performances de cette bioanode sont mesurées grice a des mesures de

voltampéromeétrie linéaire en tension (courbe de polarisation).
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Figure 1V-4: Courbes de polarisation anodique de deux électrodes compressées (0 = 13 mm) contenant un
rapport massique de carbone graphite/ubiquinone GC/UQ de 66 :33 et de : i- rapport GOx-Catalase/UQ de
13-6 %, ii- rapport GOx-Catalase/UQ de 26-13 %, immergées dans une solution électrolytique de
NaCl 0,15 mol.L”', HEPES 25.10° mol.L”, glucose 5,5.10° mol.L" (pH = 7,2, Tampiantes @ir saturé), vy, = 5 mV.s™

Ces mesures sont effectuées pour une concentration fixe en UQ vis-a-vis du carbone
graphite nécessaire a la réalisation de la bioé¢lectrode soit 33 % en masse de médiateur.
L’influence de la quantité d’enzymes confinées est ensuite vérifiée. Les courbes de
polarisation réalisées en présence de glucose 5,5.10~ mol.L"" indique une dépendance entre
charge enzymatique et courant catalytique. En effet, bien que le potentiel d’abandon (open
circuit pontential, OCP en anglais) des deux électrodes soit similaire (Eocp = 80 £ 4 mV vs.
ECS), les courants d’oxydation mesurés a I’anode contenant deux fois plus d’enzymes sont
plus importants. L’oxydation de UQ débute a la valeur de I’OCP de 1’électrode en
considération et croit quasi linéairement sur 1’ensemble de la gamme de potentiel étudi¢e

(Figure I'V-4). Le gain en courant atteint 25 % lorsque la quantité d’enzymes est doublée.

IV.2.b.3 Caractérisation de I'électrode QQH-PPO
Dans le cas de I’¢tude du médiateur cathodique, la caractérisation n’a pas été conduite
avec les umec car le médiateur est trop soluble pour étre efficacement immobilisé dans la
cavité. De ce fait, I’'unique caractérisation de la cathode consiste a réaliser la courbe de
polarisation d’une électrode compressée contenant 50 % de médiateur rédox pour 50 % en
carbone graphite. Le potentiel a 1’abandon de la biocathode est de +0,146 V vs. ECS. La
courbe de polarisation cathodique (Figure IV-5) fait elle aussi apparaitre une augmentation

quasi linéaire du courant de réduction de Q en OH..
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Figure IV-5 : Courbes de polarisation cathodique d’une électrode compressée contenant (0 = 13mm) contenant
un rapport massique carbone graphite (GC)/QQH, de 50 :50 et de PPO/QQH; de 3 % immergée dans une
solution électrolytique de NaCl 0,15 mol L', HEPES 25.10° molL" (pH = 7.2, Typpiawe air saturé),

v, =3 mV.s"!

IV.2.c Performances de la biopile : Mesures in vitro

IV.2.c.1 Préparation de la biopile

Une fois la caractérisation de chacune des ¢€lectrodes effectuée, I’étape de mesure des
performances de la biopile quinhydrone/ubiquinone a pu étre entreprise dans les conditions
normales d’utilisation, a savoir, NaCl 0,15 molL', HEPES 25.10° mol.L'l,
glucose 5,5.10° mol.L™" (tampon mimant le liquide extracellulaire, pH = 7,2), 4 température
ambiante (T =25 + 2 °C) et sous air saturé.

Comme il a été indiqué dans le paragraphe précédent, le médiateur rédox cathodique
est en partie soluble. La biocathode est donc enveloppée dans une membrane d’acétate de
cellulose de porosit¢é de 100 Da limitant la diffusion de la quinhydrone. Le médiateur
anodique étant lui insoluble, une membrane de dialyse de porosité plus élevée (6-8000 Da)
sert a recevoir la biocathode enveloppée et la bioanode. Les deux substrats, 1’oxygene et le
glucose, peuvent néanmoins diffuser a travers les membranes jusqu’a leurs électrodes

respectives.

IV.2.c.2 Mesures des performances in vitro
Les premieres courbes de polarisation des deux bioélectrodes séparées (Figure I'V-6)
montrent que la pile posseéde une f.e.m. initiale de +65 mV. L’allure générale des courbes
laisse entrevoir une limitation a la bioanode. En effet, le courant maximal obtenu a cette
¢lectrode a +0,145 V vs. ECS (potentiel & I’abandon de la biocathode) n’est que de +90 pA
tandis que le courant de la biocathode (mesuré lui au potentiel a courant nul de I’anode) est de
-295 pA. Cette forte limitation a été attribuée a la forte hydrophobicit¢ du médiateur UQ

utilisé a I’anode pour I’oxydation du glucose par la présence de la longue chaine alkyle. Le
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transfert électronique entre le groupement prosthétique FAD de la GOx et le médiateur semble
ralenti.

Par un traitement graphique de ces données, la courbe de puissance théorique de la
pile est obtenue (Figure IV-6-b i). La forme parabolique typique d’une courbe de puissance
indique alors une puissance maximale de 1,18 pW a +34 mV. La comparaison de cette courbe
avec la celle obtenue expérimentalement lors du premier jour d’immersion (Figure IV-6-b ii)
donne des résultats similaires, ce qui indique que le traitement initial des valeurs données par

les courbes de polarisation peut aider a estimer les performances d’une pile.

0’1 T T T 0 -
0~ 10 |
01 | S 0L
-0,2 230 |-
-0,3 |- 40 |-°
-0,4 . 1 . 1 . 1 . I .50 ° o0
0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0 0,02 004 006 0,08
E/V vs. ECS E/V

Figure IV-6: a- Courbes de polarisation i- cathodique et ii- anodique de chacune des électrodes constituant la
biopile a glucose oxygene QOHUQ (0 = 13mm), i- 50 :50 GC/QQH, ; PPO/QQH, 3 %., ii- 66 :33 GC/UQ ;
GOx-Catalase/UQ  13-6 %, immergées dans une solution électrolytique de NaCl 0,15 mol.L”
HEPES 25.10° mol. L et glucose 55107 mol. L (PH = 7,2, Tonpianes air saturé), vy, =5 mV.s. b- i- Courbe de

puissance théorique construite a partir des courbes de polarisation, ii- courbe de polarisation de la pile aprés

24 heures d’immersion et iii- courbe de puissance issue de la courbe de polarisation précédente

La puissance de cette pile ainsi que sa capacité a fonctionner comme un générateur de
courant sont suivies quotidiennement. La solution tampon de stockage de la pile est changée
apres 24 heures d’immersion pour assurer une concentration en glucose a une valeur proche
de 5,5.10° mol.L" et maintenir une concentration faible en acide gluconique pour éviter
I’inhibition de la GOx. Aprés une premiere journée immergée dans la solution mimant le
Fluide Extra-Cellulaire (FEC), la d.d.p. est de +80 mV, ce qui est en accord avec le potentiel
mesuré par les courbes de polarisation. Aprés 120 heures d’immersion continues
(Figure IV-7-a, J5), la pile délivre une puissance de 2,1 upW a +80 mV
(Pmax = 1,58 uW.cm'z) et une différence potentiel a I’abandon de +0,205 V, avant de connaitre
une phase de diminution de potentiel et de puissance visibles a J12. A partir du 15°™ jour de
fonctionnement (Figure IV-7-b), la fe.m. et la puissance de la pile augmentent puis se
stabilisent & une valeur proche de +0,250 V et 1,75 uW (Figure IV-7-¢). Le potentiel

correspondant a la puissance maximale quant a lui n’a pas varié sur I’ensemble des mesures.
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Figure IV-7: Courbes de polarisation (A) et de puissance (B) d’une biopile a glucose oxygene QQOH,/UQ
(0 = 13mm) immergée dans une solution de NaCl 0,15 molL’, HEPES 25.10° molL’ et glucose
5,5.10° mol. L’ PH = 7.2, Tunpianies air saturé), pour le jour d’immersion Jn, v, = 5 mV.s". La solution est
renouvelée quotidiennement et la mesure de la puissance est réalisée apres 12 heures d’'immersion dans celle-ci.
Composition des électrodes identiques a celles décrites dans la Figure IV-6. a- entre 1 et 12 jours, b- entre 15 et

25 jours et c- entre 28 et 35 jours
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La biopile réalisée a fonctionné en continu sur une période totale de 40 jours. La
Figure 1V-8 rappelle ’ensemble des valeurs de f.e.m. et de puissance maximale mesurées au
cours de cette période. Il semble qu’un temps de stabilisation du systéme soit nécessaire pour
que la biopile fonctionne de maniere optimale. Lors des quinze premiers jours (phase 1), une
fluctuation aléatoire de I’OCV et de Pax est observée. Cela peut étre attribué a un processus
de réhydration des ¢électrodes qui subissent un asseéchement conséquent lors la fabrication et
de I’assemblage complet de la pile. Ensuite, au temps J15, les performances augmentent
progressivement et se stabilisent au jour J25 (phase 2). La derniére phase qui s’étend de J25 a
J40 renseigne sur la stabilit¢ de la pile (phase 3). Le potentiel ne varie plus
(Efem. = 0,246 £ 0,008 V) et la puissance également (1,79 £ 0,20 uW).
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Figure IV-8: Courbes de stabilité du potentiel a I’'abandon (A) et de la puissance maximale (M) d 'une biopile a
glucose/O, QOH/UQ (@ = 13 mm) immergée dans une solution de NaCl 0,15 mol. L', HEPES 25.107 mol.L”,
glucose 5,5.1 03 mol.L”! (PH =7, 2, Tonpiane air saturé). Composition des électrodes identiques a celles décrites
dans la Figure IV-6

Parallelement aux mesures de puissance de la pile, sa capacité a fonctionner comme un
générateur ¢lectrochimique est réalisée en imposant la circulation d’un courant de 5 pA
pendant 10 minutes. Ce temps correspond a une période d’ouverture et de fermeture d’un
sphincter urinaire robotisé. Le courant nécessaire pour actionner un tel dispositif est nettement
supérieur puisque d’apreés les premicres estimations, il fonctionnerait pour une puissance
moyenne de 200 pW'. Cependant, les informations obtenues lors des étapes de cycle
« charge/décharge » sont essentielles pour entrevoir 1’utilisation future d’une biopile pour
I’alimentation électrique d’objets médicaux de ce genre.

Les courbes de décharges obtenues (Figure I'V-9) montrent les performances de la pile

suivant les trois phases décrites précédemment. Le premier jour d’utilisation (J1), malgré une
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faible variation du potentiel de la pile (pente : -1,3 mV.min™), la valeur initiale de la fe.m.
rend la pile globalement peu performante.

Par la suite, les performances de la pile deviennent plus intéressantes. En effet
I’augmentation de la différence de potentiel entre la cathode et I’anode est significative
(ffe.m.~ 0,170 V) et la pente due a la chute de potentiel ne varie que légérement entre 4 et 10
minutes (D1, D2 : -2,2 mV.min", D18 : -2,6 mV.min" et D39 : -3.8 mV.min'l).
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Figure IV-9: Courbes de décharge a courant constant de 5 uA de la biopile a glucose/O, QOH,/UQ
(O = 13mm) immergée dans une solution de NaCl 0,15 mol.L”!, HEPES 25.10° mol. L, glucose 5,5.10° mol. L

(PH = 7,2, Tonpiantes @ir saturé), pour le jour d’immersion Jn. a- phase 1, b- phase 2, c- phase 3. Composition des
électrodes identiques a celles décrites dans la Figure IV-6
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IV.2.d Performances de la biopile : Mesures in vivo

La stabilité de la pile atteignant une durée acceptable, les mesures de fonctionnement

de la pile dans un organisme vivant sont envisagées.

IV.2.d.1 Préparation de la biopile

Pour la conception des biopiles implantées dans des organismes vivants, les conditions
de préparation (d’assemblage) ont ét¢ adaptées. L’ensemble du matériel utilisé a été au
préalable désinfecté par autoclave a 120 °C pendant 20 minutes a 1 bar. Des solutions
¢lectrolytiques de Ringer nécessaires a I’immersion des électrodes ont été utilisées en ajoutant
la quantit¢ adéquate de glucose pour obtenir une concentration de 5,5.10° mol.L™.
L’assemblage des électrodes est réalisé sous une hotte a flux laminaire pour garantir une
stérilité optimale avant I’'implantation dans le corps de 1’animal. Tout comme dans le
protocole in vitro, la cathode est insérée dans un sac de dialyse de seuil de coupure de 100 Da
puis I’ensemble formé par la cathode enveloppée et I’anode est introduit dans une membrane
de 6-8 kDa. Pour augmenter la biocompatibilit¢ de la biopile, une troisiétme membrane
ensache dans 1’assemblage. Il s’agit d’une membrane de PolyTetraFluoroEthyleéne
(PFTE, Dacron®, Figure IV-10) qui est une membrane couramment utilisée lors
d’intervention chirurgicale sur le systéme vasculaire'® puis cousue a 1’aide de fil de suture non
résorbable. Une fois assemblée, la pile est immergée et stockée a 4 °C au maximum 12 heures

avant I’implantation.

Figure IV-10: Pile insérée dans une membrane de Dacron®, immergée dans une solution de NaCl 0,15 mol.L”,
HEPES 25.107 mol.L”" et glucose 5,5.107° mol.L a pH = 7,2

IV.2.d.2 Expérimentation chez le rat

Le choix de ’animal s’est orienté vers le rat (Wistar, Mmoyenne = 450 our plusieurs
> y
raisons. Premiérement, I’organisme de cet animal est trés proche de celui de 1’étre humain

tout comme son pH physiologique (pHit = 7,2 ; pHpumain = 7,4). De plus, le systéme
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immunitaire du rat est trés « performant » dans la lutte contre les infections. Ce choix a
impliqué un effort important de miniaturisation des objets implantés ce qui a rendu
I’assemblage plus délicat. L’implantation de la pile a été réalisée sous anesthésie générale (par
injection intra péritonéale de Kétamine/Xylamine ou sous flux constant d’isoflurane). Une
fois la paroi abdominale ouverte, la pile est insérée dans la partie gauche de I’abdomen. Les
cathéters sont tunnélisés par voie sous cutanée de Il’incision a la nuque de I’animal
(Figure IV-11). Une dose sous cutanée d’antalgique (Rimadyl 5 mgkg') est enfin

administrée apres 1’intervention pour limiter les douleurs dues a 1’opération.

