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Liste des abréviations

ABTS 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6- acide sulphonique
APPJ jet de plasma a pression hors équilibre atmosphérique
BOXx bilirubine oxydase

BwNBF,;  tetrabutylammonium tetrafluoroborate

CG carbone graphite

DET transfert d’électron direct

DMF diméthylformamide

DTT Dithiothreitol

ECS Electrode au calomel saturé

EDC 1-ethyl-33-dimethylaminopropyl)carbodiimide
ENH électrode normale a hydrogéene

f.e.m. force électromotrice

GOx glucose oxydase

MCO Multi-Copper Oxidase (oxydase multicu)vre
MET transfert d’électron médié

NAD nicotinamide adenine dinucleotide

NADP nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NHS N-Hydroxysuccinimide

NTA nitrilotriacétique

PCT temps de cycle (plasma cycle time)

Ppy polypyrrole

PV plasma voltage (tension de plasma)

SAMs self-assembled monolayers (couche auto-assemblée)

SPDP ester 32-pyridyldithio) propionic acid N-hydroxysuccinimide
TBO (7-amino-8-methyl- phenothiazin-3-ylidene)- dimethyl-ammonium (Thhe blue O)
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Introduction générale

Les biopiles sont une sourcéénergie prometteuse dans le domaine du développement
d’énergie alternative et durable. En conséquence, la recherche sur les biopiles a un connu
essor surprenant cette derniére décennie. Elles présentent de nomhareages/par rapport
aux piles a combustible conventionnelles possédentun large spectre d’applications
potentielles telles quBalimentation des dispositifs portatifs, les dispositifs implantables, les

robots, etc.

Parmi les différents types des biopiles existant, les biopiegmeatiques sont les plus
attractives. Les biopiles enzymatiques a glucosef@sentent un intérét particulier, car elles
pourraient alimenter des dispositifs médicaux implantables Hansir. Les principaix
challenges pour le développement des biopiles enzymatiques stattilitgésdes enzymes sur
les électrodeet la communication électronique entre 1’enzyme et 1’électrode. De nombreuses
méthodes d’immobilisation de 1’enzyme ont ét¢ développées pour favoriser le transfert
d’¢électron et stabiliser les enzymes. Les nouveaux matériaux sont également intégrés dans la

configuration des biopiles enzymatiques afin d’améliorer leurs performances.

Au laboratoire, nous travaillons a développer une biocathode de la biopileaitne a
glucose/Q avec une bonne performance. La laccase a été employée en ramsom fokeut
potentiel thermodynamique et de ses excellents parametrestiqaedy Elle a été
immobilisée a la surface de I’électrode de carbone fonctionnalisée par deux méthodes
différentes, avec deux objectifs principaux : i) favoriser le transfertétigrons direct
efficace entre I’¢lectrode et I’enzyme, notamment en orientant le site actif d’oxydation de
I’enzyme face a I’électrode par des méthodes de couplage appropriées. ii) comparer de fagon
systématique les performances obtenues pour chaque type de support par satoobde
I’enzyme soit par physisorption, soit par greffage covalent, ce qui est peu réalisé dans la
littérature. La premiere des méthodes de fonctionnalisation utdimésiste a réduire sur la
surface un sel de diazonium substitué avec les groupements ageeldesn veut
fonctionnaliser 1’électrode. Cette méthode a été largement décrite dans la littérature,
notamment avec des substituants de type amine ou carboxylique. Dans iar f@emps, ce
type d’¢électrode nous a servi de référence et de point de comparaison, puis a été ¢largi a de

nouveaux types de groupements fonctionnels, notamment de type hydrazideohdese



méthode de fonctionnalisation des électrodes utilisée dans ce tiéisslun procédé plasma

a pression atmosphérique dont 1’utilisation pour réaliser des biopiles est originale.

Le premier chapitre contient les données bibliographiques concernantopeleshiles
biopiles enzymatiques a glucose/dansl’application d’implantation et la configuration de la

biocathode enzymatique.

Dans le deuxiéeme chapitre, nous présentons les méthodes expérimentaktisvelmpper
une biocathode modifiée avec la laccase et les méthodegad¢écaation de la surface et

d’étude des performancesle 1’¢électrode.

Le troisieme chapitre présente les résultats expérimentaux obk@npsemiére partie est
dédiée a la fonctionnalisation d surface par la réduction des sels de diazonium qui ont
permis de fonctionnaliser la surface avec des groupements carboxyliquess aoui
hydrazides. La deuxiéme partie est consacrée a la fonctiotioaliste la surface par
traitement du plasma. Différentes paramétres au cours du traitement du plasré@&uaiés.

Enfin, différentes méthodes de fonctionnalisation de la surface et d’immobilisation de la
laccase ont été comparées afin de conclure sur une strategielemfin de développer une

biocathode de bonne performance en utilisant la laccase.
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I.1. Les biopiles a combustible

[.1.1. Introduction

La demande mondiale en énergie s’accroit chaque année. Les énergies fossiles alimentent
actuellement en grande partie cette demande, pouataedsource s’épuise et il existe des
problemes associés tejse la pollution et I’effet de serre. Cesdifficultés sont a 1’origine
d’une nécessité de chercher des soutt@&sergie alternative durables. Datescontexte, les

biopiles semblent une sourd&nergie électrique prometteus[1].

Le concept de biopiles est maintenant connu dgpéssd’un siécle aprés la publication de
la premiere biopile microbienne en 1911 [2]. Les biopiles sont deeditifs capables de
transformer directement 1’énergie chimique en e€énergie électrique par des réactions
électrochimiques impliquant des voie biochimig{#s Le principe des biopiles est identique
a celui des piles a combustiblene réaction d’oxydation a lieu a I’anode et une réaction de
réduction se produit a la cathode réaction d’oxydation libere des électrons qui se déplacent
vers la cathode par un circuit externe et quomst utilisés par la réaction de réduction. Le
circuit est complété par le mouvement des charges de compensatientssous forme
d’ions positifs a traversl’électrolyte[4]. Les biopiles utilisent des enzymes pour catalyser
I’oxydation de réducteur tels quéhydrogénd5], certains alcoolfg], [7], le glucose [8], etc.
et la réduction thn oxydant, par exemplie dioxygene [9]. La figurel.1représente le modéle

d’une biopile.

Figure1.1Présentation du modéle d’une biopile

Cette derniére décennie, le nombre de publications concernant la rechengsebiopiles a
augmenté progressivementlégant 1’intérét croissant pour cette recherche (voir Figure 1.2).
D’un coté, des problémes a fourniture et de pollution concernaritutilisation de
combustibles fossiles et les espaitslimenter des petits appareils implantables dans le corps

comme les pacemakers poussent cette rechdbéte.autre coté, les techniques dévelagspé

4



dans le domaine des biocapteurs favorisent la recherche dans le domaine des biopiles
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Figure1l.2Nombre d’articles entre 1998 et 2012 concernant 1’étude des biopiles.
Sourcé\eb of Knowledge édité en aolt 2012.

Les biopiles possedent divers intéréts comparés aux piles a combustible conedles:

1) Les piles a combustible conventionnelles requiérent des conditionsmestd® pH ou une
haute température, par exemple une SOFC (pile & oxyde solide) te#cessitempérature
comprise entre 500°C et 1000°C et une PEMFC (piles a combustibles a membra
echangeuse de protons) entre 50°C et 100°C [10]. En revanche, les bioptastulds
enzymes comme catalyseur tendent a fonctionner de fagon optimale sousndiéions
douces (température ambiante et un pH quasi-ne@freinsi, les biopiles sont attractives

parce qu’elles fonctionnent a température ambiante ou inférieur a 50°C.

2) Les biocatalyseurs des biopiles pourraient offrir un avantage sagififie colt comparé
aux catalyseurs des piles conventionnelles a hydrogene owd qld sont constitués de
métaux précieux. Par contre, pour les biopiles, la production des enzyreem€éastuse mais
[utilisation & grande échelleed biocatalyseurs pourra a terme abaisser le colt de

production [3].

3) Les piles a combustible conventionnelles fonctionnent avec ldsustifyies fossiles issues
d’énergies fossiles, tandis gigés biopiles sont alimentés par des combustibles renouvelables

car issues de la biomasse ou le dioxygéig [

4) Les hocatalyseurs permettent 1’utilisation des combustibles plus complexes contrairement
aux piles a combustible conventionleelqui consomment typiquemedi 1’hydrogene et du

méthanol comme combustibles, puisqles substrats naturels des biocatalyseurs sont



abondants dans la natJfe].

Néanmoins, actuellement, les biopiles, en termes de dengitésdance, de durée de vie et
de stabilité opérationnelle, sont largement moins performantes sjyelds a combustibles

chimiques [13].

I.1.2. Classification des biopiles

Les biopiles peuvent étre classées stddype de biocatalyseur utilisé :

[.1.2.1. Les biopiles microbiennes

Les biopiles microbiennes utilisent des microorganismes vivdotd les systéemes
enzymatiques sont mis a profit pour produire de I’énergie électrique. Les microorganismes

utilisés sont soit une espéce pure isolée soit une culture complexe.

Ce sont généralement des systemes robustes qui peuvent fonctionner sur une large gamme de
substrats grace aux nombreux enzydiesydo-réduction présents dans les microorganismes
Ce type de biopile est généralement capable de décongmyepletement le combustible en
dioxyde de carbone et eau avec plusieurs étapes de réaction eatalys@lusieurs enzymes.
Elles disposenti’une durée de vie remarquable, parce que les microorganismes sont capables
de produire tout au long de leur cycle de vie les enzymes ngesszaifonctionnement de la
biopile. Ces organismes peuvent aussi croitre et s’adapter a 1’environnement. Les biopiles
microbiennes sont égalemendsistantes a I’empoisonnement d( aux systemes ou elles
résident3].

Cependant, ce type de biopile présente en général une faible densitésdacgeudue a la
limitation du transport de mati¢re a travers la membrane des cellules et d’un faible transfert
électronique D’autre part, la biopile n’est pas immédiatement opérationnelle : il existe un
temps de latence qui couvre la période de croissance des microorganismes avant qu’elles ne

produisent les erymes d’oxydo-réduction impliquées dans le fonctionnement de la biopile[4].

[.1.2.2. Les biopiles a mitochondrie

Les biopiles & mitochondrie sont une nouvelle classe de biopilatitisé des organites
entiers comme catalyseurs [14]. La mitochondrie est un organiteogtiert de nombreux
enzymes et cofacteurs qui sont responsables du métabolisme cellbtairme les systemes

biologiques utilisés dans les électrodes des biopiles sont principaldesemicrobes ou des



enzymes, les biopiles a mitochondrie sont effectivement un groupe intermédiaire

Ces biopiles sont encore tres nouvelles dans le domaine de bioélelysecateis elles
sont prometteuses. Car elles contiennent toutes les enzymes \&tide nécessaires pour
atteindre 1’oxydation compléte d’un substrat comme un microorganisme entier. En revanche,
contrairement & un microorganismié,n’y a plus de parois cellulaires responsables du
ralentissement du transport du substrat et de la charge limitpetfamance. Pourtant, la
stabilisation des mitochondries est une étape importante quérikes ne sont pas capables de

se reproduire [15].

En 2008, I’équipe de Minteer a montré que les mitochondries immobilisées pouvaient rester
intégres, viables sans larguer leur NAD(R)u NAD(P)H intériorisé.D’ailleurs, les
mitochondries immobilisées a 1’électrode du papier du carbone ont manifestéun transfert
d’¢électron direct par contact el la cytochrome c oxydase présente a la surfdeea
mitochondrie Ce transfert d’électron directest avantageux parce qu’il diminue la complexité

du systéme en évitant le recours a des médiateurs externes [14].

Les mitochondries contiennent tous les composants nécesgaepris le cycle de 1’acide
citrique pourcatalyser 1’oxydation compléte du substrat tel que le pyruvate et une large
variété d’acides gras [16]. L’équipe de Mintees montré I’oxydation compléte du pyruvata
I’anode d’une biopile mitochondrie [14] et a évalue capacité de cette anode d’oxyder des

acides gras [15].
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Figure1l.3 Schéma d’une électrode modifiée avec mitochondrie ou la réaction chimique se
produit avec des acides gras ou pyruvate [15].

[.1.2.3. Les biopiles enzymatiques

Le premer travail concernant une biopilebase d’enzyme a été publié en 1964 et utilisait la
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glucose oxydase (GOx) comme catalyseur anodique et du glucose conya@ntpx
dit “combustibl&€ [17]. Aujourd’hui, la recherche sur les biopiles enzymatiques est toujours

attractive grace a leur turnover éleve [1].

Les biopiles enzymatiques utilisent des enzymes isolés et purifiés pouseratadg réaction
spécifique. Les enzymes sont immobilisés a la surface des élactildsieurs enzymes
peuvent étre combinéSyne cascade d’enzymes” [18], [19], [20], pour oxyder complétement

le combustible.