Figure IV-11: a- Intervention chirurgicale sur le rat : laparotomie médiane pour ’insertion de la biopile dans
l’espace abdominal de [’animal. Tunnelisation sous cutanée des cathéters contenant les fils de connexion de

l’abdomen a la nuque. b- Rat libre de mouvement dans sa cage apres l'implantation d’une biopile

IV.2.d.3 Mesure des performances dans un organisme vivant
Les temps de mesure lors des expérimentations chez le rat sont minimisés afin de
limiter le stress de 1’animal. La mesure de la d.d.p. de la pile est établie pour une 1 minute et
les mesures de puissance et de décharge faites successivement sont limitées a des mesures
journalieres. Le temps de connexion de I’animal ne dépasse pas 15 minutes par journée
(Figure 1V-12). La durée ainsi que la valeur du courant de décharge sont calquées sur les

valeurs in vitro pour les mémes raisons.
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Figure IV-12: Vue de I’appareillage utilisé lors de la mesure de la puissance de la biopile implantée chez le rat

Les mesures des performances et de 1’utilisation de la biopile implantée ont duré 11
jours. Au cours de cette période, aussi bien les courbes de puissance que les courbes de
décharge montrent des résultats similaires aux expérimentations in vitro. Dés le premier jour
d’implantation, la pile posséde un potentiel a 1’abandon de +120 mV et une puissance
maximale de P = 1,63 pW a 60 mV (Figure I'V-13-a). Comme observé dans le cas in vitro
pour les phases 1 et 2, la force ¢électromotrice de la pile et la puissance maximale fluctuent
aléatoirement jusqu’au 6™ jour d’implantation pour ensuite croitre linéairement avec le
temps (Figure IV-13-c). Le temps de stabilisation semble plus court et pourrait s’expliquer
grace a D’agitation de la biopile dans le rat (meilleure diffusion du glucose) et par la
température corporelle du rat (T° = 35°C) supérieure a celle du laboratoire. De plus, les
décharges montrent, elles aussi, que le systéeme peut réellement fournir un courant stable sur
une période de 10 minutes (pentes de perte de potentiel, i, ii: -0,6 mV.min™;
iii, iv : -2,5+ 0,1 mV.min") en appliquant un courant continu de 5 pA. Les meilleures
performances de cette pile sont obtenues lors du dernier jour de mesure, avec un OCV de
+193 mV et une puissance maximale de 1,74 pW a +110 mV (Ppay = 1,31 pW.cm™).
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Figure IV-13: a- Courbes de puissance d’une pile a glucose oxygene QQH/UQ (0 = 13 mm) implantée dans le
rat (Ricky 3) et b- décharge a courant constant de 5 uA de la biopile pour le jour d’implantation Jn.
Composition des électrodes identique a celles décrites dans la Figure IV-6 ; v, = ImV.s". c- Courbes de

stabilité du potentiel a [’abandon (A ) et de la puissance maximale (M) de la biopile

Les mesures n’ont pas pu étre réalisées a compter du jour J12 a cause d’un sectionnement des
fils par le rat au niveau de la nuque ce qui a conduit a euthanasier I’animal. Il est a noter que
pendant la période d’expérimentation, le rat a perdu 50 g (23 % de sa masse initiale) tout en
continuant a s’alimenter. L’autopsie de 1’animal n’a pas fait état d’infection au niveau de
I’implant. De plus, un réseau vasculaire semblerait s’étre formé sur la membrane de Dacron®

ce qui conduirait a une alimentation en glucose assurée a proximité de la pile.

IV.3 Vers d’autres médiateurs rédox pour la pile GOx/PPO

Les paragraphes précédents ont mis en évidence la faisabilité¢ d’implantation et de
fonctionnement d’une biopile dans un organisme vivant. Cependant, deux problémes majeurs
sont apparus lors de la caractérisation de la pile a QOH,/UQ. Le premier concerne 1’utilisation

et le relargage de I’espéce rédox a la cathode. En effet, la quinhydrone est trop soluble et
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I’immobilisation par simple compression mécanique n’est pas suffisante pour éviter sa
diffusion hors de 1’¢lectrode. A forte concentration, cette espece peut s’avérer toxique et 1étale
(1,4-benzoquinone : DLsy rat = 130 mg.kg’l). La Figure IV-14 expose le relargage de Q/QH,
hors de [D’électrode suivi par spectroscopie UV-visible a A = 290 nm. En mesurant
I’absorbance de la solution quotidiennement, le calcul de la perte journaliére de Q/QH, est
évalué. Au bout de 20 jours d’immersion continue, seulement 10 % de Q/QOH, reste

immobilisé dans 1’électrode.
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Figure 1V-14: Courbe représentant la quantitée de Q/QH, restante a l'intérieur de [’électrode compressée.

Mesures effectuées par suivi de I’absorbance UV-visble a A = 290 nm d une solution tampon contenant la pile

Le second probléme est la forte limitation des courants anodiques avec ’utilisation de
I’ubiquinone comme médiateurs rédox pour la catalyse de 1’oxydation du glucose. D¢s lors,

I’utilisation de ces deux médiateurs a di étre repensée.

IV.3.a Médiateurs a PolyPhénol Oxydase

D’apres la littérature, il apparait difficile de trouver une valeur précise du potentiel du
centre actif de la PPO. Les valeurs sont situées autour de 0,360 V vs. ECS'® . De ce fait,
I’é¢tude de nouveaux systemes rédox s’est portée également sur quelques médiateurs connus

de la laccase et de la bilirubine oxydase.

IV.3.a.1 Electrochimie de médiateurs rédox
Pour sélectionner les nouveaux médiateurs utilisables a la cathode, le comportement
¢lectrochimique de chacun d’eux, est caractérisé.
Dans un premier temps, les essais sur 1’utilisation de nouveau médiateur a PPO se sont portés
sur des especes solubles. Ces especes sont toutes des médiateurs connus de la PPO. Une

premiere ¢tude de 1’¢lectrochimie en solution de ces composés permet de déterminer s’ils sont
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des candidats intéressants pour la réduction catalytique du dioxygene. La Figure IV-15
représente les courbes de voltampérométrie cyclique de solution de 1,0.10~ mol.L™" de trois
especes rédox, le catéchol (C), le 4-méthylcatéchol (MC) et la dopamine (Do) respectivement,
dans le tampon HEPES 25.10~ mol.L™' sur électrode de carbone vitreux. Comme attendu, lors
du premier balayage dans la gamme des potentiels négatifs, les composés sont €lectroinactifs
tandis que dans la zone des potentiels positifs un pic d’oxydation est observé a E,, =370 mV,
Epa =273 mV et E, . = 382 mV pour chacune des espéces précédemment citées. Au balayage

retour, le pic de réduction de la forme oxydée est détectée a E, . =-23 mV, E, . =-55 mV pour

C et MC respectivement. Dans le cas de Do, deux signaux sont visibles dans le domaine

cathodique et semblent correspondre & un phénoméne déja décrit par Liu et al."® dans le cas de

la 3,4-dihydroxy-L-phénylalanine.
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Figure IV-15: Structure (haut) et courbes de voltampérométrie cyclique (bas) d’une solution de : a- catéchol
1.10° mol. L, b- 4-méthylcatéchol 1.10° mol.L”, ¢- Dopamine 1.107° mol.L”" dans NaCl 0,15 mol.L”', HEPES

25.10° mol.L”! (PH =7, 2, Topianse: @ir saturé) sur électrode de carbone vitreux (0 = 3 mm), i- scan 1, ii- scan 2,

vy = 100 mV.s™'. La fléche indique le sens de balayage

D’autres médiateurs rédox faiblement solubles sont également caractérisés par voie
¢lectrochimique, tels que la syringaldazine (SGZ) et le ferrocéne (Fc). Ces deux especes
¢lectroactives sont connues pour fonctionner avec la Lc ou la BOx. Elles sont étudiées a 1’aide

d’umec. Les potentiels de demi-vague E;;, de chacune des espéces sont relativement proches
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(E12 s6z=710,193 V, Ej/» g = +0,249V) (Figure IV-16) et semblent potentiellement attractifs

pour assurer le transfert électronique de I’électrode a la PPO’.
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Schéma IV-3: Structure : a- du ferrocene et b- de la syringaldazyne
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Figure 1V-16. Courbes de voltampérométrie cyclique d’électrodes immergées dans une solution de NaCl 0,15
mol.L”!, HEPES 25.107 mol.L”, (PH = 7, 2, Tynbiane air saturé) d’une micro-électrode a cavité de carbone

graphite et remplie de i- Syringaldazine, ii- Ferrocéne, vy =100 mV.s"

Le dernier médiateur évalué, le tétrathiafulvaléne (77F), est normalement connu pour son
utilisation couplée avec le centre FAD de la GOx”’ pour catalyser 1’oxydation du glucose. Il
pourrait également servir de donneur d’électrons a la PPO puisque son potentiel de demi-
vagues est de +0,132 V vs. ECS, comme le montre le voltampérogramme (Figure IV-17). Il a
déja été démontré que cette espece rédox catalyse « naturellement» la réduction du

. N 21,22
dioxygene” " .
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Figure 1V-17: a- Structure du tétrathiafulvaléne et b- courbe de voltampérométrie cyclique d’une umec de
carbone graphite immergée dans une solution de NaCl 0,15 mol.L”', HEPES 25.107° mol.L"" et remplie de TTF,
(PH =72, Tappianses air saturé), vy, = 100 mV.s?

IV.3.a.2 Catalyse enzymatique de la réduction de O, avec les médiateurs rédox

Apres la caractérisation électrochimique des nouvelles espéces, 1’étude de D’effet
catalytique de la PPO couplée a ces espeéces rédox pour la réduction du dioxygene est
réalisée.

Les dérivés du catéchol (C, 4-MC et Do) ont effectivement mis en évidence un effet
catalytique lors de la présence de la PPO. La Figure IV-18-a représente cet effet catalytique
dans le cas de I’utilisation du 4-méthylcatéchol. Le premier balayage en réduction indique que
le médiateur est bien sous sa forme réduite (absence de pic de réduction comme déja montré
dans la Figure IV-15). Réalisé sous air saturé, le voltampérogramme iii, débuté lui dans le
sens de I’oxydation aprés un ajout de 0,2 mg de PPO, fait clairement apparaitre une
diminution du pic d’oxydation du catéchol au profit d’un courant de réduction de 1’o-quinone
correspondante plus intense (Icx = 4 pA) indiquant la consommation du catéchol par
I’enzyme. Ce médiateur rédox est cependant instable dans le temps comme le montre la
Figure I'V-18-b : apres avoir atteint un courant de pic I, . = -12 pA sous I’effet de la PPO, le
courant de réduction décroit en fonction du temps et atteint -3,5 pA seulement 35 minutes

apres I’injection du biocatalyseur.
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Figure 1V-18: a- Courbes de voltampérométrie cyclique sur une électrode de carbone vitreux (0 = 3mm)
immergée dans une solution de NaCl 0,15 mol.L”', HEPES 25.10° mol.L”, 4-méthylcatechol 1.107 mol.l.
i- départ en réduction, absence de PPO, ii- départ en oxydation, absence de PPO, iii- départ en oxydation,
aprés ajout de 0,2 mg de PPO. b- Evolution du signal électrochimique du 4-méthylcatechol en présence de PPO
en fonction du temps. i- apres ajout de PPO, t = 0 min, ii- t = 10 min, iii- t = 20 min, iv- t = 35 min (pH = 7, 2,

T umbianier Q¥ saturé)

Cette réaction enzymatique est suivie par spectroscopie UV-visible entre 800 et 250
nm. La solution de 4-MC 3,45.10'4 mol.L"! dans une solution tampon NaCl 0,15 mol.L'l,
HEPES 25.107 mol.L" présente une bande d’absorbance a A = 280 nm, caractéristique du
4-méthylcatéchol. Apres une saturation en oxygene, 1’injection d’une solution de 0,2 mg de
PPO conduit a I’apparition d’une nouvelle bande située a A = 400 nm caractéristique de
I’o-quinone atteignant une valeur maximale a t = 240 s. Ensuite, le spectre d’absorption
évolue et fait apparaitre deux points isobestiques a A = 370 nm et A = 446 nm traduisant la

formation d’un nouveau produit, le p-quinométhane, issu de la dégradation de I’o-quinone™.
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Figure IV-19: Spectre d’absorption UV-visible d’une solution de 3,45.10-3 mol.L-1 de 4-MC dans une solution
tampon de NaCl 0,15 mol L™, HEPES 25.107 mol.L’" : i- sous air, en absence de PPO, ii d vii- sous O, sature,
en presence de 0,2 mg dePPO (ii- ty = 0, iii- 240 s, iv- 480 s, v- 720 s, vi- 1200 s)

Des résultats similaires sont rencontrés dans le cas du catéchol et de la dopamine.
Dans les deux cas, le pic d’oxydation de I’espéce solubilisée diminue au profit de
I’augmentation du pic de réduction dénotant ainsi I’effet catalytique de la polyphénol
oxydase. Enfin, des mesures de voltampérométrie cyclique sont réalisées dans le temps. Un
phénomene de dégradation de 1’espece oxydée est la encore observé comme pour le 4-MC.

L’effet catalytique de la PPO sur le ferrocéne ou sur la syringaldazine pour la
réduction de I’oxygeéne n’a pas pu étre mis en évidence par l’utilisation de 1'umec. Les
mesures sont alors effectuées en confectionnant des ¢lectrodes compressées de @ = 5 mm. La
réalisation de ces ¢électrodes de faible diamétre est identique ; la proportion des constituants
est conservée ; seule la masse totale change. La pression appliquée lors de la compression est
modifiée et fixée a 1 tonne.

La Figure IV-20 présente les courbes de polarisation de ces deux especes rédox.
Comme prévu, la courbe ii représentant la polarisation d’une biocathode a PPO en absence de
médiateur indique qu’il n’y a pas de transfert électronique direct entre la protéine et le
matériau d’¢électrode. Un signal de réduction est observé sur les courbes iii attribué a la
réduction d’une fraction de médiateur présent initialement sous forme oxydée, les valeurs de
potentiels des pics étant en accord avec ceux déterminés lors de la caractérisation
¢lectrochimique des espéces rédox. Lorsque la PPO est immobilisée dans 1’électrode
compressée en présence d’une espéce rédox, les signaux évoluent. Seule la polarisation
cathodique en présence de ferrocéne conduit a 1’augmentation du courant de réduction. Le
signal de SGZ, lui, diminuant en présence de PPO ne démontre pas d’effet catalytique. Ce

résultat surprenant n’est, a I’heure actuelle, pas expliqué.
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Figure 1V-20: Courbes de polarisation cathodique d’électrodes compressées (0 = 5 mm) pour [’étude de : a-
Ferrocene, b- SGZ avec les proportions : i- 100% de carbone graphite (GC), ii- 100% GC + PPO,
iii- GC/Médiateur (rapport massique 66 :33), iv- GC/Médiateur (rapport massique 66 :33) + rapport massique
PPO/Médiateur(15 %), vy, = 1 mV.s"

Finalement, le TTF est étudié pour une possible utilisation a la cathode lors de la
catalyse de la réduction de O, avec la PPO. Des mesures de voltampérométrie cyclique d’une
umec remplie d’un mélange TTF/PPO (Figure IV-21-a) sont réalisées entre +0,35 V et -0,5 V
vs. ECS en milieu saturé en azote puis saturé en oxygene. En saturant le milieu en O,, le
signal détecté a E, , = +300 mV caractéristique de 1’oxydation du 77F en TTF" diminue du
fait de sa consommation par I’enzyme alors que le pic de réduction relatif au 7TF" mesuré a E
= 50 £ 3 mV augmente en intensité di a la production d’espece oxydante lors de I’activité
enzymatique de la PPO traduisant ainsi un effet catalytique. Le méme type d’expérience est
réalis€¢ avec des ¢électrodes compressées mécaniquement. La Figure IV-21-b traduit la
médiation du 77F en présence de tyrosinase et d’oxygeéne dissous. La courbe iii représente la
réponse d’un balayage en potentiel pour une ¢électrode modifiée par le médiateur. Dans ce cas,
aucun signal de réduction n’est observable confirmant que le médiateur se trouve sous sa
forme réduite. En revanche, lorsque les deux espéces sont immobilisées dans une méme
¢lectrode, un fort courant cathodique apparait dés +0,130 + 0,007 V qui correspond a la
réduction de I’espéce TTF" en TTF (iv).
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Figure IV-21: a- Courbes de voltampérométrie cyclique d’une micro-électrode a cavité de carbone graphite
« remplie » d’un mélange TTF/PPO (1 :1 en masse) immergée dans une solution de NaCl 0,15 mol.L”', HEPES
25.107 mol.L” (PH = 7.2, Tunviane) © i- saturée en N,, ii- saturée en O, v, = 100 mV.s'.b- Courbes de
polarisation cathodique sous air d’électrodes compressées (0 = 5 mm) contenant : i- 100% de carbone graphite
(GC), ii- GC/TTF (rapport massique 90 :10), iii- 100% GC + PPO (m identique a iv), iv- GC/TTF (rapport

massique 90 :10) et rapport massique PPO/TTF 37 %, v, = 1 mV.s™

Le Tableau IV-1 récapitule les résultats obtenus précédemment sur 1’utilisation

éventuelle des especes électroactives caractérisées pour la catalyse de la réduction du

dioxygene.

Tableau IV-1: Tableau récapitulatif des composés susceptibles d’assurer le transfert électronique entre la

polyphénol oxydase et [’électrode lors de la réduction de ['oxygene. Italique : médiateurs solubles, Gras :

médiateurs faiblement solubles.

Ein (V vs. ECS) Catalyse Stabilité Intérét

Catéchol 0,135 Oui Non Limité

4-méthylcatéchol 0,090 Oui Non Limité

Dopamine 0,080 Oui Non Limité
Syringaldazine 0,193 (0,192*% Non Oui Non
Ferrocene 0,249 Oui Oui Non
TTF 0,132 Oui Oui Oui

Les trois dérivés du catéchol ont les potentiels de demi-vague les moins attractifs.

Ceux-ci sont relativement faibles et devraient conduire a une diminution de la f'e.m. de la pile.

De plus, ils sont solubles et instables en solution. Ils sont donc éliminés.

La syringaldazine n’a pas montré d’effet catalytique avec la PPO malgré un potentiel

¢levé proche de 200 mV et pour cette raison est également éliminée.
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Le ferrocéne posséde un potentiel relativement élevé (~ 0,250 V) et semble médier le
transfert ¢électronique entre 1’électrode et I’enzyme pour la réduction de O,. Cependant, la
présence initiale d’un signal de réduction en absence de PPO étant surprenante, ce médiateur
est a son tour écarté de son utilisation pour une biocathode.

Finalement, le TTF avec son potentiel de demi-vague de 0,132 V apparait comme le
meilleur candidat pour une utilisation couplée avec la protéine rédox. De plus, son caractére
insoluble rend son incorporation plus facile dans la méthodologie d’immobilisation par

compression mécanique.

IV.3.b Médiateurs a GOx

D’apres les résultats obtenus pour la premiére biopile a glucose/O,, il est rapidement
apparu qu’une des limitations du systéme était principalement due aux faibles courants
d’oxydation de la forme réduite de 1’ubiquinone en présence de GOx et de glucose. De
nouveaux médiateurs rédox (dérivés de quinone et de naphthoquinone) sont étudiés afin de
sélectionner le meilleur candidat au remplacement de 1’ubiquinone.

Comme évoqué dans le chapitre bibliographique, le site actif FAD/FADH, de la GOx (source
Aspergilus Niger) a un potentiel rédox situé¢ a -0,33 V vs. ECS.

IV.3.b.1 Electrochimie de médiateurs rédox

Afin d’assurer le transfert d’électrons entre I’enzyme et I’¢électrode, la caractérisation
¢lectrochimique d’une série d’espéces rédox est effectuée en premier lieu pour sélectionner
les meilleurs candidats utilisables a une bioanode enzymatique.

Seule une espéce soluble a été caractérisée pour évaluer sa capacité a travailler comme
un médiateur rédox de la glucose oxydase. L’électrochimie du méthyl-1,4-benzoquinone
(MBQ) est donc réalisée dans une solution de NaCl 0,15 mol.L”', HEPES 25.10” mol.L" en
absence de glucose. La Figure IV-22 correspond aux voltampérogrammes réalisés entre +0,4
et -0,4 V vs. ECS en présence d’une concentration de 1,0.10° mol.L™ en espéce rédox en
solution sur une électrode de carbone vitreux de diamétre @ = 3 mm. Le premier balayage en
potentiel positif ne fait apparaitre aucun signal rédox, MBQ se trouve donc, comme attendu,
sous sa forme oxydée. Lors du balayage inverse, un courant cathodique apparait vers -0,1 V
correspondant a la réduction des atomes d’oxygenes pour former MBOH.,, le pic de réduction
se situe a E, . =-0,203 V. Le second cycle fait quant a lui apparaitre le signal d’oxydation qui
correspond a l’oxydation de 1’espéce réduite située a la surface de carbone vitreux
(Epa=10,229 V). Cette espece rédox est électroactive dans une zone de potentiel favorable a
la médiation électronique avec la GOx. Pour autant la valeur de la différence de potentiel

entre E,, et E; . de AE,ic =430 mV laisse d’ores et déja apparaitre un systéme rédox lent.
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Figure 1V-22: a- Structure du méthyl-1,4-benzoquinone et b- courbes de voltampérométrie cyclique d’une
solution de MBQ 1.10° mol.L" dans NaCl 0,15 mol.L”!, HEPES 25.107 mol L™’ (PH =7, 2, Tapianie air saturé)
sur électrode de carbone vitreux (@ = 3 mmy), i- scan 1, ii- scan 2, v, = 100 mV.s". La fléche indique le sens de

balayage.

Les autres espéces rédox étant insolubles, la caractérisation électrochimique est
accomplie avec 1’utilisation d’umec. Il s’agit dans un premier temps de la vitamine K, (VK>),
du tétraméthyl-p-benzoquinone (ou duroquinone, DQ), de la 1,4-naphtoquinone (/,4-NQ) et
de la 9,10-phénanthrénequinone- (PQ).

@)

VK, DO 1,4-NQ

Schéma IV-4: Structure de la vitamine K, (VK), de la duroquinone (DQ), de la 1,4-naphtoquinone (1,4-NQ) et
de la 9,10-phénanthrénequinone (PQ)

La Figure 1V-23 montre les voltampérogrammes au cours du second cycle pour les
composés cités auparavant immobilisés dans la microélectrode. (Il est a noter que lors du
premier cycle effectué dans le sens des potentiels positifs, aucun signal électrochimique pour
les 4 composés cités n’est détecté lors de ce balayage).

La vitamine K, (a) ne présente pas de signaux électroactifs bien définis. Un large pic
anodique est tout de méme visible avec E; , = +92 mV. Les signaux rédox de DQ présente une
différence de potentiel trés élevée (AEp = 500 mV) avec une valeur de E;, de 1’ordre de
-45 mV (b). La courbe ¢ indique que PQ est caractéris€¢ par un processus €lectrochimique
quasi-réversible a Ei» = -0,230 V (B, =-0,290 V, E,, = -0,126 V, AE,;c = 164 mV). Enfin,

-156-



Chapitre IV — Biopiles enzymatiques a glucose/O, avec transfert électronique assuré par des

médiateurs réedox

dans le cas de la 1,4-NQ (d), les différents signaux rédox bien que mal définis ont
sensiblement les mémes valeurs que ceux de la phénanthrénequinone (E,. = -0,300 V,
E,.=-0,140 V, AE,ic = 160 mV, E;, ~-0,215 V).
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Figure IV-23: Courbes de voltampérométrie cyclique d’une micro-électrode a cavité de carbone graphite
immergée dans une solution de NaCl 0,15 mol.L”!, HEPES 25.107 mol.L" et remplie de a- VK,, b- DQ, c- PQ,
d- 1,4-NQ (pH = 7,2, Tonpiante air saturé), v, = 100 mV.s™!

IV.3.b.2 Catalyse enzymatique de I'oxydation du glucose avec les médiateurs rédox
L’effet catalytique de la glucose oxydase lors de I’oxydation du glucose a donc été
conduit avec une solution de MBQ 1,0.10° mol.L" en milieu aéré. Dés I’ajout de glucose
(5,5.10'3 mol.L'l), en présence de 0,2 mg de GOx, I’intensité du pic anodique augmente au

détriment du pic cathodique (Figure 1IV-24). Cette injection suffit pour convertir
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instantanément la moiti¢ du médiateur oxydé sous sa forme réduite (Ipc sans glucose = -9,5 UA,
Loc avee glucose = -5,0 pA). Cette diminution du courant de réduction est associée a une
augmentation du courant anodique (de 4 pA a 5,4 pA immédiatement apres 1’injection).
Apres une période de 20 minutes, plus aucun signal de réduction n’est observable traduisant
la consommation totale de MBQ alors que le pic li¢ au processus d’oxydation atteint sa valeur
maximale (+7,4 pA) (iii). Outre le potentiel d’oxydation relativement haut pour une
utilisation de ce médiateur dans une bioanode et le AE,;c > 500 mV, la stabilité de cette espece
suscite un autre inconvénient puisqu’apres trois jours en solution, le signal électrochimique

relatif a ’espece diminue de moitié.

510° |

-510° |

110° | | \ \
-0,4 -0,2 0 0,2 0,4
E/V vs. ECS

Figure IV-24: : Courbe de voltampérométrie cyclique d’une solution de méthylbenzoquinone 1.107 mol. L™ dans
NaCl 0,15 mol.L”', HEPES 25.107 mol.L"’ PH =7, 2, Tompianes air saturé) sur électrode de carbone vitreux
(D =3 mm), i- scan 1, ii- scan 2, iii- scan 3, v, = 100 mV.s™". La fléche pleine indique le sens de balayage, la

fleche en pointillé représente le courant catalytique.

Les courbes suivantes (Figure I'V-25) présentent les résultats obtenus sur umec avec
médiateurs insolubles (VK,, DQ et PQ) immobilisés avec la GOx en absence et en présence de
glucose respectivement. Pour chacun des trois cas et en présence de glucose 30.10° mol.”, les
courants de réduction mesurés avec ’'umec diminuent. En ce qui concerne la DQ, aucun
accroissement de la valeur du courant de pic d’oxydation n’est visible clairement, seul un
décalage de E;, est observé. Inversement, au cours du balayage dans les potentiels positifs,
les courants d’oxydation de la VK et de la PQ sont plus importants. Le large signal anodique
observé précédemment de la VK, est dédoublé E,,' = 60 mV et E,,> = 318 mV. Le
voltampérogramme de PQ (c¢) possede 1a encore un pic anodique bien défini (E,, =-0,164 V,
E,c = -0,302 V, AE,. = 138 mV). PO semble le médiateur rédox le plus adapté pour
transférer les électrons de la GOx a 1’¢lectrode lors de 1’oxydation du glucose. La /,4-NQ n’a

pas pu étre caractérisée a I’aide de ’umec.
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Figure IV-25: Courbes de voltampérométrie cyclique d’une umec de carbone graphite « remplie » d’un
mélange médiateur/GOx (1 :1 en masse) immergée dans une solution de NaCl 0,15 mol.L”!, HEPES
25.107 mol. L' (pH = 7.2, Tuppiane)- a- VK, b- DO, c- PQ pour i- en absence de glucose, ii- en présence de
glucose 30.10° mol. L, v, =100 mV.s".

La phénanthrénequinone possédant le signal catalytique le plus important des trois
médiateurs présentés plus haut, son comportement é€lectrochimique est évalué¢ dans des
¢lectrodes compressées. Chacune des espéces est immobilisée seule dans la matrice de
graphite puis les ¢€lectrodes sont polarisées anodiquement (Figure IV-26). Aucun courant
d’oxydation n’est mesurable en absence de médiateur et d’enzymes ou lorsqu’un seul des
composés est immobilisé¢ (y compris en présence de glucose) (courbes i, ii et iii sont
superposées). En revanche, en incorporant la PQ, la GOx et la catalase dans une méme
¢lectrode, le potentiel de celle-ci est fortement déplacé vers les potentiels négatifs et se
stabilise autour de -0,175V. Lors d’une polarisation anodique, le courant s’établit

instantanément. Dans le cas présent, le courant atteint un maximum (+202 pA a +76 mV).
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Figure IV-26: Courbes de polarisation anodique d’électrodes compressées (0 = 5 mm) contenant : i-100% de
carbone graphite (GC), ii- 75 :25 GC/PQ, iii- 100% GC + GOx (m identique a iv), iv- 75 :25 GC/PQ et rapport
GOx-Catalase/PQ 51-29 %, immergées dans une solution de NaCl 0,15 mol.L”!, HEPES 25.10° mol.L”,
glucose 5,5.107° mol. ! (PH = 7,2, T piame, air saturé), v, = 1 mV.s"!