Le temps de réponse de type de biopile est plus court que celui des biopiles microbiennes
car elle sont directement opérationnel[d$. Elles offrent généralement des densités de
courant (ou puissance) supérieures a celles obtenues dans le cas de thiopileiennes
limitées par la résistance du transport de matiere a traversiabmane cellulaire des
bactérieg21].

Dans certains cas, les biopiles requiétengparation de 1’anode et de la cathode dans des
compartiments séparés généralement par une membrane semi-perpeableque les
combustibles nécessaires respectivement pour les réatfimnsde et la cathode interférent
trés souvent avec la réaction a 1’électrode opposée [1]. Par conséquent, la puissance serait
nulle ou négligeable. Par contre, ddhsutres cas, la grande sélectivité des enzymes vis-a-vis
de leurs substrats évite des réactions non désirBesti&a ¢lectrode. Ainsi la conception de
biopilesne nécessite pas forcément la présence d’une membrane séparatrice entre bioanode et

biocathode contrairement aux autres piles a combustibles [Ili¥jsence de membrane

séparatrice permet la miniaturisation de biopile a micro-échelle.

Un autre facteur qui conditionne les performances de la biopile est 1’efficacité du transfert
d’¢électrons a 1’¢lectrode. L’optimisation du transfert d’¢lectrons entre des enzymes et
I’électrode devient un challenge pour augmenter la puissance de ce type de biopile [1].
Différents typesle méthodes d’immobilisation des enzymes a la surface de 1’électrode ont été
développées [224t permettent de faciliter considérablement le transfert d’électron entre des

enzymes et la surface de I’¢électrode.

Malheureusement, les enzymes ne sont pas encore compétitifs aveicrigbes en terme
d’oxydation complete du combustible et de stabilité a long t¢i@je La durée de vie des

biopiles enzymatiques est trés limitée a cause de la faiblatétdkilcertaines enzymes [13].

En plus, la performance de la biopile enzymatique est limitée dudéaltoxydation

incompléte des combustibles utilisés, parce que la plupart desebiopizymatiques



développées ne se servent quene seule enzyme pour 1I’oxydation du substrat a I’anode.
Celane conduit qu’a un transfert de 2 électrons [23dt provoque la perte d’une grande partie

de I’énergie chimique de la molécule initiale. Pour limiter I’oxydation incompléte du
combustible dua I'utilisation d’un seul enzyme et ainsi bénéficierltmergie chimique du
substrat, différents enzymes peuvent étre couplés a 1’anode. Par exemple, si une molécule de
glucose était oxydée complétement en, (§&néralement par atmosphérique qui joue le
role de I’oxydant), il y aurait 24 électrons disponibles pour la génération du courant. Ce
phénoméne de cascade enzymatique permetteitumulation des électrons de chaque
réaction simple et augmenterait ainsi la densité de courant total déarda pile [19].

Réactions anodiques

- Combustibles utilisés

De nombreux réducteurs, dits "combustibles", y compris plusieurs sucrakoels

aliphatiques peuvent étre utilis@sniveau de I’anode.

Parmi les sucres, le glucose [24] est le combustible le gmsnan pour les biopiles
enzymatiques d(a sa grande abondance dans la nature et son rOle essentielledans
métabolisme humainD’autres sucres tels que le fructosd25], le lactoseet la cellobiose

peuvent aussi étre utilisés comme combustibles.

Les alcools aliphatiques les plus employés comme combussibtgsle méthanol [19]
I’éthanol [26]et le glycérol [18], etc. Le méthanol est identifié comme un rdesleurs
combustibles dans les piles a combustible conventionnelles alimentant legitigposatifs.
L’¢éthanol présente des avantagese qu’il peut étre produit par fermentation de la biomasse
Le glycérol est attractif car $aute densité d’énergie, sa faible pression de vapeur et sa faible
toxicité (contraire a méthanol et éthanol). De plus le glycérol est un sous produitliséudeti
la production de biodiesel.

Il existe d’autres sources de combustibles tells que le pyruvate [27] qui est intéressant en
raison de son abondance et son réle comme intermédiaire métabolidyeetgeng28] qui
est un combustible sans carbone et un substrat optimal pour les pile®baistibles

conventionnels.



Accepteur

Combustible Enzyme Cofacteur Demi-r action
naturel
glucose oxydase, EC 1.1.3.4 FAD glucose - glucono-1,5-lactone + 2H" + 2e” 0,
glucose d shydrog nase, o
EC1.1.1.47 NAD voir ci-dessus NAD
lucose | d shyd
& & ucoseEc ;I.Sr;g nase, PQQ voir ci-dessus quinone
ceIIobloEEj fg\gdiog nase, FAD, h me voir ci-dessus accepteur
fructose d shyd N _
fructose ruc OS:C 151 ;9“1)5 nase, FAD, h me fructose - 5-d shydrofructose + 2H" + 2e accepteur
. cellobiose d shydrog nase, cellobiose = cellobiono-1,5-lactone
cellobiose EC1.1.99.1 FAD, h me +2H  + 26 accepteur
cellobiose d shydrog nase, lactose = 4-0O-(galactopyranosyl)-glucono-1,5-
lactose EC1.1.99.1 FAD, h me lactone + 2H" + 2e” accepteur
alcool ‘; Csrl‘yldzolg nase, NAD alcool > ald hyde + 2H* + 2¢” NAD
Id hyde d shyd _
ald hy eEC 1Szy1 r5°g nase, NAD ald hyde + H,0 - acid + 2H" + 2e NAD
m thanol ; 4 shvd
it _
ormia eEC 15 zy1 r2°g nase, NAD formiate - CO, + 2H" + 2e NAD
alcool d slh\l/dgr;)g nase, EC PQQ, h me alcool > ald hyde +2H" + 2e” accepteur
alcool icsgyldgolg nase, NAD voir ci-dessus voir ci-dessus
thanol aldehyde;g 1sfz1yfr50g nase, NAD voir ci-dessus voir ci-dessus
alcool SC Slh\llcggg nase, PQQ, h me voir ci-dessus voir ci-dessus
alcool d shydrog nase, - PQQ, h me alcool - ald hyde + 2H" + 2e” -
glyc rol ald hyde d shydrog nase, - PQQ, h me ald hyde + H,0 > acide + 2H" + 2e” -
oxalate oxydase, EC 1.2.3.4 FAD, Mn oxalate = 2C0O, + 2H" + 2e” 0,
ted shyd N -
pyruvate pyruva eEC 152y4 rlog nase, NAD pyruvate + CoA-» ac tylCoA +2H" + 2e NAD
Hydrog nase associ e la + _
hydrog ne - H, > 2H + 2e -

membrane, -

- Les enzymes utilisés a l’anode :

Table1.1Combustibles et enzymes utilisés dans les biopiles enzymafidt]es

Parmi les enzymes capabl&sxyder le glucose, la glucose oxydase (EC 1.1.3.4, GOx) est

la plus largement utilisée dans le domaine des biocapéeasochimiques et des biopiles.

Elle catalyse la conversion du glucasegluconolactone qui est hydrolysé spontanément en

acide gluconique. La présence du dioxygene au cours de la réactigireadvitée car le



dioxygéne est uno-substrat naturel pola GOx et peut étre réduit en peroxyde d’hydrogéne

qui a des fortes propriétés oxydantes et qui peut étre nocif pour les cotspusbogiques

tels que les enzymd89]. Surtout, dans une pile sans membrane, le dioxygene pourrait étre
compétitif avec 1’¢lectrode et accepter les électrons libérés, entrainant une diminution de la

densité de courant anodique.

La cellobiose ddydrogénase (EC 1.1.99.18, CDH) est un enzyme prometteur récemment
utilisé pour les applications de biopile [30]. Son substrat naturé estlobiose mais il peut
¢galement oxyder d’autres disaccharides comme le lactose, ainsi que divers monosaccharides

y compris le glucose [31].

D’autres enzymes de la famille desduydrogénasefl9] peuvent également employés pou
I’oxydation des combustibles a I’anode. Les hydrogénases associées aux membranes avec un
centre catalytiqgue de Ni-Fe et qui présente une grande tolérance awdedexcarbone &t

I’oxygéne sont utilisés pourl’oxydation de I’hydrogend32].

Réaction cathodigue

- Les oxydants utilisés

L’oxydant le plus largement utilisé dans les biopiles enzymatiqued’esygene.C’est un
oxydant typique dans les piles a combustible conventionnels ou il est utilisé sous fagaze de
pur ou l’air. D’un autre cotéla molécule de dioxygene est un élément essentiel pour la
respiration de tous les organismes aérobieson omniprésence chez I’homme dirige ses

utilisations comme oxydant des systemes des piles a combuspbkestiellement
implantables [33], [34].

Il'y a trées peu de données danditi@rature concesant d’autres oxydants. Le peroxyde
d’hydrogeéne a été rarement utilisé parce qu’il peut étre nocif pour les enzymes comme un
oxydant trés for{35]. L’hydroperoxyde de cuméne &éitilisé comme oxydant dans une

biopile basée sur deux solvants non miscif3é$.
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M tal/

Oxydant Enzyme Cofacteur Demi-r action
laccase, EC 1.10.3.2 Cu 0, +4H" + 4e” = 2H,0
bilirubine oxydase, EC 1.3.3.5 Cu voir ci-dessus
OXyg ne cytochrome oxydase, EC 1.9.3.1 Cu,Fe/h me voir ci-dessus
cytochromec, - Fe/h me -
microperoxydase-11, - Fe/h me H,0, + 2H" + 2e” = 2H,0
peroxyde peroxydase du raifort, EC 1.11.1.7 Fe/h me voir ci-dessus
d’hydrog ne
(glucose, GOx) microperoxydase- , - Fe/h me voir ci-dessus
hydroperoxyde microperoxydase-11, - Fe/h me CoH1,0, + 2H + 2™ = C4H4,0 + H,0
de cum ne p y , o120, C1akp) 2

Table1.2 Oxydantset enzymes utilisés dans les biopiles enzymatiques [12].

- Les enzymes utilisés a la cathede

Les enzymes typiques capable de catalyser la réduction akygdne sont des
oxydoréductases qui contiennent des atomes de cuivre (Multi-Copper Oxid@sk,eN
anglais) comme centres actifs tels que des laccases [34$ dilidebines oxydases (BOX)
[33]. La laccase présente une activité a un pH légéremere atidlle est généralement
utilisée a pH 5 alors que IBOx a une activité maximale en milieu plus alcalin, ce qui permet

son utilisation a pH neutre.

Il existe dautres types denzymes utilisées pour la réduction du dioxygene telle que la
cytochrome oxydase (EC 1.9.3.1, C@x)e cytochrome ¢37]. Tous les deux contiennent un
centre hémique actif. Microperoxydase-11 (MP-]3%] et horseradish peroxydase (EC
1.11.1.7, HRP)38] sont des enzymes capablieséduire peroxyde d’hydrogene.

[.1.2.4. Les biopiles hybrides

Afin d’augmenter la stabilité et la performance des biopiles, les biopiles hgbrak sont
développéesn associant une électrode abiotique, généralement constitugemétal et
d’une autre électrode possédant un catalyseur enzymatique. Une éleciimapieah
catalyseur métallique apporte une forte stabdlitgermet d’atteindre un voltage le plus élevé
possible. La performance des biopiles hybrides sont limitées paet@gsdes enzymatiques
(biotiques). On utilise également souvent une électrode conventionnetlatalyseur
métallique pour compléter le circuit élaque avec 1’électrode enzymatique pour étudier les

performancede 1’électrode enzymatique [39], [40], [41].

12



En 2011, I’équipe de R. Vazquez-Duhalf40] a développé une biopin associant une anode
composée de zinc ou la réaction d’oxydation du Zn en Zn®" a lieu et une cathode modifiée
avec la laccase qui catalyse la réduction gdel®s deux électrodes ont été séparées par une
membrane de Nafion. La densité de puissance maximale atteinte est d&/xt8d a 0,41 V,

ce qui est la valeur la plus élevée obtenue avec les bio-cathodes saliBéales laccases.

I.1.3. Les applications des biopiles
La plupart des études récesont été consacrées a des applications spécifiques

1.1.3.1. Généation de I’énergie et sécurité du transport

Le développement de 1’utilisation des biopiles en utilisant des glucides combustibles
atténuait les problemes de pollution é¢ptisement d’énergie apportés par 1’utilisation du
combustible fossile, particulierement le pétrdlatilisation des biopiles pourrait également
eviter le risque lié au transport de grande quantité de combustibletatks et inflammables

outre le risque d’incendie suite a un accident de la route [1].