La catalyse enzymatique de la GOx n’a pas pu étre établie pour la 1,4-naphthoquinone
avec 'umec a cause d’une détérioration de la microé¢lectrode. A la vue des potentiels rédox
obtenus lors de la caractérisation de I’espece donnée plus haut, une évaluation de la médiation
¢lectronique est tout de méme réalisée a I’aide d’électrodes compactées (Figure IV-27-a).
Pour cela, la molécule rédox 7,4-NQ est immobilisée en présence de différentes charges
enzymatiques de GOx et de catalase. L’¢lectrode est réalisée avec un mélange initial et fixé de
carbone graphite (GC) et de 1,4-NQ de ratio GC/1,4-NQ (75 :25) pour une masse totale de
100 mg. Les charges enzymatiques sont calculées d’apres le rapport massique entre 1’enzyme
et ’espece rédox (Figure 1V-27-b). Ces ratios varient de 0-0 % (/,4-NQ seul en présence de
carbone graphite) jusqu’a 79-43 % de GOx-Catalase immobilisées. Quelque soit la charge
enzymatique imposée, les potentiels d’électrode sont treés proches (Eocp =-152,5 £ 10 mV) en
présence de glucose et sont plus €levés que celui observé a la bioanode a base de PQ décrite
précédemment (Eocp = -175,5 £ 5 mV). En revanche, la réponse anodique varie avec la
modification de la proportion d’enzyme. Ainsi, une dépendance linéaire entre courant
catalytique et charge enzymatique est vérifiée sur I’ensemble des proportions étudiées. Dans
les meilleures conditions testées (glucose 5,5.10° mol.L™, pH = 7.2, T = 25°C), il est possible
d’atteindre 460 pA (901 pA.cm?) a 02V avec des électrodes de @ = 5 mm
(Figure IV-27-iv).
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Figure IV-27: a- Courbes de polarisation de bioanodes compressées (0 =5 mm) de type GC/I4NQ (ratio
massique 75 : 25) et immergées dans une solution de NaCl 0,15 mol.L”!, HEPES 25.107 mol.L’", glucose 55107
mol.L” pour différents rapports massiques GOx-Catalase/Médiateur : o- 0-0 %, i- 13-7 %, ii- 26-14 %, iii- 52-
29 %, iv- 79-43 %, vy = I mV.s"

Son utilisation pourra étre envisagée pour des piles fonctionnant in vitro pour
I’alimentation d’appareils €lectriques. Cela permettra également d’accroitre les performances
de I’¢lectrode en jouant probablement sur la concentration en substrat, le pH de la solution, la
force ionique des solutions tampons et surtout sur 1’utilisation d’autres enzymes a la cathode
(BOx ou Lc) ce qui devrait augmenter considérablement la force électromotrice de la pile par

rapport a une biocathode fonctionnant avec la PPO.

Le Tableau IV-2 récapitule les résultats obtenus précédemment sur 1’utilisation

éventuelle des especes électroactives caractérisées pour la catalyse de 1’oxydation du glucose.

Tableau IV-2: Récapitulatif des composés susceptibles d’assurer le transfert électronique entre la GOx et

I’électrode lors de ['oxydation du glucose. Italique : médiateurs solubles, Gras : médiateurs faiblement

solubles.
Ein (Vvs. ECS)  Catalyse Stabilité Intérét
MBQ 0,050 Oui Non Non
VK, 0,080 Oui Oui Limité
DQ - 0,045 Non - Non
PQ - 0,230 Oui Oui Oui
1,4-NQ - 0,215 Oui Oui Oui
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Le méthylbenzoquinone, médiateur soluble et espece instable en solution est ¢éliminé
des médiateurs potentiels a I’anode.
La duroquinone qui n’a pas permis de trancher sur une éventuelle médiation lors de
1’¢lectrooxydation enzymatique du glucose par la GOx n’est pas retenue.
La vitamine K,, bien que présentant un léger comportement de catalyse n’est pas retenue a
cause de son potentiel de demi-vague positif.
Finalement, les deux espéces rédox ayant clairement démontré 1’effet catalytique de la GOx
sont la phénanthrénequinone (PQ) et la 1,4-naphtoquinone (/,4-NQ). La suite des

expérimentations se porteront sur I'utilisation de PQ qui présente le potentiel le plus négatif.

IV.4 Nouvelle biopile a PPO/GOx (médiateurs TTF/PQ)

Les effets électrocatalytiques de la PPO sur la réduction de O, et de la GOx sur
I’oxydation du glucose ont été montrés dans le paragraphe précédent avec la médiation des
¢lectrons par le TTF et la PQ respectivement. Les parameétres influengant les performances
des bioélectrodes sont évaluées dans ce paragraphe pour la réalisation d’électrodes
optimisées. Dans cette nouvelle partie et pour les premicéres étapes d’optimisation, les
¢lectrodes sont de diamétre @ = 5 mm contrairement a la premiére pile a QQH,/UQ

développée au début du chapitre.

IV.4.a Caractérisation de la biocathode

IV.4.a.1 Effet de I'oxygénation de la solution

L’effet de la concentration en oxygeéne en solution est mesuré pour une biocathode
réalisée avec un mélange de carbone graphite (GC) et de TTF de ratio GC/TTF (66 :33, masse
totale de 100 mg) et la charge enzymatique de PPO fixée 15 % de la masse de TTF. Apres 24
heures d’immersion, une premicre polarisation cathodique est réalisée sous air ambiant
([O5 dissous] = 0,2.10° mol.L™) (Figure IV-28). Le potentiel a ’abandon est de +121 mV et
a -70 mV le courant de réduction est maximal. Lorsque cette méme électrode est immergée
dans une solution dégazée sous argon pendant une heure, son potentiel a 1’abandon subit un
décalage de AE = -63 mV. Le courant global de réduction avant le pic situé a -0,075 V est
moins intense, ce qui traduit une conversion de TTF en TTF" par la PPO moins importante en
milieu désaéré. La valeur du potentiel de 1’¢lectrode est directement reliée a la concentration
en dioxygene dissous puisque le potentiel recouvre sa valeur initiale aprés une nouvelle
immersion dans une solution aérée (+0,122 V). L’intensité du pic de réduction diminue due au

vieillissement de 1’¢lectrode (perte de 8,8 % apres 6 jours d’immersion dans une solution de
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NaCl 0,15 mol.L"', HEPES 25.10~ mol.L", pH = 7.2) causée par le relargage de 1’espéce
ionique oxydée du 7TTF.
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Figure 1V-28: Courbes de polarisation d’une biocathode compressée (0 = 5 mm) de type GC/TTF (ratio
massique 66 :33), PPO/TTF (15 %) immergée dans une solution électrolytique de NaCl 0,15 mol.L”', HEPES
25.107 mol. L : i- en milieu aéré, ii- aprés dégazage d’une heure par ’argon, iii- aprés une nouvelle immersion

. . , ]
de 6 jours dans une solution aérée, v, = 1 mV.s

La concentration sanguine en dioxygéne étant quatre fois moins ¢élevée qu’une
solution saturée naturellement en O,, le potentiel de la pile sera probablement affecté en
condition in vivo ainsi que la puissance de celle-ci. Pour la suite de la caractérisation de la

biocathode, les expérimentations sont réalisées uniquement en milieu aéré.

IV.4.a.2 Effet de la concentration en médiateur

Le second parametre ayant un impact direct sur le potentiel a courant nul ainsi que sur
le courant en réduction, est la concentration en médiateur immobilis¢ dans la matrice de
graphite.

L’influence de la proportion en T7F par rapport au graphite a ét¢ mesurée pour des
ratios carbone/7TF allant de 33 :66 a 98:2 (pour une masse totale de 10 mg) et une
concentration de PPO de 5 mg (Figure IV-29). Comme le montrent les courbes, plus la
concentration en médiateur est faible, plus le courant de réduction est ¢levé. Les courants de
réduction les plus ¢élevés et donc les meilleures performances pour une biocathode sont
obtenues pour 5 % en masse en espece ¢électroactive. Ces résultats surprenants sont donc a
I’origine d’une hypotheése de formation d’une couche trop importante de médiateur a la
surface du carbone graphite qui bloquerait « I’acces » a la surface de carbone pour la réducion

de TTF". En diminuant la concentration de TTF, la surface serait alors plus disponible pour
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accomplir le processus de catalyse de réduction du cation formé lors de la réduction de O; en
H,O. Le paramétre du ratio GC/TTF est donc fixé a 95 :5 qui conduit a 1’obtention de courant
de pic cathodique a un potentiel proche de -0,1 V de -142 pA (-278 uA.cmz).
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Figure 1V-29: Courbes de polarisation de biocathodes compressées (J = 5 mm) de type GC/TTF immergées
dans des solutions de NaCl 0,15 mol.L”!, HEPES 25.10° mol.L"" en faisant varier la proportion massique de TTF
sutvant le ratio GC/TTF : o- 100 :0, i-98 : 2, ii-95 : 5, iii- 90 :10, iv-66 : 33, v- 50 :50, vi- 33 :66 et une masse
m = Smg de PPO; v, = 1 mV.s!

IV.4.a.3 Effet de la concentration en enzyme

L’effet catalytique de la PPO sur le TTF a ét¢ mesuré pour trois concentrations en
enzyme (Figure IV-30-a). En fixant le ratio entre carbone graphite et le médiateur a
GC/TTF = 90:10 (masse totale de 100 mg), la quantit¢ d’enzyme a ¢été augmentée
progressivement suivant le rapport massique entre la protéine et le médiateur rédox.
L’augmentation de ce rapport enzyme/médiateur influence la réponse catalytique de la
biocathode, le potentiel a I’abandon des électrodes restant constant (Epcp = 125 £ 4 mV).
Chacune des augmentations se traduit par un courant de pic cathodique plus intense situé¢ au
méme potentiel (E,. =-97 £ 7mV ). Bien qu’une dépendance linéaire soit observée dans une
gamme de 25 a 95 % (Figure IV-30-b), I’augmentation du courant cathodique lui, reste
faible. Une augmentation de 10 pA (+8,3 %) est négligeable par rapport a la quantité
d’enzyme mise en jeu. Prenant en compte le prix des enzymes pour la réalisation des

électrodes, le pourcentage men,yme/myz7r est donc fixé a 47 %.
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Figure 1V-30: a- Courbes de polarisation de biocathodes compressées (0 = 5 mm) de type GC/TTF (ratio
massique 90 :10) immergées dans une solution de NaCl 0,15 mol.L!, HEPES 25.107° mol.L"’ (PH = 7,2, Tonbiante
air saturé) pour différents rapports massiques PPO/TTF : i- 25 %, ii- 47 %, iii- 94 %, vy =1mV.s".
b- Dépendance du courant de pic cathodique mesuré a E = -0,1 V vs. ECS pour des électrodes GC/TTF (ratio
massique 90 :10) en fonction du rapport massique PPO/TTF (valeurs issues de la courbe a)

IV.4.a.4 Effet de la pression lors de la fabrication des électrodes

L’effet de la pression appliquée lors de la compression du mélange médiateur,
enzyme, graphite est également étudié. Deux valeurs de pression sont choisies. L’utilisation
de médiateur rédox peu soluble en solution aqueuse rend les surfaces assez hydrophobes. La
pression adoptée initialement est de 1 tonne. Pour accroitre la porosité des électrodes, des
essais sont réalisés en appliquant une pression moindre (0,5 tonne) pour la conception des
¢lectrodes. La courbe de polarisation i donnée dans la Figure IV-31 fait état d’un large pic de
réduction centré sur E = +57 mV correspondant au potentiel de réduction de TTF" en TTF
(comme décrit dans la Figure IV-21-a) visible apres 24 heures d’immersion dans | tampon
NaCl 0,15 mol.L"", HEPES 25.10” mol.L". Ce signal rédox n’est plus observable les jours
suivants. De plus, la diminution progressive du courant cathodique situé¢ a -0,1 V vs. ECS
renforce I’hypothése d’une perte constante et rapide de I’espece rédox (et/ou de la protéine)
hors de 1’¢lectrode compressée. Avec une pression de 0,5 t, la matrice de 1’¢lectrode est trop
poreuse et laisse s’échapper I’espece nécessaire a la réduction de O, a I’extérieur de celle-ci
La pression a appliquer pour la fabrication des électrodes est donc choisie et fixée a une

valeur de 1 tonne pour des électrodes de 5 mm de diametre.
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Figure IV-31: Courbes de polarisation d une biocathode compressée (0 = 5 mm) de type GC/TTF (ratio 95 :5)
et un rapport de PPO/TTF de 47 % obtenue par une compression de 0,5 tonne puis immergée dans une solution
de NaCl 0,15 mol.L”!, HEPES 25.10° mol L, pH = 7,2 et sous air saturé apres : i- 24 heures, ii- 48 heures,

iti, 6 jours, iv- 14 jours et v- 17 jours, v, = 1 mV.s™

IV.4.a.5 Stabilité temporelle

Une fois les parametres expérimentaux optimaux déterminés, 1’évaluation de la
stabilit¢ de la réponse électrochimique des biocathodes est réalisée lors de mesures
quotidiennes du potentiel a I’abandon et des tracés des courbes de polarisations cathodiques.
Pour rappel, les biocathodes présentées ici sont congues a partir d’'un mélange GC/TTF (ratio
massique de 95:5), d’un rapport massique entre 1’enzyme et le médiateur de
PPOITTF =47 %, soumis a une pression de 1 t et immergées dans une solution tampon NaCl
0,15 mol.L'l, HEPES 25.107 mol.L'l, sous air saturé. D’apres la Figure 1V-32, la valeur du
potentiel est stable dans le temps avec une valeur de 141 £ 3 mV. Le courant de réduction
mesur¢ a -0,1 V ws. ECS révele une fluctuation relativement importante
(I.01v=-135+40pA) sur une période de 25 jours. Au-dela de 25 jours d’immersion, le
courant chute brusquement a -70 pA et se stabilise a cette valeur (qui correspond au courant
mesuré dans la Figure IV-31 lorsque le médiateur ou I’enzyme avait diffusé abondamment

hors de I’¢électrode). Les biocathodes ont donc une durée de vie de 25 jours.
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Figure 1V-32: Courbe de stabilité du potentiel a I’abandon et du courant de pic a -0,1 V d’une biocathode
compressée (0 = 5 mm) de type GC/TTF (ratio 95 :5) et de charge enzymatique PPO/TTF = 47 %, compactée
sous une pression de 1 tonne et immergée dans un tampon NaCl 0,15 mol.L”!, HEPES 25.107° mol.L”, pH=72

et sous air saturé

IV.4.a.6 Augmentation de la surface géométrique

L’influence de la dimension du diameétre des cathodes est menée. Conformément a ce
qui est attendu, le potentiel a ’abandon d’une biocathode de grand diamétre est identique a
celui mesuré précédemment (AEpcp = £ 3 mV). La Figure IV-33 renseigne sur
I’augmentation des courants obtenus lors de la modification de la surface des cathodes.
Mesurés a -0,1 V, les courants sont de -207 et de -362 pA pour les électrodes de @ =5 et
0 =13 mm respectivement représentant un gain d’un facteur 1,75 (inférieur au facteur
d’accroissement de la surface de 2,60).

Il est a noter une modification de 1’allure des courbes de polarisation qui présentaient
auparavant un pic de réduction détecté a -0,1 V vs. ECS lorsque celles-ci sont immergées sans
membrane de protection (Figure IV-33-i) en comparaison avec une électrode identique
introduite dans une membrane de dialyse de porosit¢ 100 Da (Figure 1V-33-ii). Le 77F, de
masse molaire Mrrr ~ 204 g.mol'l, et I’enzyme se retrouvent confinés dans la membrane
lorsqu’ils sont libérés hors de 1’électrode comprimée. Ainsi, la concentration en TTF ' est
nettement plus importante au niveau de 1’¢électrode ce qui augmente les courants cathodiques
atteignant -200 pA. La présence du semi plateau pourrait alors &tre due a un effet de

concentration des especes rédox présentes dans la membrane.
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Figure 1V-33: Courbes de polarisation de biocathodes compressées de type GC/TTF (ratio massique 95 :5) et
un rapport de PPO/TTF de 47 % immergées dans une solution tampon de NaCl 0,15 mol.L”,
HEPES 25.107 mol.L” (PH = 7,2, Toynpiane @ir saturé) : i- @ = 5 mm (mgesrrr = 100 mg, sans membrane de
dialyse), ii- @ = 5 mm (mgerrrr = 100 mg, avec membrane), iii- @ = 13 mm (mgeirrr = 400 mg, avec

-
membrane), v, = 1 mV.s

IV.4.b Caractérisation de la bioanode

IV.4.b.1 Effet de la concentration en médiateur

L’importance du choix du ratio massique entre le carbone graphite et le médiateur
immobilisé a la bioanode se révele lui aussi essentiel. En effet, les proportions optimales sont
tres différentes de celles déterminées a la cathode. En comparant les courbes de polarisation
anodique de plusieurs systémes comprenant des ratios massiques entre le carbone et le PO de
allant de 95:5 (i) a 33:66 (v) (pour une masse totale de 100 mg) données dans la
Figure 1V-34, il apparait que les meilleures performances sont obtenues en utilisant un ratio
de 75:25 (iii). Dans ces conditions, la courbe de polarisation atteint un courant de pic
maximal de 44,4 pA (87,1 pA.cm’) 4 E =+66 mV.

1/ uA

ol:i. f 0
-0,15 01 005 0 0,05 01 0,25 0,2
E/V vs. ECS

Figure 1V-34: Courbes de polarisation de bioanodes compressées (0 = 5 mm) de type GC/PQ immergées dans
des solutions de NaCl 0,15 mol.L”', HEPES 25.107° molL”, glucose 5,5.10° mol.L" en faisant varier la
proportion massique de PQ suivant le ratio GC/PQ : o- 100 :0, i-95 : 5, ii- 90 :10, iii- 75 :25, iv- 50 :50 et

v- 33 :606 et des masses de GOx et de catalase de mgo, = 3,3 mg et Meygiase = 1,6 mg ; vy, = 1 mV.s!
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IV.4.b.2 Effet de la concentration en enzyme

Une fois la concentration optimale en médiateur obtenue, une phase d’ajustement de la
concentration en enzymes a suivi. La quantité initiale est basée sur les conditions utilisées
dans le paragraphe §1V.2.c, et adaptée a des ¢€lectrodes de diametre @ = 5 mm. Accroitre la
charge enzymatique immobilisée a I’intérieur de la bioanode permet dans un premier temps de
favoriser un décalage du potentiel a 1’abandon de I’anode dans les potentiels négatifs de
I’ordre de AE = -56 £ 6 mV (Figure IV-35-a). La valeur du courant catalytique mesuré au
potentiel du pic d’oxydation de PQ est proportionnelle a la charge enzymatique immobilisée
dans la bioanode pour des ratios massiques de GOx/PQ compris entre 12 et 52 %
(correspondant a des ratios Cata/PQ de 7 a 28%) (Figure IV-35-b). Les expérimentations

suivantes contiendront alors la charge optimale de 52 % et 28 % en masse de GOx et de Cata

respectivement.
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Figure 1V-35: a- Courbes de polarisation de bioanodes compressées (0 = 5 mm) de type GC/PQ (ratio
massique 75 :25) immergées dans une solution de NaCl 0,15 mol.L”, HEPES 25.10° molL”, glucose
55107 mol.L! (PH = 7,2, Tumpiame air saturé) pour différents rapports massiques GOx-catalase/PQ : i- 13-7 %,
ii- 26-14 %, iii- 52-28 % et iv- 79-43 %, v, = I mV.s™. b- Dépendance du courant de pic cathodique mesuré a
E =+0,1V vs. ECS pour des électrodes GC/PQ (ratio massique 75 :25) en fonction du rapport massique GOx-

catalase/PQ (valeurs issues de la courbe a)

IV.4.b.3 Effet du pH et stabilité temporelle

Les quinones sont connues pour étre des especes sensibles au pH. De plus, I’activité
enzymatique des enzymes est aussi fonction de ce parametre. Les courants catalytiques de
bioanode de type GC/PQ (75 :25, GOx/PQ et Cata/PQ 52 et 28 % respectivement) sont
¢évalués dans le cas de solutions électrolytiques ayant différents pH, typiquement 5,0, 6,0, 7,2

et 8,0 unité pH. La solution & pH = 5,0 était une solution tampon NaCl 0,15 mol.L™, acide
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citrique 25.10~ mol.L™" ajusté par HC. Les trois autres solutions sont les tampons classiques
(HEPES) utilisés tout au long des expérimentations en ajustant le pH désiré par ajout de
NaOH. Le comportement ¢électrochimique de chacune des électrodes est fortement modifié
selon le pH de la solution d’immersion traduisant donc D’effet du pH sur Dactivité
enzymatique comme 1’indique la Figure IV-36. Comme vu précédemment, des bioanodes
immergées dans une solution a pH physiologique (pH = 7,2, iii) affichent un potentiel a
I’abandon faible (Ei-o~ -175 mV) et un pic d’oxydation situ¢ dans les potentiels positifs vers
+0,1 V.

Au pH le plus acide (pH = 5,0, i), le potentiel de 1’¢lectrode est relativement élevé
pour une anode (Ei-o = -65 mV) et le courant de pic anodique I,, =+ 110 pA (diminution d’un
rapport deux par rapport a une électrode immergée dans le tampon pH = 7,2) ce qui
indiquerait une activité enzymatique moins importante en milieu acide. A pH = 6,0 (ii), le
potentiel est décalé de 15 mV dans le sens des potentiels négatifs par rapport a 1’électrode
précédente et atteint Ei—o=-80 mV. En revanche, le courant d’oxydation de POH; en PQ est
nettement plus important. Des +0,1 V, celui-ci est plus important que le courant d’oxydation
d’une électrode immergée a pH = 7,2, atteignant 320 pA a +0,2 V. L’utilité de I’augmentation
du courant est cependant remise en question dans la fabrication de pile (au moins dans le cas
de pile utilisant la PPO et le TTF) a cause de la forte augmentation du potentiel a ’abandon a
pH = 6,0. En perdant pres de 100 mV et avec des courants plus intenses uniquement pour des
potentiels élevés, une pile de type TTF/PQ aurait une fe.m. de 220 mV seulement.
Finalement, a pH = 8,0 (iv), le potentiel de 1’anode se stabilise a Ei-p = -0,214 V. Le courant
maximal est sensiblement le méme que [’¢lectrode immergée dans le tampon
« physiologique ». L’¢électrode compressée et développée dans ce chapitre peut donc

fonctionner convenablement sur une gamme de pH compris entre pH = 6,0 et pH = 8,0.
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Figure 1V-36: Courbes de polarisation de bioanodes compressées (0 = 5 mm) de type GC/PQ (ratio 75 :25) et
un rapport de GOx-catalase/PQ de 52-28 % obtenues par une compression de 1 tonne puis immergées dans une
solution de NaCl 0,15 mol.L'I, HEPES 25.10° mol L, glucose 5,5.10’3 mol L™’ apH: i- 5,0, ii- 6,0, iii- 7,2 et

iv-8,0, vy, = 1 mV.s™!
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Le meilleur compromis de valeur de potentiel a 1’abandon et de courants anodiques
apparait étre pour une bioanode immergée dans une solution a pH physiologique. La stabilité
temporelle d’une telle électrode est alors menée dans le tampon décrit précédemment a
température ambiante. La solution électrolytique est renouvelée quotidiennement pour assurer
une concentration en glucose stable (constante) de 5,5.10° mol.L". D’aprés la Figure IV-37,
en 5 jours le potentiel de 1’¢lectrode s’établit a une valeur proche de -150 mV et les courants
d’oxydation a +0,1 V atteignent 150 pA. Le potentiel suit une tendance de stabilisation a Ei—g
de -175 mV et les courants anodiques demeurent stables 176 = 15 pA sur une période de 120
jours. La stabilit¢ de la bioanode immergée a pH = 7,2 est trés bonne et nettement plus
importante que celle mesurée dans le cas de la biocathode. Etant de ce fait limité par la durée

de vie de I’¢lectrode positive, les mesures de stabilité ne sont actuellement pas poursuivies.
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Figure 1V-37: Courbe de stabilité du potentiel a I’abandon et du courant de pic a + 0,1 V d’une bioanode
compressée (0 = 5 mm) de type GC/PQ (ratio 75 :25) et de charge enzymatique GOx-catalase/PQ = 52-28 %,
compactée sous une pression de 1 tonne et immergée dans un tampon NaCl 0,15 mol.L”', HEPES 25.107 mol.L”,

glucose 5,5.107 mol. L, pH = 7,2 et sous air

IV.4.b.4 Augmentation de la surface géométrique / du volume

Comme dans le cas de la biocathode, I’effet de 1’augmentation de surface (et du
volume) est mesuré. Dans le cas présent, I’augmentation du courant anodique est conséquente
lors de 1'utilisation d’¢lectrode de grand diamétre puisqu’a +0,1 V, il vaut I, = 0,945 mA et
atteint 1,2 mA a +0,25 V. La Figure IV-38-b ¢tablit la relation de dépendance des courants
d’oxydation avec la valeur de la surface géométrique de I’¢électrode considérée. Les densités
de courant mesurées a chacune des ¢lectrodes (petit ou grand diameétre) ne sont pas égales. Le
courant d’oxydation ne dépend donc pas seulement de la surface géométrique. La
Figure I1V-38-c représente 1’évolution des courants obtenus lors de la polarisation des

¢lectrodes précédentes en prenant cette fois ci en compte non plus la surface des bioanodes
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mais leurs volumes respectifs. Les résultats semblent donc vérifier que 1’ensemble du volume
des ¢électrodes participent a I’oxydation de POH, et que les distributions du médiateur et des
enzymes dans les ¢lectrodes compressées sont bien homogenes. Ainsi, les courants
« volumiques » atteignent 3,88 + 0,35 mA.cm™ & +0,1 V. Ces résultats sont & comparer avec
les mesures de surfaces spécifiques réalisées au paragraphe §1V.2.b.1. Il avait ét¢ montré que
des électrodes de diamétre @ = 5 mm avaient une surface spécifique de 0,51 cm? (identique a
la surface géométrique). Il semblerait que la présence des enzymes augmente la permeéabilité
des ¢électrodes et par la méme occasion la surface spécifique. D’aprés les nouveaux résultats
présentés ici, il est possible d’affirmer que la surface spécifique réelle est plus importante que

la surface géométrique.
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Figure 1V-38: a- Courbes de polarisation anodique d’électrodes de type GC/PQ (75 :25 en masse) et de charge
enzymatique GOx-Catalase/PQ (52-28 % en masse) immergées dans une solution de NaCl 0,15 mol.L”', HEPES
25.107 mol. L', glucose 5,5.1 03 mol.L”! (PH = 7,2, Tiwpiame air saturé), b- résultats de la courbe a tracés en
densité de courant, c¢ résultats de la courbe a tracés en courant « volumique ». Diamétre des électrodes :

-0 =5mm, ii- @ =13 mm, v, =ImV.s'!

IV.4.c Performances de la biopile

IV.4.c.1 Préparation et performances de la biopile
Deux électrodes (une biocathode et une bioanode), concues d’aprés les conditions
optimales déterminées précédemment, sont immergées dans la méme solution électrolytique
(NaCl 0,15 mol.L'l, HEPES 25.107 mol.L'l, glucose 5,5.10'3 mol.L'l, pH = 7,2). La cathode
utilisée est de type GC/TTF (95 :5) contenant une charge enzymatique PPO/TTF de 47 %
tandis que I’anode est de type GC/PQ (75:25) contenant une charge enzymatique
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GOx-Catalase/PQ de 52-28 %. Les ¢électrodes positive et négative sont insérées dans une

membrane de dialyse de 100 et 6-8000 Da respectivement.
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Figure IV-39: Courbes de polarisation d’électrodes immergées dans une méme solution de NaCl 0,15 mol.L”,
HEPES 25.10° mol L', glucose 5,5.1 073 mol L™ (PH = 7,2, Tippiane air saturé) pour : i- biocathode GC/TTF
(95 :5), PPO/TTF : 47 %, ii- bioanode GC/PQ (75 :25), GOx-Catalase/PQ : 52-28 %, v, =1 mV.s"!