[.1.3.2.La source électronique pour des dispositifs implantables

L'utilisation des biopiles comme la sourd&limenter les dispositifs implantables dans les
systemes vivants est une applicatparentiel et trés active, car I’oxygéne et le combustible
nécessairgeut étre raisonnablement pris dans 1’environnement immeédiat [1]. Idéalement, une
biopile implantée utilise un métabolite biologique comme le comilaspar exemple le
glucose et le lactate qui sont tout disponibles dans les fluidemiolgygues comme le sang.

L utilisation des biopiles sur les applications médicales tels que les biocapteurs pour surveiller
les fonctions physiologiques et les systemes de livraison de méditast particulieremen
proposédl2].

Toutefois, il existe plusieurs problemes a aborder. Le plus importagueda plupart des
¢électrodes enzymatiques décrites dans la littérature jusqu’au présent ont une durée de vie de
I’ordre de semaines, pourtant une longévité de 1’ordre d’années serait nécessaire pour les
dispositifs in vivo dans les applications pratiques. Malheureusetaepiiypart des biopiles
décrites aujourd’hui ne pourraient répondrgu’aux demandes des appareils biomédicales
implantés pour les applications a court terme. Bien que les études de stabiisatenzymes
soient effectuées depuis de nombreuasases, 1’état de Iart ne peut pas encore répondre aux
demandes de stabilité a long terme des biop#e$’avenir, une solution a ce probléme

pourrait étre apportégar des techniques d’ingénierie protéique. Le probléeme de d
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biocompatibilité doit étre également abordé. Une biopile doit étre leagalionctionner dans
I’environnement physiologique sans produire du biofouling & un niveau inacceptable pendant
une période prolongéece qui conduirait a I’entartrage du dispositif ou le préjudice
physiologique aux patients [1], [21].

[.1.3.3. Robots

La conception de robots qui utilisent des biopiles pour générer une soutdeéidea été
décrite et les différents enjeux a surmonter ont été discutd8][1in des premiers exemples
est le robot chasseur de limacéSlggbot” en anglais]43]. Il est alimenté par une batterie
rechargeable et garde les limaces dans un récipient de stockage. Dés dagdabhépuisge
“Slugbot” retourne a une biopile microbienne qui transfere les limaces staetqgresiuit de
I’énergie par cet effet de‘digestior pour recharger leur batterie.

1.1.3.4. La source électrique des dispositifs portable

Les biopiles ont le potentiel@limenter les dispositifs électroniques portatifs. Quoique la
densité de puissance qu’ils offrent soit tout de méme faible [4], ils sont envisagés pour les

dispositifs qui requiérent de faibles puissances et qui peuvent étre facilenhanyédd4].

Par exemple, la compagnie SORi¥ collaboration avec ’équipe de Kenji Kano a proposé
une biopile enzymatiqua glucose/Q, fonctionnant dans une solution concentrée de glucose
(0,4 molL™), qui peut délivrer une puissance de 50 miW montage de quatre piles

connectées en série espable d’alimenter un lecteur MP3 [45]. En 2009]a biopile de méme

principe qui est capable d’alimenter une voiture radiocommandée a été développés.

e )
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BloiBttery JECiucoseisolution

Figurel.4Une biopile a glucose/t le montage de 4 piles qui alimente un lecteur MP3[45].

[.1.4. Conclusion

Les biopiles sont une source d’énergie durable et prometteuse qui posseéde de nombreux
avantages avec diverses applications potenti¢édes que I’alimentation des dispositifs

portdifs, les dispositifs implantables, les robots, etc. La recherche sur eendetaccroit et
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jouit d’un nouvel essor depuis une dizaine d’années.

Dans le développement des biopiles, la puissance, la stabilitéiopéete et la duré de vie
de la biopile sont les enjeux essentiels. Dans ces domainéspdes sont inférieures aux
piles a combustibles chimiques. Les connaissances de la bjseatdés processus
¢lectroniques a la surface et la stabilité du matériel biologique et d’autres matériaux devraient
étre améliorées pour résoudre tous ces problemes. Il est égalemenantngétudier la

performance a long terme.

Les biopiles microbiennedisposent d’une durée de vie remarquable mais présentent une
faible densité de puissance et une limitation de temps de répond@ohibss enzymatiques
ont un temps de réponse plus court et des densités de puissance pes, éealgré
I’oxydation incompléte des substrats et leur durée de vie est trés. coartecherche
antérieure a été ciblée le développement de la chimie des enf$ineDepuis 5 ans,
beaucoup tfforts ont été faits pour développer de nouvelles méthodes et desamaté
permettant ’immobilisation des enzymes sur 1’¢lectrode pour maximiser la quantité
d’enzymes a 1’électrode et optimiser le transfert d’électron entre les enzymes et 1’électrode.
La recherche’sriente également vers 1’utilisation de matériaux présentant une grande surface
spécifique ou nanostructurées, permettant ainsi d’immobiliser une plus grande quantité

d’enzymes [4].

Le développement de la recherche des biopiles augmente leur gdoednélles seront

employées communément dans des applications pratiques.
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I.2. La biopile a glucose/@

[.2.1. Introduction

La plupart des études récentes consacrées aux biopiles sont onerdédss applications
spécifiques telleFalimentation d’appareils portatifs, de dispositifs médicaux implantables, de
livraison de médicaments ou de micro-puces. Les biopiles enzymaéiggiesose/@ sans
membrane présentent un intérét particulier, car ils pourraienteraim les dispositifs
meédicaux implantéR1], [47]. Les dispositifs médicaux implantés, y compris les pacemakers,
stimulateurs nerveux, les pompes de livraison de médicament, moniteugtucose et
biocapteurs offrent des avantages non négligeables aux patients, ppledgerégulation de

la glycémie chez les patients atteints du diafigtg

Les biopiles glucoseApourraert fournir unesource d’énergie en utilisant les combustibles
endogenes présents dans 1’hote [8]. Le glucose et ’oxygéne sont en effet naturellement
présentslans 1’organisme. Pour des hotes mammiféres, le sang est une excellente source de
glucose et d’oxygeéne qui peuvent étre utilisés respectivement comme combustible et oxydant
par une biopile a gluco&®,. L’atout des piles enzymatiques a glucose/O, est donc de pouvoir
utiliser des combustibles renouvelablegdans 1’organisme mais également leur
biocompatibilité avec les systemes vivants. Pour alimenter un di§plesitianiére autonome

la biopile doit pouvoir fournir une puissance minimale de JA8V.

Puissance Requise Application envisagée

10 pW — 100 nW Electrodes de neuromodulation
100 NW- 10 pW Appareils de mesures implantables
10 uW — 1000 uW Délivrance de médicaments

1 mW-10 mW 1 mW- 10 mW Micro-actionneurs

(sphincter urinaire artificiel robotis€)
Mesure et délivrance de médicaments (pompe a irulin
10 mw-1W Suppléances de fonctions vitales défaillantes
- Rein artificiel implantable
- Myopathies
- Assistance vasculaire

Tableaul.3: Les différents types de dispositifs médicaux implantables et des puissances
requises.

Une autre application des biopiles a glucoged€rait la fabrication des micropiles. Nous

pouvons moduler les conditions de fonctionnement de la pile (pH, concentration des
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réactifs...). |l estpossible d’éliminer du milieu électrolytique toutes les espéces qui peuvent

empoisonner et/ou d’inhiber les catalyseurf21].

Cependant, la puissance et la stabilité de la biopile glucose/€bnt pas suffisant malgré le
développement de la performance des biopiles enzymatiques. Cestidimitasont
généralement attribuées a la cathode dans la plupart dd®tas

La puissance et la stabilité de la biogilglucose/Q sont souvent perturbées par certaines
espéeces. Par exemple(,, un accepteur naturel pour GOx, pourrait étre compétitif avec
I’¢lectrode pour accepter les électrons libérés par GOx, cela conduit une diminution de la
densité du courant anodiqy®g0] et surtout générer dperoxyde d’hydrogene (H,O,). La
production deperoxyde d’hydrogéne n’est pas recommandable in vivo, car il a des fortes
propriétés oxydantes et peut étre nocif pour les composants biologignss.efle tend a
diminuer la stabilité de I’enzyme et donc la durée de vie de la biopile[51]. D’ailleurs, il est
possible que certaines especes endoggnes 1’urate ou 1’ascorbate) ou exogénes (ex. le

paracétamol) puissent s’oxyder sur les électrodes et diminuer leur durée de vie [52].

1.2.2. Principe

A I’anode, la GOx est plus communément utilisée dans les anodes de biopiles [53], [54]. Le
glucose est électro-oxydé &électrode. Son oxydation totale permet théoriquement sa

transformation en dioxyde de carbone (Cén libérant 24 électrons:
CHi20s + 6Q > 6CO, + 6HO (Eq 1.1)

Pourtant, cette oxydation totaléa jamais été observée [55], [56]. L’oxydation du glucose
conduit généralement a la formation gluconolactone qui est hydrolysé spoatdren acide
gluconique [29]. L’oxydation du glucose en gluconolactone se produit selon la réaction

suivante :

CeH120s > GHi00s + 2H + 2¢é (Eq 1.2)

A la cathode, deux enzymes, en particulier, sont utilisés pour ttia&iatalyse la laccase
(Lc) et la bilirubin oxydases (BOx Tous les deux appartiennent a la famille des oxydases
multicuivre (MCO an anglais) qui utilise quatre ions cuivriques pour caalg réduction du
dioxygene en eau a quatre électrons sans libéx@s [37]. Loxygéne est réduit en eau a la
cathode :

O, + 4H + 46 > 2HO (Eq 1.3)
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La réaction globale associée au fonctionnement de la pile et donc :

2CGH1206 + @ - 2GH100s + 2 HO (Eq 1.4)

1.2.3. Quelques exemples des biopiles a glucosgi@plantées

La recherche sur les biopiles a glucose a considérablement progtepsée la biopile
développée par SONY en 2007. La plupart des nouvellesidiapglucose se servent d’une
solution avec une concentration en glucose identique a celle du milisiolphique [58],
[59], [60] (5,5%10°mol-L™* en moyenne).

Néanmoins, le nombre de biopiles a glucogsepleétement implantées n’est pas encore
élevé. Initialement, elle a pu étre implantée dans des végdataexbiopile a glucosefO
miniaturisée a été implantée dans un grain de rdBsi). Cette biopile contient deux
électrodes en fibre de carbone sipt um de diameétre et de deux centimétres de long. Les
enzymes (GOx a I’anode et BOx a la cathode respectivement) ont ét¢ immobilisés sur les
électrodes avec des médiatedutsase d’osmium a 1’aide d’hydrogel. Cette pile présente une

f.e.m. de 0,8V et délivrait une densité de puissance maximale qeve4en>.

(b)

Figure 1.5 (a) Modéle de la biopile a glucose/Q et Il sont les polyméres redox a base
d’osmium utilisés comme médiateurs. (b) Biopile a glucose/O, dans un grain de raisjb0].

Un autre exemple de biopile a glucose implantée dans des végétdarnesn cactuél].
Cette biopile est basée sur le méme systéme enzymes/méligiee celui de biopile
implantée dans le grain de raisin. Les courants anodique et cathodigueugorgntés ou
diminuéssuivant qu’une lampe éclairait (ON) ou non (OFF) le cactus, ce qui confirme la
génération du courant en présence de glucose @éi@ré au cours daphotosynthese induit

par I’éclairage et démontre la possibilité de la mesure en continyg elegllicose généres.
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Figure 1.6 Biopile implantée dans un cactus(a). Courant cathodique(b) et courant anodique (c)
suivant que la lampe éclairait (ON) ou non (OFF) le cdé&iis

En 2010, une biopile implantée dans un animal a été développée. Cette biopile a été implan
dans un rat. Une membrane semi-perméable permettamistee du glucose, de 1’0, et de
leurs produits apres la réaction a été utilisée pour confiner le collecteur d’électron, I’enzyme
et le médiateur redox et éviter la contaminatioe @ux especes exogernég]. Cette biopile
implantée présente une différence de potentiel de 0,275V et déliasapcé maximale de
6,5uW.

Figure 1.7 Biopile (b) implantée dans un rat (&2].
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I.3. Biocathode enzymatique

1.3.1. Les enzymes employés pour la réduction du dioxygene

Les oxydaseau cuivre bleestels que la laccase (Lc) letbilirubine oxydase (BOx) sont les
enzymes utilisés a la biocathode pour catalyser la réduction du dinexyge laccaset la
bilirubine oxydase appartiennent a la famille de 1’oxydase multicuivre (MCO en anglais) [57].
Les ions cuivrigues de ces enzymes sont classés en trois tyfirxcton de leurs propriétés
optiques et magnétiques. Le centre de cuivre de type 1 (T1) ateeplectrons des substrats
qui sont donneur d’électron et les transmet au site de réduction de @ site de réduction est
un cluster trinucléaire qutontient un ion cuivrique de type 2 (T2) et une paire d’ions
cuivriquesde type 3 (T3) couplés de maniére antiferromagnétique par 1’intermédiaire d’un

hydroxyde.