La Figure IV-39 donne les courbes de polarisation de la cathode et de I’anode. Dans
la gamme de potentiel concernée, celles-ci sont quasi-symétriques. Le potentiel de la pile
compléte est de 0,3 V. L’exploitation théorique des courbes permet d’obtenir une courbe de
puissance (non montrée) dont la valeur maximale est de 8 uW a 0,15 V. Expérimentalement,
la mesure de la puissance de la pile (Figure IV-40) indique une valeur de 8 uW
(40,8 pW.cm™®)a 0,2 V.

La prédiction de la puissance de la biopile est ici aussi en accord avec la mesure. Deux
méthodes sont utilisées pour le calcul de la puissance de la pile. La premicre, identique a la
méthode utilisée pour la caractérisation de la pile QOQH>/UQ, consiste a effectuer un balayage
linéaire en tension & 1 mV.s" entre le potentiel a I’abandon (Eip = 0,315 V) et 40 mV. La
seconde consiste a réaliser des mesures de chronopotentiométrie en appliquant différents
courants (compris entre 10 et 50 pA). Le potentiel est enregistré aprés une stabilisation de 120
secondes. La représentation de la courbe de puissance de chacune des deux méthodes montre
des résultats identiques. Ces deux méthodes sont donc valables pour mesurer la puissance des
piles TTF/PQ.
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Figure IV-40: i- Courbe de polarisation de la biopile TTF/PQ décrite dans la Figure 1V-39 immergée dans une
solution de NaCl 0,15 mol.L”, HEPES 25.107 mol.L”, glucose 5,5.10° mol.L”" (pH = 7,2, Tompiane. @ir saturé),

vy, =1 mV.s™ ii- courbe de puissance correspondante. (m) Mesures de chronopotentiométrie a courant constant,

(®) puissances correspondantes, temps d’attente pour la lecture du potentiel t = 120 s

IV.4.c.2 Association de deux biopiles en série et en paralléle

Dans les conditions décrites, les résultats sont reproductibles (P, = 8,06 £ 0,07uW).
Deux piles caractérisées en premier lieu chacune dans des compartiments différents sont
ensuite associées en série et en parallele pour augmenter les performances du systéme
(Figure IV—41).

Le montage en série consiste a connecter la cathode la pile 1 (C;) a I’anode de la pile 2
(Az). Les deux piles sont immergées dans des volumes séparés pour ne pas avoir
d’autodécharge entre les deux électrodes C; et A;. Comme attendu, le potentiel du montage
est la somme des potentiels des deux piles (E; =0,315 V, E; = 0,315V, Egie = 0,63 V). La
puissance augmente jusqu’a 12,8 uW (+63 %) a 368 mV (iii).

Dans le cas du montage en parall¢le, le probléme d’autodécharge ne se pose pas. Il n’y
a pas de court-circuit entre deux cathodes ou deux anodes reliées entre elles. Il est donc
possible de travailler dans le méme volume de solution tampon (a fortiori, ce branchement est
utilisable en condition in vivo). La f.e.m. d’une telle pile est la moyenne des f.e.m. de chaque
pile. Les courants, eux, se somment. Théoriquement, deux piles assemblées en parall¢le
devraient donc fournir une puissance deux fois plus élevée. Ce résultat est expérimentalement

obtenu (iv) avec une pile donnant une puissance maximale de 15,7 pyW a 185 mV.
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Figure 1V-41: Courbes de puissance : i et ii- de deux piles identiques aux conditions décrites dans la Figure

.. . . .. . . . . . . . \ -1
1V-39, iii- des piles i et ii associées en série, iv- des piles i et ii associées en paralléle, v, = 1 mV.s

IV.4.c.3 Biopile de grandes surfaces

En passant avec des ¢lectrodes de grandes surfaces (@ = 13 mm) pour la réalisation de
piles complétes, I’augmentation de la puissance maximale du biogénérateur est nettement plus
importante. La courbe de polarisation indique un courant maximal de 1’ordre de 300 pA
corroborant la limitation des performances de la pile par la cathode (voir courbe de
polarisation d’une biocathode de @ = 13 mm, Figure IV-33). La biopile a une force
¢lectromotrice de 317 mV et une puissance maximale de 27 £ 2 uyW a 0,155 V. Les mesures
de chronopotentiométrie se sont avérées en accord avec les mesures faites en potentio
dynamique. Elles décrivent relativement bien la courbe de puissance méme si des disparités

entre les deux méthodes sont remarquables pour certains courants.
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Figure 1V-42: i- courbe de polarisation d’une biopile TTF/PQ (@ = 13 mm)décrite dans la Figure 1V-39
immergée dans une solution de NaCl 0,15 mol.L!, HEPES 25.10°7 mol.L, glucose 5,5.107° mol.L”’ (pH =72,

. , i .. .
Tompianies  @ir saturé), v, = 1 mV.s'; ii- courbe de puissance correspondante. (m) Mesures de
chronopotentiométrie a courant constant, (®) puissances correspondantes, temps d’attente pour la lecture du

potentiel, t =120 s
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Pour évaluer la capacité de la pile a fonctionner en générateur un courant constant de
100 pA est appliqué aux bornes de la pile. Le potentiel chute alors brusquement de 285 mV a
220 mV, correspondant a la zone de perte dii a D’activation des mécanismes de transfert
¢lectronique. Ensuite, 1’évolution du potentiel devient linéaire (due aux chutes ohmiques)
avec une pente de -2,7 mV.min". Il faut ici remarquer que la pente de diminution de E est
identique a celle dans le cas de la pile QOH,/UQ exposée en début de chapitre. Cependant, le
courant imposé est ici 20 fois supérieur ce qui indique que la nouvelle pile TTF/PQ est

nettement plus performante.
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Figure 1V-43: Courbe de décharge a courant constant (I = 100 uAd) d’une pile a glucose oxygene TTF/PQ
(0 = 13 mm) immergée dans une solution de NaCl 0,15 mol.L”', HEPES 25.10° mol.L", glucose 5,5.10° mol.L”
(PH =72, Taonpianie air saturé)

IV.5 Conclusions du Chapitre IV

Dans la premiére partie du chapitre, le fonctionnement d’une pile enzymatique a
glucose/oxygene « bioinspirée » a été démontré. L utilisation de composés dérivés de quinone
incorporés a du carbone graphite et en présence d’oxydoréductase a permis cette réalisation.
Cette pile est constituée d’une bionaode et d’une biocathode a base de glucose oxydase et de
polyphénol oxydase pour I’oxydation du glucose et la réduction de 1’oxygeéne moléculaire
respectivement. Pour assurer les transferts électroniques entre les centres actifs des enzymes
et le carbone de 1’¢électrode, I'ubiquinone est utilisée a 1’anode et la quinhydrone a la cathode.
Dans des conditions in vitro, la pile offre une puissance maximale de 2 pW a 62 mV
(fe.m. =250 mV) en présence d’une faible concentration de glucose (5,5.10° mol.L”, a
pH =7,2). Cette partic a ¢galement eu pour but principal de démontrer la faisabilité et le
fonctionnement de I’implantation de la biopile dans un organisme vivant. Ainsi, la pile atteint

1,75 uW (f.e.m. = 180 mV) une fois implantée dans un rat.
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La seconde partie fait part des résultats obtenus dans la recherche de nouveaux
médiateurs rédox utilisables soit a la cathode, soit a ’anode pour augmenter les performances
et la stabilité de la pile. Une grande majorité¢ des espéces caractérisées sont des composés
insolubles ou faiblement solubles. Quelques uns d’entre eux se sont montrés potentiellement
intéressants dans la catalyse de la réduction de 1’oxygeéne ou de I’oxydation du glucose,
comme le tétrathiafulvaléne (77F) pour le c6té cathodique, la phénanthérenequinone (PQ) et

la 1,4-naphtoquinone (/4-NQ) pour le coté anodique.

La derniére partie a consisté a caractériser et optimiser une nouvelle biopile basée sur
’utilisation des médiateurs révélés dans la partie précédente (77F et PQ a la cathode et a
I’anode respectivement). Il a pu étre démontré que plusieurs parametres pouvaient influer sur
la réponse des ¢lectrodes. L’effet de la proportion de médiateur, de la charge d’enzyme
immobilisée, de la pression, du pH des solutions tampon utilisées, de la surface des électrodes
ont été évaluées en rapport avec les courants catalytiques mesurés. Une pile congue avec des
¢lectrodes de faible surface (@ = 5 mm) a pu étre développée et fournir une f.e.m. de 320 mV
et une puissance maximale de 8 pW (40,8 uW.cm™) a 180 + 10 mV sur une période de 25
jours. Finalement, avec des électrodes de grande surface (@ = 13 mm), les performances de la
pile ont pu étre accrues avec une puissance maximale de 27 £ 2 uW (soit une augmentation
d’un facteur 13,5 par rapport a la premiere pile QOH,/UQ développée).

A T’heure actuelle, aucune implantation n’a été réalisée avec le nouveau prototype de
biopile a glucose. Des problemes liés a la diffusion persistante des espceces rédox et a des

problémes de connections ¢électriques des implants sont les freins a I’expérimentation in vivo.
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Ce travail de recherche comportait deux objectifs principaux. L’un était de développer
un biocapteur immunologique pour une détection sans marquage d’un antibiotique, 1’autre
¢tait de proposer de nouvelles méthodes originales de production d’énergie par 1’utilisation

d’enzymes.

Dans le premier chapitre de ce manuscrit, deux aspects de la bioélectrochimie ont été
présentés. Ceci a permis de faire transparaitre les enjeux, les besoins et les stratégies actuelles
utilisées pour le développement en bioanalyse et en bioénergétique. Dans le cas de la
biodétection, le regard s’est posé plus en détail sur les différentes méthodes de détection pour
le cas de capteurs immunologiques. Pour celui de la bioénergétique, apres avoir décrit les
principales approches en vue de production €lectrique par voie bioé¢lectrochimique, 1’attention
s’est centrée sur les enzymes rédox dans le but de promouvoir 1’oxydation de différents

combustibles dits « renouvelables ».

Dans le deuxiéme chapitre, dédi¢ a la biodétection, le travail s’est orienté sur
I’¢laboration d’un immunocapteur impédancemétrique pour la détection d’un antibiotique : la
ciprofloxacine. Le but était de mesurer une perte progressive d’un anticorps préalablement
immobilisé a la surface du transducteur par liaison affine et spécifiquement dirigé contre
I’antibiotique a détecter.

Apres avoir modifié la surface du transducteur par le film de polymeére, un modéele de
I’antibiotique a pu étre immobilisé de facon covalente sur les chaines alkyles du polymeére
par la formation de liaison amide. Cette étape a été vérifiée indirectement par les variations de
perméabilité du film avant et apres greffage.

Les électrodes ainsi modifiées ont été ensuite mises en présence de I’anticorps
spécifique a la ciprofloxacine qui se lie au modele de 1’antibiotique par un couplage affin,
typique des interactions existantes entre anticorps et antigéne. Le succes de ce couplage a été
vérifié par une détection ampérométrique en « sandwich » qui vise a immobiliser un second
anticorps étiqueté d’une enzyme rédox, ici, la HRP.

Finalement, la mesure de la détection de la ciprofloxacine a été réalisée grace a la
spectroscopie d’impédance électrochimique en présence d’une sonde rédox. Les spectres
d’impédance ont permis de visualiser clairement la fixation de 1’anticorps spécifique a la
ciprofloxacine sur 1’assemblage moléculaire et d’identifier un décrochage progressif de cet
anticorps en présence d’une concentration croissante en ciprofloxacine en solution. Le capteur

posséde une limite de détection extrémement faible de 1.10™% g.mL™".

Le troisiéme chapitre s’est orienté sur la production électrique par production d’un
gradient de concentration. Une oxydoréductase (la glucose oxydase) et une hydrolase
(l’uréase) ont été utilisées dans des compartiments séparés pour générer des protons et des

ions hydroxydes respectivement a partir de glucose et d’urée.
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Le gradient de pH qui s’établit entre les deux compartiments a été converti en
différence de potentiel €lectrique par la présence d’un couple rédox identique, sensible au pH
a a chacune des électrodes. La quinhydrone immergée dans le compartiment acide est
responsable d’une augmentation du potentiel de 1’¢lectrode. Inversement, la quinhydrone
immergée dans la solution alcaline entraine la diminution de la valeur de E. La particularité de
cette biopile réside alors dans I’émergence d’une force électromotrice provoquée uniquement
par I’apparition du gradient de pH.

Plusieurs prototypes et matériaux d’¢lectrode ont été utilisés pour 1’assemblage des
piles a gradient de pH. Les meilleures performances ont été obtenues en présence de
concentrations élevées de glucose et d’urée (0,4 mol.L™"). La pile offre alors une fe.m. de
208 mV avec une puissance de 30 uW et peut délivrer des courants de 10 a 20 pA.

Le quatriéme et dernier chapitre de ce manuscrit se propose de fournir une solution au
développement de biogénérateurs a caractere implantable pour des applications médicales.
L’idée fondatrice du projet est de drainer 1’énergie chimique directement présente dans le
corps humain avec la présence de molécules comme le glucose ou I’oxygene dans le but de la
convertir en énergie ¢lectrique. Pour cela, des enzymes associées a des médiateurs rédox sont
utilisés a chacune des ¢électrodes et sont immobilisés par simple compression mécanique ce
qui facilite la fabrication des bioélectrodes.

La premiere biopile implantable a été congue en s’inspirant des phénomenes de
transferts électroniques nécessaires a la vie des cellules. L’ubiquinone a tout d’abord été
sélectionnée pour accomplir ces transferts entre la glucose oxydase (GOx, Aspergilus Niger)
et le carbone a 1’anode lors de 1’oxydation du glucose. La quinhydrone, elle, a ét¢ immobilisée
pour conduire les ¢€lectrons de 1’¢lectrode jusqu’a la polyphénol oxydase (PPO, Agaricus
Bisporus) pour la réduction de 1’oxygeéne moléculaire. Il faut, par ailleurs, remarquer qu’il
s’agit de la premiere biopile a glucose/O, développée avec I’utilisation de la PPO a la cathode
pour la réduction de I’oxygene moléculaire.

Cette pile a ubiquinone/quinhydrone a d’abord été caractérisée au laboratoire dans des
conditions physiologiques puis, a été implantée dans un animal vivant. Les performances
obtenues ont été similaires ce qui a prouvé le bon fonctionnement de la biopile aussi bien in
vitro que in vivo (193 mV et 1,75 uW).

Afin d’augmenter les performances du systéme, de nouvelles especes rédox ont été
¢tudiées en vue de leur utilisation a chaque électrode. Deux médiateurs de choix ont pu étre
identifiés, I'un pour I’anode, la phénanthrénequinone et 1’autre pour la cathode, le
tétrathiafulvalene.

La caractérisation des nouvelles ¢électrodes a pu mettre en évidence une forte
dépendance des performances par rapport aux parametres tels que la concentration en
médiateur immobilisé, la charge enzymatique utilisée, la valeur du pH des solutions, la valeur

de la pression de compression. Une fois, ces parametres expérimentaux optimises,
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I’assemblage d’une pile compléte a pu donner lieu a une nouvelle biopile. Toujours dans les
conditions physiologiques, cette nouvelle biopile offre une puissance maximale de 27 pW
augmentant les performances d’un facteur 13,5 par rapport a la premiere biopile implantée.
Des ¢études complémentaires devraient étre réalisées pour mieux appréhender les
mécanismes réactionnels ayant lieu a chacune des bioélectodes, notamment les interactions
entre médiateur et centre actif des enzymes dans le but d’obtenir des données sur les

cinétiques de ces réactions.

L’utilisation de nouveaux matériaux d’électrode (nanotubes de carbone,
nanoparticule,...), I’'immobilisation des especes rédox (dans des polymeéres, par couplage
covalent), sont autant de pistes qu’il faut encore arpenter dans la quéte de 1’augmentation des

performances des biopiles enzymatiques développées ici.
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E.1 Immunosensor

E.1.a Organic compounds synthesis

E.1.a.1  Synthesis of pyrrole-NHS

The monomer pyrrole-NHS (N-hydroxysuccinimido 11-(pyrrol-1-yl) undecanoate) was
synthesized according to Ionescu’s work by changing the length of the alkyl chain from 4 to
11 carbon atoms'.

The pyrrole-NHS monomer was synthesized in the following way: 4-pyrrolyl butanoic acid
(298 mg, 1.9 mmol), N-hydroxysuccinimide (NHS) 228 mg, 2 mmol) and 1,3-
dicyclohexylcarbodiimide (398 mg, 2 mmol) were dissolved in dry tetrahydrofuran. The
mixture was stirred under argon overnight at room temperature and then filtered. The organic
phase was evaporated and the residue was washed with CH,Cl,. Crystallization from CH,Cl,
gave 494 mg of pyrrole-NHS (60% yield).

E.1.a.2  Synthesis of the fluoroquinolone model
The fluoroquinolone model, 7-(2-aminoethylamino)-6-fluoro-1,4-dihydro-4-3-quinoline-3-
carboxylic acid (hapten) was provided by the Spanish partner AMRg-CSIC involved in the
project. It was synthesized from ethyl 6,7-difluoro-4-hydroxyquinoline-3-carboxylate
prepared following described procedures developed by Kamal et al.> and further alkylated at
the nitrogen by treatment with propyl iodide to give ethyl 1-propyl-6,7-difluoro-1,4-dihydro-
4-oxoquinoline-3-carboxylate. Hydrolysis of the ethyl ester provided the corresponding
carboxylic acid of the quinolone. Finally, the ethylenediamine group was introduced at the C-

7 position by nucleophilic substitution of the fluorine atom to yield the desired compound.

E.1.b Solvents, reagents and apparatus

E.1.b.1  Solvents

All aqueous solutions were prepared with deionised water obtained from ONDEO purlTE
select.

Organic solutions for electrochemistry were prepared with acetonitrile (CH;CN) (Rathburn,
HPLC grade, [H,O] < 100 ppm) used as received. Dimethylformamide (DMF) (analytical

grade) was dried over Na,SOj for one day.
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E.1.b.2  Raising of the polyconal antisérum model
The polyclonal antiserum was raised in rabbit against 1-(3-mercaptopropyl)-6-fluoro-7-
(piperanicyl)-1,4-dihydro-4-oxo-quinoline-3-carboxylic acid coupled to horseshoe crab
hemicyanin. Preparations of the immunogen and antibodies were previously described by

Adrian et al.” and were provided by the Spanish partner AMRg-CSIC involved in the project.

E.1.b.3  Other reagents

Tetrabutylammonium perchlorate (TBAP, purified, electrochemical grade, > 99.9 %) and
ciprofloxacin (analytical grade) were obtained from Fluka.

KCl, Na,HPO4, KH,PO4, Tween 20 (10 %), Hydroquinone (purity > 99%), triethylamine
(purity > 99%), H,O5 (30%), and [Ru"'(NH;)s]Cls (purity 98%) were Sigma-Aldrich products.
K;3Fe(CN)g and K4Fe(CN)g, 3H,0 and AgNOs were purchased from Prolabo products.

Sodium chloride (NaCl) and Sodium hydroxide (NaOH) was provided from Carlo Erba.

All chemicals were analytical grade and used without further purification.

E.1.b.4  Apparatus
Cyclic voltammetry and electropolymerization experiments were performed with an Autolab
potentiostat 100 (Eco Chemie, Utrecht, The Netherlands) controlled by the GPES software.
Electochemical Impedance Spectroscopy (EIS) was carried out with the same machine using
the FRA software. Simulations (Processings) of data obtained were done with the Zview

software using equivalent electrical circuit.

An electrochemical three-electrode cell (Metrhom) was employed. Glassy carbon disk
electrodes (@ = 3-5 mm) were used as working electrodes and polished with 1 pm diamond
paste (MECAPREX Press PM), thoroughly rinsed with distilled water, ethanol and acetone
and finally dried under argon before use. A platinum wire was used as the counter electrode
for both organic (CH3CN) and aqueous (PBS) media. An Ag/Ag" ([Ag']=[NO;] 10 mol L™
in CH3CN + 0.1 mol L™ TBAP) electrode and a saturated calomel electrode (SCE) were used
as reference electrode in acetonitrile electrolyte and aqueous solutions, respectively.

The Phosphate Buffer Saline (PBS, 107 mol L") solution is made from the mixture of 0.137
mol L' NaCl, 1.5 10” mol L' KH,POy, 8.0 10 mol L' Na,HPO4, 2.7 10” mol L' KCl and
adjust at pH = 7.5. PBST is PBS buffer with 0.05% Tween 20.

Permeability measurements were carried out with [Ru™(NH;)]*" (2.0 10~ mol L") as a redox
probe in PBS solution. The rotating disk voltammograms were recorded at 10 mV s, the

rotating rate varying from 250 to 2500 rpm from O to - 0.65 V vs. SCE.
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Amperometric measurements were carried out with hydroquinone (2.0 10° mol L") as
enzyme substrate in presence of hydrogen peroxide (2.9 107 mol L™). The enzymatically
generated quinone was detected through its reduction at the electrode surface at
-0.5 V vs. SCE.

All experimental impedance spectra were recorded with a 500 rpm rotation speed at room
temperature (23 + 2 °C) in phosphate buffer saline solutions (PBS, 0.15 mol L, pH = 7.5)
containing the redox system [Fe(CN)¢]*/[Fe(CN)s]* (107 mol L™). The frequency sweep
ranged from 50 kHz to 0.1 Hz at the equilibrium potential (0.2 V vs. SCE) with an ac

potential amplitude of 5 mV rms.

E.1.c Electrode modifications

The polypyrrole films were electrochemically generated from pyrrole-NHS (2 10~ mol L") in
CH;CN + 0.1 mol L' TBAP, by controlled potential oxidation at 0.85 V vs. Ag/Ag" at room
temperature under an argon atmosphere. The charge passed during the electropolymerization
step was fixed at 2.5 mC cm™.

The steps carried out for the construction of the biosensor on the modified glassy carbon

electrodes are the following:

¢ The first step consisted in the deposition of a drop (20 uL) of the antibiotic model
solution on the polypyrrole film followed by an incubation step overnight at 4 °C. The
solution of antibiotic model was a mixture of 1.2 mg of the model in 250 pL of dry
DMF with 2 pL of triethylamine. Then, the resulting electrodes were washed for 30
min in dry stirred DMF solution, rinsed carefully several times with PBS solution and

dried under argon.

« The polypyrrole-antibiotic model electrodes were then incubated with 15 pL of the
anticiprofloxacin antibody solution (dilution 1/100 in PBST) for 30 min at 4 °C.
Finally, the antibody-modified electrodes were washed under stirring in PBS for 30

min.

¢ Before impedance experiments, the resulting immunosensors were immersed, for
30 min, in aqueous solutions containing different concentrations of ciprofloxacin from
1 pgmL” to I ug mL™" in PBS with 0.5 mol L™ NaOH.

¢ For the amperometric measurements, an additional incubation of the immunosensors

with 15 pL of a secondary antibody marker labeled by a HRP was performed for
30 min at 4 °C and followed by a washing step with PBS solution.
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E.2 Biofuel cells

E.2.a pH Gradient Biofuel Cell

E.2.a.1 Reagents
All aqueous solutions were prepared with deionised water obtained from ONDEO purl TE
select.
Potassium chloride (KCl), Na,HPO,4, NaH,PO,, quinhydrone (equimolar mixture of quinone
and hydroquinone, 97 %), D-glucose, glucose oxidase (GOx, E.C. 1.1.3.4 type VII, from
Aspergillus niger, 179 U mg™), catalase (E.C. 1.11.1.6, from Bovine Liver, 1610 U mg™),
urease (E.C. 3.5.1.5, type IX, from Jack Beans, 70.4 U mg™') were Sigma-Aldrich products.
Urea and agar were Fluka products.
Sodium chloride (NaCl) and Sodium hydroxide (NaOH) was provided from Carlo Erba.
Carbon felt was supplied from Carbone Lorraine, while Graphite Flake particles were
purchased from Sigma-Aldrich.

All chemicals were analytical grade and used without further purification.

Dialysis membranes were purchased from Spectrumlabs: Spectra/Por® Dialysis membrane,
MWCO 6-8000 g molfl, flat width 32 mm, diameter 20.4 mm, vol/length 3.3 mL cm'l;
Spectra/Por® CE, cellulose ester membrane, MWCO 100 g mol™, flat width 31 mm, diameter
20 mm, vol/length 3.1 mL cm™.

E.2.a.2 Apparatus

Linear Sweep Voltammetry and galvanostatic experiments were performed with an Autolab
potentiostat 100 (Eco Chemie, Utrecht, The Netherlands) controlled by the GPES software.

Both Carbon felt (V = 0.9x0.9x0.9 cm’) or disk electrodes (@ = 13 mm) (biocathode or
bioanode) were used as working electrode for half cell characterization. A platinum wire was
used as the counter electrode. A saturated calomel electrode (SCE) was used as reference
electrode the phosphate buffer. For full-cell experiments, the biocathode was chosen as

working electrode whilst the bioanode was the counter/reference electrode.
Aqueous solution is prepared with 0.15 mol L' NaCl (and adjust at pH = 7.2 with
Na,HPO4/NaH,PO4 25.10° mol.L! and NaOH in the case of a buffered solution). pH shifts

were carried using a CRISON pH-meter GLP 21+ with a dual electrode.

A Cary 100 spectrophotometer (Varian) with a 1 cm path length cuvette was used for the UV-

Visible spectroscopy controlled with a Varian software.
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E.2.a.3  Electrode fabrication
The dimensions of the cubic carbon felt electrodes were (0.9%0.9x0.9 cm”).
Quinhydrone electrodes were prepared as follows: 175 mg graphite flake particles, 85 mg of
quinhydrone, 0.15 mL water and glycerol (25 pL) were thoroughly mixed in a ceramic
mortar. The resulting graphite-quinhydrone paste was pressed at 10,000 kg cm™ to form a
disk. The surface area and thickness of disk are 1.33 cm” and 0.1 cm, respectively. A platinum
wire was fixed by a conductive carbon glue on one side of the disk, which was then covered

by an insulating silicon film to reinforce the mechanical strength of the biocoating.

E.2.a.4 Biofuel cell assembly

% Demonstrator unit / Carbon felt electrodes
The agar-agar wall is a 1.5 % agar: water (w:w). First, the agar-0.15 mol L' NaCl/water
mixture was melt at 85 °C. Then, under its liquid form, it was introduced between the
compartments junction. Finally, the wall was cooled under ambient temperature and the
demonstrator was used once the wall solidification was complete.
Both carbon felt electrodes were immersed in an aqueous 0.15 mol L™ NaCl solution (1 mL)
containing quinhydrone (3.2 10° mol L") and enclosed in a dialysis membrane with a
molecular weight cut-off of 100 g mol”. The biofuel cell was constituted by two
compartments (6 mL each) separated by a hydrogel wall (agar-agar; thickness: 5 mm). The
anode and the cathode bags containing carbon felt electrode and quinhydrone were immersed
in 0.15 mol L' NaCl containing different concentrations of D-glucose and urea. In addition to
the electrolyte, substrates and electrode bag, the bioanode compartment contained urease
(57.4 mg) while the biocathode compartment contained GOx (22.5 mg) and catalase (3.8 mg).
The electrochemical measurements of the biofuel cell performance were carried out after a

1-h waiting whatever the concentration of D-glucose and urea.

E.2.a.5 Miniaturised unit / Carbon felt electrodes
Both carbon felt electrodes were immersed in an aqueous 0.15 mol L™ NaCl solution (1 mL)
containing quinhydrone (3.2 10~ mol L) and enclosed in a dialysis membrane with a
molecular weight cut-off of 100 g mol™. Each dialysis bag (anode and cathode) was placed in
another dialysis bag with a molecular weight cut-off of 6-8000 g mol™ containing 0.15 mol L’
' NaCl (2 mL) and urease (57.4 mg) for the anode or GOx (22.5 mg) and catalase (3.8 mg) for
the cathode. The two resulting bags were soaked in 25 mL of 0.15 mol L™ NaCl containing

different concentrations of D-glucose and urea.

¢ Demonstrator unit / Compacted quinhydrone electrodes
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The quinhydrone electrodes obtained by mechanical compression were immersed in an
aqueous 0.15 mol L™ NaCl solution (1 mL) and enclosed in a dialysis membrane with a
molecular weight cut-off of 100 g mol'. The biofuel cell was constituted by two
compartments (6 mL each) separated by a hydrogel wall (agar-agar; thickness: 5 mm). In
addition to the electrolyte, substrates and electrode bag, the bioanode compartment contained
urease (57.4 mg) while the biocathode compartment contained GOx (22.5 mg) and catalase
(3.8 mg). The electrochemical measurements of the biofuel cell performance were carried out
after potential stabilization whatever the concentration of D-glucose and urea.