Les laccases ont la propriet&tre tres actives a faible pH (4~5) et de posséder un potentiel
elevé(jusqu’a + 0,57 V/IENH a pH 6 [63]). Elles sont considérées comme un électrocatalyseur
efficace pour I’électroréduction du dioxygene [49], [64], [65], [66]. Cependant, elles sont trés
peu actives en milieu pseudo-physiologique (pH 7,4 et en présence de dabfrr]). Par

contre, les BOx conservent une bonne activité & pH neutre et en présence de [6Tlpru

1.3.1.1. La Laccase (Lc, E.C. 1.10.3.2)

La laccase est une oxydase multicuivre qui catalyse 1’oxydation de différents composés
phénoliques et’d@mines aromatiques afais avec la réduction de 1’oxygeéne en eau a quatre
électrons[57]. Les oxydases multicuivres sont largement distribuées chexaletes et les

champignons et ont été identifsaehez les bactéries et les insectes [68], [69].

Figurel1.8T. versicolor, champignon de la pourriture blanche produisant la laccase.

Les substrats des laccases sont généralement des dérivés phemligmgamines. Etant

donné qu’elles ont une faible spécificité de substrat, elles peuvent oxyder une large gamme de
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substrats d’origine naturelle ou industrielle. Les laccases fongiques sont commercialisées en
tant que molécule dlanchiment dans 1’industric du textile et du colorant. D’autres
applications potentielles existent ddriadustrie du papier, la conversation enzymatique de
produits chimiques intermédiaires, la transformation oxydative des palluant

environnementaux, etc [68].

Les laccases ont un potentiel redox élevé’ @takllents parametres catalytiques, ceeagli
bénéfique pour les technologies de biocapteur et de biopile. Le potedbglde site T1 pour
différents laccases est compris entre +430 et +790mV par rapportéeotrede normale a
hydrogéne (NHE) [70], [71]. Le potentiel redox du site de T1 déterpdné la laccase T.
versicolor est de pres de 780mV par rapport a NHE et celui dgtd2st proche de 400
mV[72].

Figure 1.9 Structure de la laccase de T. versicolor [68].

La laccase de T. versicolor a une dimension approximative de 70x5J88pAe site T1
gui est mononucléaire contient un ion cuivre Cul, sa coordination a uneneysés proche
est responsable d’une bande d’adsorption intense autour de 600nm, ce qui donne sa couleur
bleue a I’enzyme. Le cuivre T1 est situé a environ 6,5 A en-dessas de la surface de I’enzyme.

Le site T2 qui est aussi mononucléaire a une résonance paramagataumique (RPE)
caractéristique. Dans le site T3, une pditiens cuivrique T3 fortement couplés de maniére
antiferromagnétique est ponté par une espéce oxygenée, ce qui rendresssidencieux en
RPE. Les sites T2 et T3 forment un centre de cuivre trinucléaire TRiiTest situé a environ
12 A au fond d’une crevasse au sein de I’enzyme. Le cuivre T1 est relié au site trinucléaire

T2/T3 par un histidine-cysteine-histidine tri-peptide [68], [73].
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1.3.1.2. La Bilirubine Oxydase (E.C. 1.3.3.5)

La bilirubine oxidase (BOx) est un autre enzyme largement utilisé pour 1’élaboration de
biocathodeElle a attire I’attention car, contrairement a la laccase, elle conserve son activité a
pH neutre et montre une grande tolérance erearslorure, ce qui confere un avantage dans
les applications en milieu physiologiqu®ourtant, le potentiel de site T1 de BOx est plus bas
gue celui de la laccase, ce qui conduit a une diminution de la peessies biopiles. Cet
enzyme a des limitations significatives de faible turnover de I’activité et d’instabilité, ce qui
motive la recherche de nouveaux BOx avec des propriétés améigieBe plus, elle est
désactivée par les ions até[52].

I.3.2. Réduction du dioxygene

La catalyse implique que le substrat réducteur soit oxydé atilsite qui s’accompagne de
la réduction de’ion CU?* de ce site T1 e@u’, puis le transfert d’électron de T1 au cluster

T2/T3. ou a lieda réduction subséquente d’une molécule de @en HO [74].

Substrat réducteut O,
Cu3a g
4 RH cu2 2 H,O

et

Radical

Cu3b

Figurel.10Réaction catalysée par la laccase.

Le mécanisme accepté de la laccase propose que les électranmaldiculaires sont
transférés du groupe donneur a celui d’accepteur par un « hopping mécanismgb7], [75],
[76], [77], [78]. Les ions cuivriques de la protéine offréstréactions du transfert d’électron
par « switch seurs états d’oxydation entre Cu®* et CuU. La fonction de centre T1 la fonction
du site T1 est d’oxyder le substrat réducteur est de fournir le transfert d’électron
intramoléculaire a grande distance du substrat ou médiateur a derdtévre redox T2/T3
[57], [78], [79]. Quatre électrons sont fournis successivement par le site T1, les trois féns Cu
du centre trinucléaire sont ainsi réduits et en [2a], [80]. Le centre cuivre T2/T3 joue un
role crucial dans la réduction de I’oxygeéne en eau. Le solvant et I’0Xygéne accedent au centre
T2/T3 a travers deux chenalix3]. Le centre cuivrique trinucléaire qui est complétement
réduit réagit avec dioxygéne et le réduit en eau :

.
0, + aH + 26 ACY, Huo (Eq. 1.5)
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Figure 111 Mécanisme de la réduction du dioxygéne en eau a 4 électrons par 1’oxydase
multicuivre [80].

[.3.3. Méthode d’immobilisation des enzymes

L’étape d’immobilisation des enzymes est cruciale pour la fabrication des électrodes
enzymatiques. Le choix ddéa méthode d’immobilisation influe directement sur les
performances dedectrodes. L’immobilisation doit étre réalisée de fagon a fixer une quantité
maximale denzymes et orienter correctement 1’enzyme. De plus, I’immobilisation ne doit pas
modifier la structure tridimensionnelle des enzymes. Les méthodes plescipa

d’immobilisation des enzymes sont :

1.3.3.1. Adsorption

C’est la technique la plus simple a réaliser. Les enzymes peuvent étre déposés a la surface de
I’¢lectrode pour un temps défini. Les enzymes sont fixés a la surface de I’électrode par des
interactions de type Van der Waals ou hydrophobes. L’avantage de cette méthode est sa
grande simplicité, puisqu’elle ne nécessite ni fonctionnalisation de la surface ni modification
de I’enzyme. Des électrodes enzymatiques utilisd@s laccases ont été développées par

I’adsorption des enzymes a la surface du graphite spectrographiqué¢81].

Cependant, cette méthodeuffre d’'un manque de stabilité dans le temps, puisque les

interactions impliquées entre les enzymes et la surface de 1’électrode sont faibles [82].

[.3.3.2. Assemblage biomoléculaire

Cette technique consiste a utiliser 1’affinité entre différentes molécules. Un exemple de cette

méthode est d’immobilisation des enzymes par le biais de complexe métallique : un polymére
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(ou une couche auto-assemblée, SAMs en anglais) qui porte un groupe nitrilotriacétiqgue (NTA)
peut former un complexe avec des ions tels que le nickel ou le .cuaseacides aminés

histidines des enzymes jouent alors le réle de ligands conduisantfia&an[83], [84], [85].

[.3.3.3. Encapsulation dans une matrice polymére

Une autre technique consiste a inclure des enzymes dans une matpoéyrdere. Les
enzymes présentes dans la solution dans laquelle imniéétgrtrode au cours de
I’électropolymérisation du monomére sont emprisonnées physiquement dans le film de
polymere durant sa formation. Les polyméres conducteurs tels que polypyrilg8@]et

polyaniline[87] sont souvent employés afin de réaliser ce type d’immobilisation.

Il est possible d’immobiliser une quantité importantéedzyme grace a cette méthode. De
plus, dans cet environnementenzyme se dénature moins rapidement. Pourtant, le film

polymére géne la diffusion de matiere, ce qui entraine une limitat®oalgants catalytiques.

Des polymeéres médiateurs sont développés pour favoriser le transfert d’électrons entre le site
actif de I’enzyme et 1’¢lectrode. Les polymeres a base d’osmium sont les plus étudiés. Ils ont
I’avantage de posséder une large gamme de potentieljxude transfert d’électrons €leve et
une bonne stabilité chimiqUi82] (voir paragraphe 1.3.4.2.)

1.3.3.4. Greffage covalent

Le greffage covalent est tachnique d’immobilisation la plus irréversible et stable. Le
greffage covalent de I’enzyme sur une surface modifiée avec des groupements fonctionnels
fait le plus souvent intervenir une réaction entre un acidene amine via un agent de
couplage de type carbodiimide. L’agent de couplage le plus utilisé est le

1-ethyl-3{3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (ED@} N-Hydroxysuccinimide (NHS).

Pourtant, la quantité d’enzyme immobilisé sur 1’électrode est limitée [82]. Et la formation de
liaisons covalemsrisque de conduire a une diminution de la réactivité des enzymese ca
de la mauvaise orientation du site actif ou de la dénaturatiopré&sence de substance
chimique. Enfin, le temps de fabrication des électrodes enzymatisjupobngé a cause du

processus d’au moins deux étapes.

La premiere étape du greffage chimique caagisnodifier la surface de 1’électrode avec les

groupements fonctionnels, c'est ce que 1’on appelle la fonctionnalisation de la surface.
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Certaines méthodes courantes sont présentées ci-dessous :
1. SAMs

La chimisorption des monocouches auto-assemblées (self assembledyer®AM en
anglais) est une méthode généralement utilisée pour fonctionnaliser la surface de I’¢électrode

d’or. Cette méthode utilise I’affinité des thiols pour 1’or, qui forment des SAMs.
RSH + Au-> RS-Au + e + H

Chaque molécule déposée porte un groupement thiol et un groupement fonctionnelkaux de
extrémités d’une chaine alkyle (C-C)n. Le groupement thiol s’accroche a la surface de
I’électrode, le groupement fonctionnel peut ainsi interagir avec des fonctions des enzymes

afin del’immobiliser [88].

2. Réduction électrochimique d’un sel de diazonium

Une méthode employée tres souvent pour fonctionnaliser la surface deedéke de
carbone est de réduire les sels de diazonium de facon électrochinligyeeriet de former
une liaison covalente entre la couche fonctionnelle et 1’électrode. Ces systémes possedent une

haute stabilité et une grande variété de groupements fonctionnels.

Cette méthode a été découverte au début des années 90 par Detdnj@®lett appliquée
aux substrats tels que tarbone, les métaux, les semi-conducteurs. Le mécanisme de cet
électrogreffage a été éclairci par Andrieux et Pinson [90] ce misfoa met en jeu un
transfert d’électron vers le sel de diazonium ce qui entraine le clivigEazote lors de la
réduction conduisant a la formation d’un radical aryl, puis la formation d’une liaison
covalente carbone-carbone ou carbone-métal (voir figurg.Jt2 couche organique liée a

la surface de 1’électrode de fagon covalente se forme lorsque la réduction du diazonium se

prolonge.
C € G
I +1le
il HOR_.. . .@R-Nz_.. . Q R+ N
SC SC SC
Figurel1l.12: Mécanisme d’électrogreffage.
3. Plasma

Le pdasma est une méthode alternative pour fonctionnaliser la surface de 1’¢lectrode. Cette

technique a I’avantage d’étre rapide, stable et non polluante et de posséder un faible cott.
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Cette méthode peut également éviter la formation de couches qui provageendsistance
¢lectrique a la surface de I’¢électrode. Effectivement, les techniques de plasma sont largement

utilisées pour les différentes applications industrielles.

Récemment, le jet de plasma a pression hors équilibre atmosphérigurd) (st
particulierement utilisé car il est facile a intégrer dashaines de production existantes et
capable de traiter les parties spécifiques d’un substrat de maniére sélective. De plus, il peut
étre employé pour des structures tridimensionnelles sans étre limitsupparts plats et
fins[92].

Les plasmas contenant 1’azote créent généralement une large gamme des fonctions azotées
telles que des groupements amines, imines, cyanos, etc. Et les plasmas contenant I’oxygene

peut fonctionnaliser laurface d’une électrode de carbone pldapport de groupements
oxygénés tels que I’hydroxyle, carbonyle, carboxyle, etc. La densité des groupements
fonctionnels peut étre contrélée a partir des parameétres au cours du traitememhd§glas
L’utilisation d’APPJ pour traiter les polymer¢83], les métaux [94ft les nanotube de
carbong[95] a été rapportéd. ’ immobilisation de la laccase sur des membranes de polymere
traitées par plasma a Baspression a été étudiée et une bonne stabilité pour 1’enzyme

immobilisé a été démontrg@6], [97].

1.3.4. Mode de transfert des électrons: MET contre DET

Le mode de transfert d’électron pour les électrodes enzymatiques peut étre classé en deux

catégories le transfert d’électron médié (MET) et transfert d’électron direct (DET) [3].

1.3.4.1. Influence de ’enzyme sur le transfert d’électrons

Les enzymes redox peuvent étre classées en trois groupes en fond¢didacadisation du

site actif et le mode deansfert d’électron entre les enzymes et les électrogds[98], [82].
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Figure 1.13Trois groupes d’enzyme basée sur la location du site actif : (A) Site actif diffusif
(B) Site actif situé¢ a la périphérie de I’enzyme (C) Site active fortement li¢ a 1’enzyme et
enterré profondément [82].

1. Les co-facteurs nicotinamide adénine dinucléotide (NADH/RADuU nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate (NADPH/NADRont souvent faiblement liés a 1’enzyme
[82]. Cette interaction faible permet a eestres redox de diffuser hors de I’enzyme. Ainsi,
ils jouent le rble du transpeur d’électron, ce qui est une de leur fonction biologique dans la

cellule[3]. La glucose déshydrogénasé’atcool déshydrogénase appartiennent a ce groupe.

2. Enzymes dans lesquels au moins une partie du centre redox est laitpériphérie de
I’enzyme ou a proximité. Ces enzymes sont donc capables de transférer dirdctiane
électrons d’électrode[3]. La peroxydasela laccase et d’autre oxydase multicuivre entrent

dans cette catégorie.

3. Les enzymeavec un centre redox fortement li¢ a ’enzyme et enfoui a I’intérieure de
protéine ou glycoprotéineCe type d’enzyme ne communique pas facilement avec les
électrodes et ne libere plscentre actif pour qu’il agisse comme une navette d’électrons [3].

Le glucose oxydassst I’enzyme le plus étudié dans ce groupe.

Les enzymes dgremier groupe sont en mesure d’effectuer un transfert d’électron direct
(DET) entre le site actif de I’enzyme et la surface de 1’¢lectrode. Les enzymes du troisieme
groupe ne sont pas capables d’effectuerun transfert d’électron direct a cause de la distance
large séparant le centre redox et la surface de la protéinecoRtme, la communication

électrique entre le site actif de ces enzymé&kictrode peut étre réalisée par I’intermédiaire
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d’un médiateur, on parle detransfert d’électron medié (MET). Le médiateur collecte ou
apporte des électrons a I’électrode apreés avoir €té oxydé ou réduit, respectivement, par

I’enzyme.

Pour les enzymes du deuxieme groupe auquel la laccase appartient,datRRHe site actif
et I’¢électrode est possible. Le challenge principal pour est d’orienter I’enzyme sur 1’électrode
en gardant son activité optimale pour permettre tiansfert d’électron rapide tout en
minimisant les limitations diffusionnelles du sabstrat, en 1’occurrence le dioxygéne dans le

cas de la laccag82].

1.3.4.2. Transfert d’électron médié (MET)

Afin de favoriser le transfert d’électron, certains systémes engagent plusicurs types des
médiateurs. Un médiateur agit comme un relais électronique et donc rédeodistance du

transfert d’électron.

Les médiateurs circulent en continu entre I’enzyme et [’¢électrode. Ils peuvent étre libres

dans la solution mais aussi étre immobilisé&ssurface de 1’électrode [82].

Le potentiel redoxiu médiateur choisi doit étre inférieur a celui de I’enzyme redox a la
cathode et inversement a 1’anode. En effet le courant, correspondant a une électrode
enzymatique combinée avec une électrode de référénceapit suivant I’augmentation de la
force motrice du transfert électronique entre I’enzyme et le médiateur [99], [100]. Et la force
motrice du transfert électii@que entre 1’enzyme et le médiateur augmente en fonction de la
différence de potentiel entre ces deux espéces redox. En conséquencférereal de
potentiel importante entre 1’enzyme et le médiateur favorise la densité du courant. Cependant,
plus la différence de potentiel entre les deux especes redox est mgpophus la force
électromotrice de la pile (f.e.m.) diminue. Un bon médiateur rédultecompromis entre le

courant délivré et la tension d’une biopile pour atteindre une puissance optimale [100].

D’ailleurs, les médiateursioivent étre stables chimiquement sous I’effet des cycles de
transfert d’électrons et en fonction du temps. Pour les applications d’implantation, les

meédiateurs utilisés doivent étre surtout non toxiques et biocompatibles [21].

Pour les laccases, le médiateur le plus courant est 2,2'-azin@thg3enzothiazoline-6-
acide sulphonique) (ABTS).
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Figurel.14 Structure d’ABTS

La forme de ABTS peut étre oxydéen radical ABTS par la laccase. Le couple redox

ABTS?/ ABTS a un potentiel élevé (~0,67V vs EIN[101] mais inférieur & celui de laccase

de T. versicolor. Cela permet de garder un potentiel le plus ptesaible pour la biocathode
et donc une différence de potentiel le plus importante possible pour laebibgkut étre

immobilis¢ a la surface de 1’¢lectrode dans les matrices de polymere pyrrolique par

ABTS* Laccase(Ox) X H,0
ABTS* X

Laccase(Red) 0,

encapsulation [86], [102].

Biocathode

Figure1.15Transfert d’¢lectron a I’aide du médiateur ABTS a la biocathode.

Un autre type denédiateur, les polyméres ou hydrogel redox a centre d’osmium, a été
également développé par certaines équipes [J0B4]. Cette méthode est basée sur une
technique initiée par 1’équipe de Heller [105]. Les complexes a base d’osmium sont fixés sur
des monomeres de type poly(vinyle-pyridine) (PYR)6], [107], poly(N-vinyleimidazole)
(PW) [103],[99], copolymere poly(vinylimidazole)/poly(acrylamidel YI/PA) [108] par des
espaceurs. Le potentiel redox des centres métalliques est modu& gieangement de la
nature de leurs ligands [103], [104].
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Figure 1.16(a) Diffusion de 1’électron dans 1’hydrogel redox par la collision entre les centres
redox mobiles qui sont attachés au squelette du polymere.

(b) Structure d’un polymere redox a base de PVP qui est destiné a connecter le site actif de la
laccase el’électrode [107].

Les médiateurs peuvent également étre immobilisés sur desoddsc préalablement
fonctionnalisées (par un film de polymeére ou par I’¢électroréduction d’un sel de diazonium

comportant un groupement fonctionnel) par former une liaison coval€gg

L’inconvénient de ’utilisation d’un médiateur est la diminution la différence du potentieéd
la biopile. Il faut choisir un médiateur qui permet un bon compromis entre larcalglivré
et la tension d’une biopile afin d’obtenir une puissance optimale. Le risque majeur concernant
les médiateurs, est la fuite des médiateurs dans les systBradéeurs la toxicité de

nombreux médiateurs limite les applications d’implantation des biopiles.

1.3.4.3. Transfert d’électron direct (DET)

La ralisation du transfert d’¢électron direct entre I’enzyme redox et 1’¢lectrode peut éviter
d’abaisser la tension d’une biopile et favorise de biocompatibilité des biopiles pour les

applications in vivo en absence des médiateurs généralement toxiques.

La premiere publication sur DET pour une enzyme redox concernait la latx&smyporus
versicolor. Dans ce travail, une électroréduction du dioxygéne sanateédiatalysée par la
laccase adsorbée a la cathode a été montrée. Depuis 1978, plusidoasignuiblont rapporté
des phénomeénes de DET par la laccasé.deersicolor.En 2005, 1’équipe de Shleev a

rapporté des phénomenes de DET pour différents types de laetésesecanisme de DET a
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la surface d’¢lectrode [34]. lls ont également étudié le DET pour les enzymes a base de cuivre
[110].

electrode
tunnelling

distance laccase

Figure 1.17 Un mécanisme possible de DET pour la laccase adsorbée sur une éldetrode
carbone [34].
Le mécanisme propos&lectroréduction du dioxygene au niveau de 1’électrode de carbone

modifiée avec la laccase est le suivant :

Les ¢électrons sont transférés de 1’¢électrode au site T1 de ’enzyme adsorbée. La distance la
plus courte entre la surface de I’enzyme et le site T1 est d’environ 6,5 A [73]. Et si la laccase

est orientée correctement sur la surface, une telle distancetpaimun effet tunnel efficace

[117].

L’¢électron est ensuite transféré par un mécanisme de transfert d’électron interne du site T1
au cluster T2/T3 (la distance est 12~13A) ou la molécule d’oxygeéne est réduite en eau. Le
processus du transfert d’électron entre le carbone de I’électrode et le cuivre au site T1 est
probablement indépendant de 1’état redox du cluster T2/T3. Ce mécanisme peut également

étre proposé a toutéss ““bleu” oxydases multicuivres sur 1’¢lectrode de carbone 34].

Le défi principal poude DET est actuellement d’orienter I’enzyme sur 1’électrode pour
favoriser le transfert DET entre I’enzyme et la surface de I’électrode. Des méthodes
différentes ont été développées pour I’immobilisation de la laccase avec une orientation

correcte.

En 2007, Blanford et al. [112] ont éffectué des expériences avec une orientation deda laccas
a la surfacele ’¢lectrode graphite modifiée avec de I’anthracene qui est une espéce analogue

ausubstrat de la laccase.

La surface du graphite pyrolytique a été modifiée aked’anthracene par la réduction
d’anthracéne-2-diazonium. L’immobilisation de la laccase orientée est réalisée par
I’interaction affine de I’anthracéne a la surface de 1’électrode avec la poche hydrophobe sur

I’enzyme pointant vers le site TXependant, il n’y a pas de liaison covalente impliquée entre
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I’¢lectrode modifiée et ’enzyme.

Vaz-Dominguez et al. [113] ont immobilisé la laccase der$uta par une liaison covalente
stable a la surface de 1’électrode graphite modifiée avec des dérivés de phényle avec une
orientation adéquate pole DET. La cnsité du courant allant jusqu’a 0,5mA-cm? pour la

réduction électrocatalytique du dioxygene a été obtenu en absence de médiateur.

IIs ont modifiée la surface de 1’¢lectrode avec une monocouche de groupements
aminophényle ou 2-aminophénol par réduction des diazoniums. La laccaseite étés
immobilisée a [D’électrode modifiée de fagon covalente a 1’aide de 1-ethyl-3(3-
diméthylaminopropyle) carbodiimide (EDC) et N-Hydroxysuccinimide (NHS) gtive le

couplage amide.

Probabdment, ces dérivés d’aryle qui portent des groupements fonctionnels interagissent
favorablement avec la région de la laccase autour du site T1, cergluit a une orientation
préférentielle de la laccase avec le site T1 en face de 1’électrode ce qui perretun DET entre
ce site de cuivre de la laccase et I’¢lectrode. Une de ces interactions favorables peut étre
I’interaction électrostatique entre les groupements amines chargés positivement de la
monocouche sur ’électrode et la région chargée négativement de la surface de 1’enzyme.
Deux autres types d’interactions sont possibles : 1) la liaison d’hydrogéne entre les résidus de
I’acide aspartique et d’histidine conservés au site T1 de la laccase et les groupements
fonctionnels de 1’électrode, ii) I’interaction hydrophobe entre les cycles aromatiques de la

monocouche de 1’¢électrode et certains acides aminés qui forment la cavité du site T1.

L’équipe de Vazquez-Duhalt[40] a orienté la laccase a la surface de 1’¢électrode du graphite
modifiée avec la fonctiod’acide benzoique, un DET entre le site T1 de laccase et la surface

de 1’électrode a été réalisé.

lIs ont modifié la surfacee 1’électrode graphite avec 1’acide 4-(2-aminoéthyl) benzoique
(AEBA) qui ressembleu substrat dda laccase. La fonction d’acide benzoique de ’AEBA
peut interagir avec le site T1 de la laccase comme undigaec une affinité importante
(constante d’association K, = 6,6x10°M). La laccase a été ensuite immobilisée & la surface

par une liaison covalente activée par EDC.

Une biopile semi-enzymatique a ensuite été constituée avec une @dmadec et une
biocathode sur laquelle la laccase a été immobilisée. Ellergeéane densité de courant de

2977pA-cm 2 et délivre une densité de puissance de 119&mWa 0,41 V.
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Les exemples présentés ci-dessus concernesitl’tounobilisation de la laccase sur une

¢lectrode de carbone. Un exemple d’orientation de la laccase sur 1’¢électrode d’or est le travail

de Pita et al. [114].

lIs ont modifi¢ la surface de 1’¢électrode d’or avec une monocouche mixte de p-amino-
phényleet de 6-mercapto-1-hexanol. Les suceasstant a la surface de 1’enzyme ont été
oxydés par Nal@ Les groupements aldéhydes ainsi formés sur I’enzyme ont ensuite réagi
avecles groupements d’aminophényle a la surface d&lectrode, formant une base de Schiff
Cela conduit a I’orientation de la laccase parce que la plupart des résidus de sucre ont situées
pres de site T1l. Dans une seconde étape, des liaisons amides ont é&s fentne les
groupements carboxyliques présents a la surface de la laccasgretfgmments amines a la
surface de 1’électrode a I’aide d’EDC et NHS. L’immobilisation de la laccase est donc

orientée et stable avec cette stratégie.