% Miniaturised unit / Compacted quinhydrone electrodes
The compacted quinhydrone electrodes were immersed in an aqueous 0.15 mol L™ NaCl
solution (1 mL) and enclosed in a dialysis membrane with a molecular weight cut-off of 100 g
mol”'. Each dialysis bag (anode and cathode) was placed in another dialysis bag with a
molecular weight cut-off of 6-8000 g mol™ containing 0.15 mol L™ NaCl (2 mL) and urease
(57.4 mg) for the anode or GOx (22.5 mg) and catalase (3.8 mg) for the cathode. The two
resulting bags were soaked in 25 mL of 0.15 mol L™ NaCl containing different concentrations

of D-glucose and urea.

E.2.a.6  UV-visible measurements
The leakage of the quinhydrone was followed by UV-Visible spectroscopy from 800 to 220
nm in a 3 mL quartz cell (length = 1 cm). A quinhydrone compacted electrode was introduced
in a 100 Da dialysis bag and immersed in a 0.15 mol.L"" NaCl solution (75 mL). Every 20
minutes, 3 mL were taken from the flask to perform the UV-visble spectra and replaced after
measurement. Mass loss was determined using the absorption band at A = 290 nm
(8290 = 2875 L.mol'l.cm'l).

E.2.b Enzymatic based Glucose/O2 Biofuel Cell

E.2.b.1 Reagents

All aqueous solutions were prepared with deionised water obtained from ONDEO purlTE
select.

Potassium chloride (KCl), quinhydrone (97 %) (Q/QH-), ubiquinone (Coenzyme Qio, UQ),
menaquinone (Vitamin K,, VK3), catechol (= 99 %) (C), 1,4-naphtoquinone (/,4-NQ),
methylbenzoquinone (98 %) (MBQ), 2,3,5,6-tétraméthyl-1,4-benzoquinone (Duroquinone,
DQ), syringaldazine (SGZ), 9,10-phenanthrenequinone (PQ) (99%), D-glucose, glucose
oxidase (GOx) (E.C. 1.1.3.4 type VII, from Aspergillus niger, 179 U mg™),
catalase (E.C. 1.11.1.6, from Bovine Liver, 1610 U mg'l), PolyPhenol Oxidase (PPO) (E.C.
1.1.14.18, from Mushroom, 5333 U mg™) were Sigma-Aldrich products.
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4-methylcatechol (4-MC) (= 98%)was an Acros Organic product.

Tetrathiafulvalene (77F) (97%) was purchased from Alfa Aesar

Sodium chloride (NaCl) and Sodium hydroxide (NaOH) was provided from Carlo Erba.
Graphite Flake particles were purchased from Sigma-Aldrich.

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) was obtained from Euromedex.

All chemicals were analytical grade and used without further purification.

Dialysis membranes were purchased from Spectrumlabs: Spectra/Por® Dialysis membrane,
MWCO 6-8000 g mol™', flat width 32 mm, diameter 20.4 mm, vol/length 3.3 mL cm’™;
Spectra/Por® CE, cellulose ester membrane, MWCO 100 g mol'l, flat width 31 mm, diameter
20 mm, vol/length 3.1 mL cm™.

E.2.b.2 Apparatus
Cyclic or Linear Sweep Voltammetry and galvanostatic experiments were performed with an
Autolab potentiostat 100 (Eco Chemie, Utrecht, The Netherlands) controlled by the GPES

software.

Disk electrodes (0@ = 13 - 5 mm) (biocathode or bioanode) were used as working electrode for
half cell characterization. A platinum wire was used as the counter electrode. A saturated
calomel electrode (SCE) was used as reference electrode in the HEPES buffer. For full-cell
experiments, the biocathode was chosen as working electrode whilst the bioanode was the

counter/reference electrode.

Aqueous solution is prepared with 0.15 mol L™ NaCl, 25 10~ mol L' HEPES and addition of
NaOH into solution to obtain the required pH value (pH = 7.2).

A Cary 100 spectrophotometer (Varian) with a 1 cm path length cuvette was used for the UV-
Visible spectroscopy with a Varian software to determine the amount of mediator released out

of the compacted electrodes.

E.2.b.3  Electrode fabrication
Compacted electrodes (@ = 13 mm) were prepared as follows: graphite flake particles, redox
mediator, 0.1 mL water and glycerol (25 uL) were thoroughly mixed in a ceramic mortar. The
desired enzyme was added into the mortar and gently mixed with the paste. The resulting
graphite-redox mediator-enzyme paste was pressed at 10,000 kg cm™ (first glucose fuel cell)
to form a disk. The pressure was then adjusted to 5,000 kg cm™ for following electrodes. The
geometrical surface area and thickness of disk are 2.15 c¢m® and 0.2 cm, respectively. A
platinum wire was fixed by a conductive carbon glue on one side of the disk, which was then

covered by an insulating silicon film to reinforce the mechanical strength of the biocoating.
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The same procedure was selected for @ = 5 mm electrodes with an applied pressure of 1,000
kg cm™. The surface area and thickness of disk are 0.51 cm” and 0.2 cm, respectively.
Mediator ratios were based on the total mass graphite/mediator (w:w), enzyme ratios were
based on enzyme/mediator ratio (w:w)

The next table summarizes weights and volumes involved in the development of the
QOQH,/UQ fuel cell for both conditions (in vitro and in vivo) described in the chapter IV, §2.

Carbon Flakes ~ Mediator / mg Enzyme / mg Volume / uLL
/ mg (ratio Med/GC) (ratio Enzyme/Med) Water - glycerol
PPO
Biocathode (Q/QH>) 200 100 (50 %) _ 50 -50
4,5 (4,5 %)

GOx Catalase

Bioanode (UQ) 160 51 (32 %) 150 - 50
7 (13 %) 3 (6 %)

The next table summarizes weights and volumes involved in the development of the
optimized electrodes for TTF/PQ fuel cell using @ = 5 mm electrode described in the
chapter IV, §4.

Carbon Flakes =~ Mediator / mg Enzyme / mg Volume / pL
0=35mm / mg (ratio Med/GC) (ratio Enzyme/Med) Water - glycerol
PPO
Biocathode (TTF) 95 5(5,2%) _ 50-25
2,3 (47 %)
GOx Catalase
Bioanode (PQ) 75 25 (32 %) 125

13 (52 %) 7.2 (29 %)

Larger electrodes (@ = 13 mm) based on T7F, PQ or 1,4-NQ mediator were adapted from this

table to obtain a 400 mg (carbon/mediator) mass.

E.2.b.4  Biofuel cell assembly

% Half cells
The compacted biocathodes were immersed in an aqueous 0.15 mol L™ NaCl, 25 10” mol L™
HEPES solution (1 mL) and enclosed in a dialysis membrane with a molecular weight cut-off
of 100 g mol™ and soaked in 25 mL of the same aqueous solution.
The compacted bioanodes were immersed in an aqueous 0.15 mol L™ NaCl, 25 10~ mol L™
HEPES, 5.5 10~ mol L™ glucose solution (2 mL) and enclosed in a dialysis membrane with a
molecular weight cut-off of 6-8000 g mol™” and soaked in 75 mL of the same aqueous
solution.

Both electrolytes were changed daily.
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E.2.b.5  Full cell (in vitro)

The compacted biocathodes were immersed in an aqueous 0.15 mol L™ NaCl, 25 10~ mol L
HEPES, 5.5 10~ mol L™ glucose solution (1 mL) and enclosed in a dialysis membrane with a
molecular weight cut-off of 100 g mol” and soaked in 25 mL of the same aqueous solution.
The resulting enclosed electrode and the bioanode were immersed in 2 mL (same aqueous
solution) and enclosed in a dialysis membrane with a molecular weight cut-off of 6-8000 g
mol™. The resulting bag was soaked in 75 mL of the same aqueous solution.

The electrolyte was changed daily.

s Full cell (in vivo)

The cells were assembled into a laminar flow hood to preserve the implantable device to be
contaminated before the surgery. All the equipment required was sterilized by autoclaving.

The compacted biocathodes were immersed in a Ringer's solution containing 5.5 10> mol L™
glucose solution (1 mL) and enclosed in a dialysis membrane with a molecular weight cut-off
of 100 g mol” and soaked in 25 mL of the same aqueous solution. The resulting enclosed
electrode and the bioanode were immersed in 2 mL (same aqueous solution) and enclosed in a
dialysis membrane with a molecular weight cut-off of 6-8000 g mol™. The resulting bag was
placed into a third and biocompatible membrane made in polytetrafluoroethylene (PTFE,
Dacron®) and soaked in 50 mL of the same aqueous solution and stored at 4°C for 2 hours

before the surgery.

E.2.b.6  Surgery, recovery and measurements

Male Wistar rats were chosen for the implantation proof of concept. The rats were
anaesthetized and maintain asleep under continuous flow of isoflurane/air. First, the belly was
shaved to prevent rat hairs to enter in the incision/slit. Then, with a median laparotomy, the
cells were introduced in the left stomach space. The catheters were subcutaneously tunnelled
from the cell to the back of the neck of the animal.

The surgery was done by Dr. Frangois Boucher (TIMC-IMAG laboratoty).

(1) Ionescu, R. E.; Herrmann, S.; Cosnier, S.; Marks, R. S. Electrochemistry
Communications 2006, 8, 1741-1748.

(2) Kamal, A.; Devaiah, V.; Reddy, K. L.; Kumar, M. S. Bioorganic & Medicinal
Chemistry 2005, 13, 2021-2029.

3) Adrian, J.; Pinacho, D. G.; Granier, B.; Diserens, J.-M.; Sanchez-Baeza, F.; Marco, M.
P. Analytical And Bioanalytical Chemistry 2008, 391, 1703-1712.
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1,4-NQ : 1,4-naphtoquinone

4-MC : 4-méthylcatéchol

ABTS : 2,2-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-acide sulphonique)
Ac : anticorps

ADN : acide désoxyribonucléique

Ag : antigéne

Ag+/Ag : électrode de référence en solution organique, [Ag] = [NO3-] = 10-2 mol.L-1
BOx : bilirubine oxydase

C : catéchol

Cata : Catalase

CDH : cellobiose déshydrogénase

CF : ciprofloxacine

CFM : modge¢le de la ciprofloxacine

COx : cytochrome oxydase

CPE : ¢lement a phase constante

d.d.p. : différence de potentiel

Do : Dopamine

DQ : duroquinone, tétraméthyl-p-benzoquinone

E.C. : numéro attribué aux enzymes par I’ « Enzyme Commision »
ECS : ¢électrode au calomel saturé (référence en milieu aqueux)
EF :enrofloxacine

F : faraday

FAD : flavine adénine dinucléotide

Fc : ferrocene

f.e.m. : force électromotrice

GC : carbone graphite

GDH : glucose déshydrogénase

GOx : glucose oxydase

Hjase : hydrogénase

HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
HRP : horse radish peroxidase

Lc : laccase

NAD : nicotinamide adénine dinucléotide

MCO : terme pour désigner les enzymes possédant plusieurs sites actifs a base d’atome de
cuivre, « Multi Copper Oxidase »
MBQ : méthylbenzoquinone

NHS : N-hydroxysuccinimide
Q : charge

P : coefficient de perméabilité d’une mebrane
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PPO : polyphénol oxydase, tyrosinase
PQ : phénanthrénequinone

PQQ : pyrroloquinoline quinone
PTFE : polytétrafluoroéthyléne
QQH; : quinhydrone

SGZ : syringaldazine

TBAP : tétrabutylammonium perchlorate
TTF : tétrathiafulvalene

UQ : ubiquinone, coenzyme Qo

Ur : uréase

umec : ultramicro électrode a cavité
VK, : ménaquinone, vitamine K,

O : diamétre

A : longueur d’onde

vp : vitesse de balayage en tension
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Electrode biomaterials employed in fabrication and
characterization of immunosensor and enzymatic biofuel cells.

Abstract: This work is focused on the development of an impedimetric immunosensor and
two enzymatic biofuel cells.

Firstly, poly(pyrrole-NHS) is used to graft a model of the ciprofloxacin antibiotic (CF)
and its specific antibody (Ab) in two steps. The displacement of the antibody in solution
directed by a strong affinity between Ab and CF is monitored by electrochemical impedance
spectroscopy. The detection limit is 10™'% g mL™.

Secondly, production of electricity is studied by two different methods. The first one is
based on the creation of a pH difference driven enzymatically by glucose oxidase (GOx) and
urease. This pH gradient is converted to e.m.f. by adding a pH-dependant redox couple. The
second method uses glucose/O; fuel cells. Electrocatalytic behaviour of enzymes such as GOx
or polyphenol oxidase (PPO) are used to oxidize glucose and reduce O,. This cell is
functional both in vitro and in vivo. Once optimized, the cells have an open circuit potential of
315 mV and a power of 27 pW.

Keywords: Electrochemistry, Immunosensor, Biofuel cell, Mediated transfer, Enzymes

Biomatériaux d’électrode appliqués a la réalisation et a la
caractérisation d’'un biocapteur immunologique et de biopiles
enzymatiques.

Résumé: Ce mémoire est consacré au développement d’un immunocapteur
impédancemétrique et de deux biopiles enzymatiques.

Premiérement, le poly(pyrrole-NHS) est utilis¢ pour I’immobilisation successive d’un
modele de la ciprofloxacine (CF) et de I’anticorps dirigé spécifiquement contre CF. La
détection est réalisée par la spectroscopie d’impédance électrochimique. Elle détecte le
déplacement en solution de I’anticorps. Le seuil de détection est de 1.10™'* g.mL ™.

Deuxiémement, la production énergétique est abordée suivant deux approches. La
premicre se base sur ’apparition d’un gradient de pH produit par deux enzymes (la GOx et
I’uréase) et converti en f.e.m. en utilisant un couple rédox sensible au pH. La seconde, repose
sur les propriétés biocatalytiques de la GOx d’oxyder le glucose et de la polyphénol oxydase
de réduire le dioxygéene. Cette pile est capable de fonctionner aussi bien in vitro que in vivo.
Une fois optimisée, la pile affiche une f.e.m. de 315 mV et une puissance de 27 pW.

Mots-clés : Electrochimie, Immunocapteur, Biopile, Transfert médié, Enzymes