L’immobilisation de la laccase a la surface d’or est moins efficace par rapport a la surface de
carbone. En effdfadsorption physique sur 1’or provoque uneforte dénaturation de I’enzyme,
alors que I’utilisation de la monocouche autassemblée (SAMs) conduit a 1’électroréduction
du dioxygéne en ¥D, [115], [116]. Les densités du courant catalytique obtenus sur
’¢lectrode d’or, méme en utilisant des médiateurs, sont beaucoup plus faibles par rapport aux
électrodes en carbone modifiées avec la laccase a base de DHT[I18]. De plus, la
plupart des électrodes d’or utilisent les laccases de faible potentiel [116], [77] ou la
bioélectrocatalyse est observé a des potentiels beaucoup plus tpiblggévu pour les

enzymes de haut potentiel [116], [119].

Sur cette ¢lectrode d’or modifiée avec la laccase oxydée, le courant catalytique
correspondantl la réduction du dioxygéne commence a 650 mV (vs Ag/AgCl), ce qui

correspond aux potentiels stgléctrode du graphite modifiée avec la laccase [112], [113].

La densité du courant jusqu’a 40pA-cm™ a été obtenue par la réduction électrocatalytique du
dioxygene en absence de médiateur. Cette stratégie est un gragiks dans le
développement del’électrode d’or modifiée avec la laccase pour la réduction

bioélectrocatalytique de£)114].
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[.4. Conclusion, enjeux et description de I’étude

La biopile est une source électrique ayant de grands pgearmi les différents types des
biopiles, les biopiles enzymatiques, surtout celles a glucgseftent de plus en plus
I’attention en raison de leurs taux biocatalytiques bien élevés applications in vivo. Les
challenges principaux pour le développement des biopiles enzymatiqueka se@itilité des
enzymes sur les ¢électrodes a long terme et ’efficacité du transfert d’électron entre ’enzyme et

1’¢lectrode, ce qui influence la puissance des biopiles.

Une grande partie de la recherche se focalise sur la réalightioe communication
électronique efficace entre I’enzyme et 1’électrode. Pour cela, beaucoup de nouveaux
méthodes et matériaux pour I’immobilisation de I’enzyme sont développés. Et les
nanomatériaux commencent a étre intégrés dans la structure de I’¢lectrode enzymatique.

L’ingénierie des protéines est également une stratégie favorable.

Cette thése se concentre sur le développement de la biocathodetenemyren carbone
modifiée avec la laccase qui est capable de catalyser la réduction du dioxygene. L’ objectif est
d’optimiser la performance de cette biocathode en augmentant la quantité dedselac

immobilisée et favoriser le transfert d’électron entre la laccase et I’électrode.

La laccase a été immobilisée de fagon covalente a la surface de I’électrode fonctionnalisée
avec des méthodes différentes : la réduction du diazonium et leapdagrassion atmosphére.
Les différentes méthodes de fonctionnalisation et immobilisation ogt@dé&es en mesurant
le courant catalytique de la réduction du dioxygeéne et ’activité de la laccase pour atteindre

une quantité maximale de la laccase immobilisée.

L’oxydation des sucres a la surface de la laccase a été effectuée pour permettrel’orientation
de la laccase a la surface de 1’¢lectrode afin de favoriser le transfert d’électron entre 1’enzyme

et I’électrode.
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CHAPITRE II

PARTIE EXPERIMENTALE



II. 1. Prétraitement de la surface de I’électrode graphite

Les électrodes de carbone utilisées sont préparées avec dedetigasbone graphite

commercialisées (S = 0,385 §rd = 7 mm, Mersen, France).
Deux types de surface ont été préparés :

Surface “lisse” : 1’électrode est polie avec du papier de carbure de silicium (SiC) de type
P800 (a taille moyenne des grains est de 21,8 Stryers, Danemark) avec de 1’eau pendant
une minute puis avec du papier abrasif de type P1200 (taille moyenne desegtdi5,3 um)
et P2400 [a taille moyenne des grains est de i) pendant deux minutes pour chaque type
d’abrasif. Ensuite, 1’¢lectrode est polie sur des toiles a polir (LAM PLAN, France) avec de la
pate a diamant (LAM PLAN, France) constituée de particulesifiestdécroissantes (1 pum
puis 1/4 um) pendant deux minsiteespectivement. Elle est ensuite rincée avec de 1’cau
distillée et séchée a ’air.

Surface “‘rugueuse” : L’électrode est polie avec du papier abrasif (PRESI, France) de type
P80 (a taille moyenne des grains est de 201 jamy de 1’eau pendant une minute. Elle est
ensuite rincée avec de I’eau distillée et séchée a 1’air. La rugosité de la surface {Rest
déterminée par ‘““Veeco Dektak 6M Stylus surface profiler”. La moyenne des valeurs de
rugosité a été calculée en utilisant le logiciel de “Veeco 32m profiler”. La rugosité (Ry) de la
surface “rugueuse” est d’environ (2500£250) nm. Pour la suite du texte, ce type de surface est

appelée electrode nue.

[1.2. Matériels et méthodes électrochimiques

[1.2.1. Matériels électrochimiques

Le montage ¢lectrochimique est constituée d’un systéme classique a trois électrodes, une
électrode deravail en carbone graphite, une contre électrode de platine et d’une électrode de
référence au calomel saturé. En milieu organique, un pont, rempli p@nhe solvant et le
méme support électrolyte que dans la cellule électrochimiquetikes® pour électrode de

référence.
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L’ensemble est piloté par un potentiostat (modéle 263A, AMETEK, USA) et un logides!

« Power Suite ».

I1.2.2. Fonctionnalisation de surface par réduction électrochimique d’un sel de diazonium

[1.2.2.1 Fonctionnalisationde la surface de ’électrode avec des groupements amines

Du 4-nitrobenzene-diazonium tetrafluorobonatgHBI;0,- BF;, 2 mM et 5mM) a été dissout
en milieu acétonitrile anhydre avec du tetrabutylammonium tetrafluorob&atsBF, (0,1
M). Cette solution a été dégazée sous azote pendant 15min. La réductientidioenzene-
diazonium a été réalisée par voltammétrie cyclique entre 0,77 V et -0,03 V (yp&©@ENt un

cycle (50 mV&) sur une électrode de carbone graphite (CG) (voir figude 2.1

NO, N NHOH NH;

0y NO; NO,

e- e-

= 0 =0U
—_— —_— —_—

W

-+

Figure 2.1 :Fonctionnalisation de 1’électrode avec les groupements d’aminophényle et
d’hydroxylaminophényle.

Lors du balayage en potentiel, un pic en réduction est visible a/Q8r figure 2.2). Ce
pic est attribué a la formation d’un radical aryl. Lors du deuxieme cycle, le courant faradique

cathodique est nettement plus faible par rapport au premier cycle.

50

-50 A

-150 +

I (LA)

-250 +

-350 A

-450 \ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
-04 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8

E (V vs ECS)

Figure 2.2 : Voltammétrie cyclique dine électrode de carbone graphite nue dans5Mi0e
4-nitrobenzene-diazonium tetrafluorobonate et 0,1M dgNB&, (v=50 mVs') en milieu
acétonitrile (premier cycle en bleu et deuxieme cycle en rouge).
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La réduction du 4-nitrobenzene-diazonium a également été réalisgw@avampéromeétrie
pendant 30 secondes a un potentiel de 0,25 V (vs ECS). La figurep@8ente la variation

du courant de réduction du diazonium en fonction du temps.

800

600 1

400 1

200 1
O 4

-200 - K/

-400 -

-600 -

'800 T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

I (LA)

Temps (S)

Figure 2.3Chroroampérommétrid’une électrode de carbone graphite nue dans 5 X 10° M de
4-nitrobenzene-diazonium tetrafluorobonate et 0,1 M déNB&; (v=50 mVs') en milieu
acetonitrile.

Aprés 1’attachement des nitrophényles, 1’électrode a ensuiteété ensuite rincée a 1’eau et
transférée dans un mélange éthanol : eau 1:9 (volume a volume) contenihd®,KCl
préalablement dégazée. Deux cycles de balayage en potentiet ogalétés entre 0,02 V et
-1,38 V (vs SCE) & une vitesse de 10 m\p®ur réduire les groupements nitro des cycles
phényles attachés a la surface de I’électrode. Au premier cycle, un pic de réduction
irréversible est visible a 0.97 V (voir figure 2.4). Ce pic est attribdé ééduction de
groupement nitro (N en groupement amine (NHet disparait au deuxiéme cycle. Cela

indique qu’il n’y a pas de réduction de groupements nitro lors du second cycle.

100
50 -
0 -
-50 -
-100 -
-150 -
-200 -
-250 -
-300 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
-16 -14 -2 -1 -08 -06 -04 -02 0 O,

E (Vvs. ECS)

Figure 2.4 :Réduction des groupements nitro dans une solution B#®l 1:9v/v contenant
0,1 M de KCI (premier cycle en bleu et deuxieme cycle en rouge).

I (LA)
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[1.2.2.2. Fonctionnalisationde la surface de ’électrode avec des groupements carboxyligues

La surface des électrodes a été fonctionnalisée avec des groupenrbobsyliques par

réduction du 4-carboxybenzene diazonium selon deux protocoles :

Protocole A: le diazonium préalablement synthétisé a été dissog HEa cellule
électrochimique puis réduit en milieu aqueux3By, 0,1 M).

Protocole B : le diazonium a été synthétisé in situ dans la cellule élentrgati[1], [2]:

Le précurseur, I’acide 4-aminobenzoique (5 mM), portant un 4-amino-benzene, a réagi avec
un équivalent de nitrite de sodium, NaNG mM) et 0.5 Md’acide chlorhydrique en milieu
agueux sous agitation a température ambiante pour générer in situioles da diazonium,
4-carboxybenzéne-diazonium (voir figure 2 Bour cela, 1mM de NaNQ0.1 M) a été ajouté
progressivement dans la solution aqueuse contenant 5mM d’acide 4-aminobenzoique et O
d’acide chlorhydrique sous agitation a température ambiante. On a laissé réagir cette solution

pendant 15 minutes puis elle a été dégazée sous azote.

HOOC@— NH + NaNO, —> HOOCONEW
HCI (0,5 M)

(1 eq) (1 eq)
Figure2.5 : Génération in situ des cations de 4-carboxybenzéne-diazonium

Le 4-carboxybenzéne-diazonium (synthétisé préalablement ou génifug @&ete réduit par
voltammeétrie cyclique entre 0,6 V et -0,5 V (vs SCE) pendant un ¢§6lenVs®) sur une
électrode de carbone graphite (CG) (voir figure 2.6). Lors du balayage erighotiEntx pics
de réduction sont visibles &.24 V et 0.21 V qui sont attribués a la formation d’un radical
aryl qui forme ensuite une liaison covalente avec le carbone @fle. Si on réalise un
deuxieme cycle, le courant faradique cathodique est significatitgohes faible comparé au
premier cycleCeci confirme le blocage de la surface da a 1’attachement du radical aryl sur la

surface.
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Figure 2.6 :Réduction du 4-carboxybenzéne-diazonium (5%M) (a) généré in situ, (b)
synthétisé préalablementla surface d’une électrode de carbone graphite nue en milieu
aqueux (v=50 mV4, premier cycle en bleu et deuxiéme cycle en rouge).

[1.2.2.3. Fonctionnalisationde la surface d’électrode avec des groupements hydrazides

[1.2.2.3.1. Formation de la fonction hydrazide a la surface fonctionnalisée avec 1’ester
méthylique (méthode 1)

Tout d’abord, la surface de I’électrode a été fonctionnalisée avec un groupement ester
méthylique. Le protocole que nous avons suivi estméme que celui pour le
4-carboxybenzéne-diazonium (I1.2.2.2). Pour cette fonctionnalisation, nous avoriftéava

partir du précurseur méthyl 4-aminobenzoate (voir figurg 2.7

0 0
/, /,
HZNOC/—O—CI—Q + NaNO, —> N5N+4<j>—c/—o—cr|3
HCI (0,5 M)

(1eq) (1eq)
Figure2.7 : Génération in situ des cations de 4-(methoxycarbonyl)benzene diazonium.

Le 4-(methoxycarbonyl)benzene diazonium généré in in situ a été pastuibltammeétrie
cyclique entre 0,6 V et -0,9 V (vs SCE) pendant un cycle (50" n%isr une électrode de
carbone graphite (CG) (voir figure 2.8
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Figure 2.8 :Réduction du 4-(methoxycarbonyl)benzene diazonium (B3X¥d) & la surface
d’une électrode de carbone graphite nue en milieu aqueux (v=50 mVs', premier cycle en bleu
et deuxieme cycle en rouge).

L’ester méthyliquea la surface de 1’électrode a ensuite réagi avec une solution a 10mM
d’hydrazine (NH.NH,) ou hydrazine protégé (NNHboc) en milieu basique (tampon
carbonate de 0,2 M, pH=9,7) pendant une nuit pour former une fonction hydrazide [3] (voir
Figure 2.9. Une étape supplémentaite déprotection de I’hydrazide a été réalisée en
trempantl’électrode dans une solution de HzPO, (1 M) pendant 30 minutes pour le cas de

I’hydrazine protégée.

0
0(‘)((\“\\ I_QCLNH—NHz
\A\*V
\ HaPO, (1 M O
/VHbOc(JO I—@—C NH—NHboe Fe @M _ I—@—CLNH—NHZ
)

Figure 2.9 Formation de la fonction hydrazide a la surface fonctionnalisée avec 1’ester
méthylique (méthode 1).

Je
CZ0—CH;,

11.2.2.3.2. Formation de la fonction hydrazide a la surface fonctionnalisée avec un groupement
carboxylique (méthode 2)

La surface de I’électrode a été fonctionnalisée avec un groupement carboxylique par

réduction du 4-carboxybenzene-diazonium généreé in situ.
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Le groupement carboxyliquela surface de 1’électrode a ensuite réagi avec une solution a
5mM d’hydrazine protégé (NH.NHboc) dans le tampon phosphate de 10mM (pH=7) en
présence de 1l-ethyl{3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC, 10 mM) et N-
Hydroxysuccinimide (NHS, 5 mM) pendant une nlilectrode a ensuite été trempée dans
une solution de PO, (1 M) pendant 30 minutes pour réalisedéprotection de I’hydrazide.

o NH,NHboc 0 HaPO, (L M 0
I—@—C//—OH T % NHNHboc P @M CZ NH—NH,
EDC, NHS, pH 7

Figure 2.10: Formation de la fonction hydrazide a la surface fonctionnalisée avec
groupement carboxylique.

II. 3. Fonctionnalisation de surface par traitement du plasma

[1.3.1. Réacteur plasma utilisé pour le traitement de surface de I’électrode

Un réacteur a jet de plasma hors équilibre a pression atmosphériced) @dla société
Plasmatreat (Plasmatreater AS400) (Figurkl 2t 2.12%" B! a été utilisé pour activer et
fonctionnaliser la surface des électrodes de carbone par des groupementgigaesoet
amines en utilisant respectivemahtir ou 1’oxygéne et 1’azote. Par ailleurs, le plasma est
susceptible de modifier la rugosité de surface des électrodes paregchimique du substrat
en formant des espéces volatiles. Toutes les expériences effeéteéées en environnement
atmosphérique. Par conséquent, I'air ambiant était susceptible dliméawec I'échantillon et

le jet de plasma.

Figure 2.11 Le systéme laboratoire Figure 2.12 La torche plasma se déplace
Plasmatreater AS 400 Openair® [4 I’aide d’un robot 2 axes. Le déplacement de
la torche permet de contrbler le temps

traitement du substrat [5].
5.



Une haute tension pulsée (I1=4 A, U =320V, f = 20 kHz) est appliquéedentralectrodes
meétalliques séparées par un matériau diélectrique (figure. A.H3c ainsi créé permet
d’ioniser le flux gazeux d’air ou d’oxygene (Q = 2400 L/h) et de former un jet de plasma
d’environ 20 mm de long et 6 mm de diamétre a la sortic d’une buse. Le jet plasma est
relativement chaud et peut attendre des températures comprise$@htkeet 1000 K en
fonction des conditions opératoires. Ainsi 1’échauffement de 1’¢lectrode durant le traitement
dépend de la durée de traitement de cette derniére et donc de la aitespielle le jet de
plasma se déplace au dessus de la surface. Dans les conditinlasdst de traitement, le jet se
déplace a une vitesse de 15 m/min et la température du substrat atteint envit@0 1G0-

La modulation de la puissance fournie au plasma est assurée wiém&rale du temps de
cycle (Plasma Cycle Time ou PCT). Pour un PCT de 100%, la durée d’impulsion est égale a la
durée de pause, ainsi pour une fréquence d’impulsion de 20 kHz (T = 50 ps), le temps
d’allumage (Ton) est égal au temps d’extinction (Tof) Soit 25 ps, alors que pour un PCT de
50%, Ton =16 pus et §iz = 34 us.

Working

gas(ar N; 02)

l High AC
vollage

i I Holes for spiraling

LA the working gas

Dielectric

- Electrode

Rotating arc
L+ g

I Venturi nozzle
.

Subslrate

Plasma jet —»

Figure 2.13 Photographie et schéma représentant le systtme APPJ pailiséactiver et
fonctionnaliser la surface de 1’électrode de carbone [6].

I1.3.2 Fonctionnalisation de la surface de I’électrode avec les groupements carboxyliques
et amines

Le traitement a été réalisé avec un PCT de 50%~TL6 us et 3 = 34 us) en utilisant de
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I’azote (pureté 99.999%), I’air atmosphérique ou bien de I’air enrichi en dioxygene (pureté
99.999%, a une pression d’entrée de 5 bars). Une tension de plasma (U) de 315 V (90% de la
valeur maximale) a été appliquée. La distance de la buse du pasmapport a la surface a
traiter a été fixée a 10 mm. Les effets du PCT (30%, 50%, 100%), du nombresalgepg?s,

1 et 3), de la vitesse du jet (5, 2B,et 40 m'min™), et de la nature du gaz du plasma (azote,
air atmosphérique et air + oxygene) sur la fonctionnalisation de la surface de I’¢électrode ont

été évalués.

Il. 4 Immobilisation de la laccase a la surface fonctionnalisée

Il.4.1. Laccase utilisée poumodifier la surface de I’électrode

La laccase est produite a partir de Trametes versicolor (ATCC 32iidBhampignon de la
pourriture blanche dont le taux de production de laccase peut étre fortemmré sn
présence de xénobiotiquegsalifiés d’ « inducteurs ». Nous avons utilisé comme inducteur la
2,5-diméthylaniline (ou 2,5-xylidine). La souche de T. versicolor (ATTC 32pd&juit au
moins deux laccases, dites A et B. Nous avons utilisé la md&agmur les expériences de
I’immobilisation de I’enzyme. La production de laccase B est induite en présence de 2,5-
xylidine. La laccase B induite a été purifiée selon un protocolduant deux
chromatographies sur résine échangeuse d’anion et d’interaction hydrophobe. Une protéine
apparement homogeéne sur gel d’électrophorése a été obtenue. Cing litres de milieu de
culture ont été suffisants pour obtenir quelques milligrammes de lanéasssaires aux
essais de cristallisation. La laccase purifiée (autour dé&J90Q™) est stockée & -20 °C dans

un tampon phosphate (50 mM, pH 6.8) en présence de glycérol (15% massique).

11.4.2. Mesure de P’activité da la laccase

Nous avons utiliséel2,2'-azino-big3-ethylbenzthiazoline-6- acide sulphonique (ABTS, voir

figure 2.14) comme substratyanesurer ’activité de la laccase en solution et également a la

54



surface de I’électrode.1 unité (U) de la laccase correspond 1 micromole de substrat transformeé

par minute (pmol'min™).

o 0
’\> O

Figure2.14 Structure de’ABTS

Onsuit la cinétique de I’oxydation de I’ABTS® (voir équation 2.Jlen mesurant I’absorbance
de la solution a A=420 nm au spectrométre UV-visible (VARIAN Cary-50 Series UV-visible

Spectrophotometer) a la température de 30 °C.
4ABTS + O + 4H === 4ABTS + 2 HO (2.1)
Une courbe de I’absorbance en fonction du temps est obtenue. La pente (dAbs/dt) de cette

courbe linéaire croissante permet de calculer la vitesse de fonmdti radical et ainsi

P’activité de la laccase en solution ou la surface de ’électrode.

A partir de la loi de Beer Lambert, nous avons

‘n-1
A=e-1-C= 22 22)
\%

ou A est densité optique (sans unité) ;

¢ est coefficient d'extinction molaire de ABTS a 420 nm (36000 L-mol™*cm™);

| correspond a I'épaisseur de la cuvette utilisémsr()L;

n est la quantité de matiére d’ABTS (en mol)

V est volume de la solution d’ABTS (10° L pour la laccase en solution et 210pour la

laccase a la surface)

Donc
A-V
n= (2.3)
g-1
Nous pouvons alors décritctivité de 1’enzyme avec 1’équation :
L dn(umol) dn(mol) dA VvV
= — = X — = X — X —
Activité (U) = — p—— ¢ g ¢ = x— (2.4)
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[1.4.2.1. Activité da la laccase en solution

Le support de cuve du spectrophotometre est thermostaté a 30 °C. Dangeude t,5mL

semi-micro sont déposes :

- 940uL de tampon citrate-phosphate (CPB) a 0,25 M, pH 3 saturé en air par bullage.
- 50u L d’une solution mére a 20mM d’ABTS dans 1’cau.

La cuve est placée sur bloc chauffant pendamhih@tes (jusqu’a ce que la solution atteigne
30 °C). Puis 10uL de la solution contenant I’enzyme est ajoutée, la cuve est agitée

manuellement et la mesure est réalisée sur 1min.

A partir del’équation (2.4), en entrant la valeur de V (£@), nous pouvons alors calculer

’activité de la laccase par millilitre d’enzyme (en U/mL) dans la solution :

27777 % (2.5)

11.4.2.2 Activité da la laccase a la surface de ’électrode

L’électrode est trempée dans 2mL de la solution d’ABTS (la méme solution que 11.4.2.1

dans une cuve sous agitation par un barreau magnétique pendant 1 minute.

A partir I’équation (2.4), en entrant la valeur de V (2xi0L), nous pouvons calculer

I’activité de la laccase (en U)a la surface de 1’électrode par 1’équation :

dA
5,56 x 107 x e qR.

11.4.3 Immobilisation de la laccase a la surface fonctionnalisée

11.4.3.1 Immobilisation de la laccase a la surface de l’électrode fonctionnalisée avec —NH»

Nous avons été inspirésns un premier temps d’un protocole décrit dans la littérature, celui

de Vaz Dominguez [7], décrit ci-dessous :

5 UL d’une solution de laccase (200 U/mL, dans tampon phosphate 10 mM, pH=7) a été
déposé sur I’¢électrode et maintenu pendant 20 minutes pour favoriser la concentration et

I’orientation de I’enzyme a la surface de 1’électrode. 4,5 UL de la solution de NHS (20 mM,
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dans tampon phosphate 10 mM, pH=7) et 8, 5le la solution d’EDC (40 mM, dans tampon
phosphate 10 mM, pH=7) ont été ensuite dépeséEélectrode pour étre mélangés avec la
solution de laccase. Ce mélange a été ensuite maistenlié¢lectrode pendant 2 h a

température ambiante pour fiesr une liaison covalente a la surface de 1’électrode.

L’¢lectrode modifiée a ensuite été lavée dans . de tampon phosphate 10 mM (pH=7)
pendant 30 minutesus agitation pour éliminer tous les composants non liés a 1’¢lectrode. Ce
lavage a été répété deux fois en changeant la solution de tafpbout de deux lavages, on
ne détecte plus d’activité dans la solution de lavage. Lorsque ce n’est pas le cas, le lavage est
répété jusqu’a ce qu’aucune activité laccase ne soit plus détectée. L’électrode est ensuite

conservée dans un tampon phosphate 10 mM, pH=7 a 4 °C pour une utilisation ultérieure.

Ce protocole a été suivi en utilisant|10 dela solution de laccase au lieu dgtb. Comme
nous avons une électrode dont la surface est 5,4 fois plus impaptantele de 1’électrode
utilisée par Vaz Domingueet al., nous avons doublé le volume de la solution pour bien

couvrir la surface de 1’électrode.

11.4.3.2 Immobilisation de la laccase a la surface de ’électrode fonctionnalisée avec —COOH

[1.4.3.2.1 Immobilisation de la laccase

Cette fois, on va d’abord activer les groupements carboxyliques a la surface du carbone, puis

qu’ensuite la laccase est déposée en surface.

4,91L de la solution de NHS (20mM, dans tampon phosphate 10 mM, pH=7 )¢t de9a
solution d’EDC (40mM, dans tampon phosphate 10 mM, pH=7) ont été mélangeés et déposés
la surface de I’électrode et maintenus pendant 20min a température ambiante pour activer les
groupements carboxyliques a la surface de 1’¢lectrode. 10pL d’une solution de laccase
(200 UL, dans tampon phosphate 10 mM, pH=7) ont ensuite été rajoutés a la surface de

I¢lectrode. La goutte mélangée a ét¢ maintenue pendant 2 heures a température ambiante.

L’électrode modifiée a été ensuite lavée dans 10 mL de tampon phosphate bM (pH=7)
pendant 30 minutes sous agitation pour enlever la laccase non adsorbéeagéealaté
répété deux fois en changeant la solution de tampon. Au bout de deux lavagesjétecte
plus d’activité dans la solution de lavage. Lorsque ce n’est pas le cas, le lavage est répété

jusqu’a ce qu’aucune activité laccase ne soit plus détectée. L’électrode est ensuite conservée
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entampon phosphate 10mM, pH=7 a 4 °C pour une utilisation ultérieure.

[1.4.3.2.2 Immobilisation de la laccase oxydée

D’autres protocoles ont été utilisés :

20QuL d’une solution de la laccase ont été¢ déposés et maintenus pendant 2 heures a la surface
de I’¢lectrode fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques a température ambiante. La
goutte de laccase a ensuite été retirée de la surfape. 2aGn mélange NHS 4,5 mM et EDC
11 mM dans tampon phosphate 10 mM, pH=7) ont ensuite été déposes a la darface
I’électrode et maintenus pendant 2 heures. L’électrode a ensuite été lavée selon le protocole

précédemment décrit.

Pour chacune des électrodes fonctionnalisées, la laccase a égamemnobilisée par
adsorption sur la surfacen absence d’EDC/NHS mais pendant la méme durée que dans le
cas de I’immobilisation covalente. Ceci afin decomparer les deux méthodes d’immobilisation
et de tenter d’estimer quelle est I’influence du processus d’adsorption dans I’immobilisation
puisque le processus d’adsorption de 1’enzyme a la surface a lieu, méme dans le cas d’une
immobilisation covalente. En effet’expérience d’adsorption de la laccase peut étre un
controle pour vérifier I’immobilisation covalente de la laccase sur 1’électrode, puisque la
qguantité de la laccase immobilisée de facon covalemtel’électrode est généralement

supérieure a celle de la laccase adsorbée dans la méme condition.

I1.4.4. Oxydation de la laccase

Dans un premier temps, le glycérol a été éliminé de la solutamk ste laccase par
chromatographiel’exclusion (par la taille, filtration sur gel) puis la laccase a été oxydée en

présence de NalQqui a ensuite été éliminé par une nouvelle filtration sur gel.

L’oxydation de la laccase a été réalisée selon un protocole précédemment publié [8]. Le

protocole utilisé a été le suivant :

150 L d’une solution concentrée de laccase (900 U/mL) ont été déposés sur la colonne de

filtration (Amersham Bioscience®D-10, Suede) pour enlever le glycérol de la solution de
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laccase. Des échantillons de 500 0nt été récupérés a la serk la colonne. L’essentiel de
I’activité laccase était contenu dans quatre de ces aliquotes, soit au totahR qui ont été
utilisés pour 1’étape d’oxydation. 100 pL de periodate de sodium (Na)®,1 M, dans tampon
pH7, 0,1 M) a été ajouté dansm2L de la solution de la laccase récupérée pour oxyder
I’enzyme. Cette solution a été gardée pendant 30 minutes a 1’abri de la lumiére a température
ambiante. La solution de la laccase oxydée chromatographiée sur colomauP&flever le
NalO,. L’enzyme oxydée a ensuite €té concentrée par ultrafiltration (AMicon, Y M-30

jusqu’a obtenir une activité de 100 U/mL.

Il. 5. Caractérisation des surfaces fonctionnalisées et de laccase immobilisée

[1.5.1. Mesure de I’angle de contact

La détermination de 1’énergie libre de surface permet de qualifier les modifications
morphologiques et chimiques de I’extréme surface. L’évolution de 1’énergie de la surface
fonctionnalisée en fonction des paramétres opératoires a été étudiée a I’aide de la technique de
mesure de la mouillabilité des surfaces par angle de contact. t€efi@que consiste a
mesurer le travail réversible d’adhésion des forces d’interaction mise en jeu lors de la
formation d’une interface entre un solide et un liquide. La figure 2.15 illustre le principe de
cette méthodeLorsqu’une goutte de liquide est déposée sur une surface, I’angle entre la
tangente a la goutte au point de contact et la surface solidppdéa angle de contact.

L’interaction liquide/surface est régie par les trois parameétres suivants

- ysv énergie libre de surface du solide )/m
-y énergie libre de surface du liquide (3ym
- ysL énergie libre interfaciale solide-liquide (Fm

Vv
Liquide (
Electrode de carbone Yst ~ ¥sv

Figure2.15Représentation des énergies libres de surface.

L’équilibre du systéme est donné par la relation de Young (Equation 2.7) qui est la base de la
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majoritédes méthodes de calcule de 1’énergie de surface :

Ysv=7YsLt YL * cosO (27)

Le travail d’adhésion entre une surface solide et un liquide peut s’exprimer a I’aide de
I’équation combinée de Young-Dupré (Equation 2.8) qui donne une relation directe entre
I’adhésion thermodynamique et I’angle de contact de la goutte de liquide déposée sur la

surface fonctionnalisée :
Wsi =vwv (1 +cos 0) (2.8)
Avec:

Yiv : énergie libre de surface du liquide

0 : angle de contact du liquide sur la surface fonctionnalisée

La mesure de I’angle de contact rend compte de I’aptitude du liquide choisi a s’¢étaler sur la
surface d’un solide ; elle permet de qualifier la surface apres traitement : hydrophobel (gra
angle, faible énergie de surface) ou hydrophile (petit angle, grandgeédergurface). La
mesure peut se faire soit a I’équilibre (mouillage statique), soit pendant une augmentation ou
une diminution du volume de la goutte sur la surface ou bien pendant ucetiégid de cette
goutte (mouillage dynamique : hystérésis). Dans ce travail, éssines des angles de contact
ont été réalisées en mode statique avec un appareil de caputéce (Rigidrop GBX-3S
system, France) immédiatement aprés la fonctionnalisation de la esutfacdispositif
expérimental, disponible au « Laboratoire des Procédés Plasma eh@&nasiele Surfaces »
a ’ENSCP, est décrit a la figure 2.16.

Il se compose :

- d’une source de lumicre blanche

- d’une micro-seringue permettant de déposer un volume précis de liquidemsutde
échantillon sur lequel est déposé le substrat

- d’une caméra reliée a un ordinateur qui permet a I’aide d’un logiciel de traitement

d’image de visualiser la goutte déposée.
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Figure2.16Dispositif de la mesure de I’angle de contact

Pour chaque mesure, une gouttead distillée de GuL a été déposée a la surface de
I’électrode et I’image de la goutte d’eau a été enregistrée en continu en fonction du temps
jusqu’a I’équilibre. Une valeur moyenne a été calculée a partir de trois an&lffsetuées en
différents endroits de 1’échantillon. Les valeurs d’angle de contact sont données a £3° compte

tenu des incertitudes de lecture.

[1.5.2. Quantification des groupements carboxyliques

La molécule toluidine bleue (TBO), un colorant absorbant a 633 nm (cf. glire a été

utilisé comme sonde pour déterminer la quantité de groupements carboxyliques a la surface de

1’électrode [9].

2
)
cr S 15 -
CcH o
HoN N o 17
| a8
CHa
< o5
0 ‘ | : :
200 400 600 800 1000

A (nm)

Figure2.17: Structure du TB@t somabsorbance a A=633 nm a UV-visible.
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L’¢électrode fonctionnalisée avec des groupements carboxyliques a été plongée darisde
solution de TBO (5x10 M) préparée en milieu basique (NaOH, pH 10) pendant 6 heures
sous agitation. En milieu basique, les groupements carboxyliques sont dépretortmeges
négativement. Les colorants chargés positivement peuvent s’accrocher aux groupements

carboxyliques par interaction électrostatistique.

Ensuite, deux étapes de lavage ont été réalisées afin d’¢éliminer les TBOs adsorbées a la
surface. Elles consistent a plonger 1’électrode dans une solution de NaOH (pH 10) puis dans

de I’eau distillée sous agitation pendant 15 minutes a deux reprises.

Aprés les lavagede la surface, 1I’électrode a été trempée dans 150 pL d’acide acétique
(50%, volumique) pendant 10 minutes. En milieu acide, les groupements caybesyhe
sont plus chargés négativement et les colorants accrochés suresdegoupements
carboxyliques sont relargués dans la solution d’acide acétique. L’absorbance de cette solution
est mesurée a A=633 nm au spectrophotometre UV-visible. Une électrode sans traitengs@t

utilisée comme témoin.
La concentration en TBO (C, mol-L™) est déterminée & partir de la loi de Beer-Lambert :
A=¢-|-C AR.
ou A est densité optique (sans unité) ;
€ est coefficient d'extinction molaire (en L~m01'1'cm'l) ;

| correspond a I'épaisseur de la cuvette utiliséar();

C est la concentration molaire de la solution (en mol-L ™)
Le coefficient d’extinction molaire est déterminé a partir d’une courbe de calibration réalisée

pour des concentratiom® TBO comprises entre Tt 1.5x1¢ mol-L™ (cf. figure 2.18. On

a ainsi établi que € = 26400 L-mol™cm™.
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Figure2.18: Courbe de calibration du TBO a 633 nm

La concentration en TBO (C, mol'L™) est ensuite convertie en densité de groupements

carboxyliques a la surface (I, mol-cm™) par la formule suivante

_cv

r== (2.9)

ol V est le volume de la solution d’acide acétique (1.5 x10™*L) ;

S est la surface géométrique de 1’¢électrode (en cm?) ;

Ce calcul est a base sur la supposition que 1 mole de TBO s’accroche sur 1 mole de

groupements carboxyliques.

[1.5.3. Quantification des groupements amines

[1.5.3.1. Détermination colorimétrigue de la densité surfacigue des grgmements amines

La densité¢ des groupements amines a la surface de 1’électrode de carbone a également été
déterminée en utilisant ’ester 3-(2-pyridyldithio) propionic acid N-hydroxysuccinimide

(SPDP) en suivant le protocole publié par M. Minier [10].
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C4H100:S; (DTT) \H /”\/\SH + \/ | 2-pyridinethiol
N \S (Absorbé a 343nm)

Figure2.19Principe de la méthode de détermination des groupements amines avec SPDP.

L’électrode fonctionnalisée esti’abord trempée dans 10QL d’une solution de SPDP
(10 mM, dans DMF) pendant 1 heure a température ambiante. Le SPDP peutvéade a
groupement amine a la surface déectrode par formation d’une liaison amideElle est
ensuite lavée dans 0L de DMF pendant 30 minutes sous agitation pour enlever le SPDP
non lié avec le groupement amine. Ce lavage a été répété dewnfohangeant le DMF. Et
puis 1’¢électrode est trempée dans 200L de la solution aqueuse de D20 mM) pendant 30
minutes pour quée DTT coupe la liaison S-sur I’électrode etrelargue le 2-pyridinethiol qui
absorbe a 343 nm. Aprés avoir refitéectrode, I’absorbance de cette solution est mesurée a
A=343 nm au spectrophotométtd/-visible. Une électrode fonctionnalisée par réduction du
4-nitrobenzene-diazonium sans réduire les groupements nitro a la surface a été utilisée com

témoin.

La concentration en 2-pyridinethiol est déterminée a partir deilde Beer-Lambert
(équation2.2) ou ¢, le coefficient d'extinction molaire de 2-pyridinethjoést de
8080 L-mol™-cm’. La concentration en 2-pyridinethial, mol-L'") est ensuite convertie en

densité de gngpements amines a la surface (I, mol-em™) par la formule suivante

_cv

== (2.9)

ol le volume de la solution de DTT est de 2 %10
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[1.5.3.2. Détermination de la densité surfacigue des groupements amgavec une sonde
ferrocene aldéhyde

Fe Fe Fe

@ ~CH,— NH
—_—

<3§§>\{H NHy  NHs LD,
(e} + H NaBH,
a
(50 eq) —_—
‘ ‘ (125 eq)

(leq)

Figure2.20 Principe de la méthode de détermination des groupements aminderaveene
aldéhyde

La densité des groupements amines a la surface a été détermundesant un ferrocene
fonctionnalisé par une fonction aldéhyde susceptible de réagir aviendtisns amines de la
surface de I’électrode pour former une base de Schiff [11]. Pour cela, 1’électrode
fonctionnalisée a été trempée dans une solution qui contenant 50 équidaldatsocene
aldéhyde (dans du méthanol) en supposant que la densité des groupemesgssamia
surface est de 2xfOmol/cnf. La réaction est réaliséus agitation, dans 1’obscurité et
pendant 2 heures. Le systéme estcdlsous atmosphére d’argon pour le protéger. 125
équivalents de NaBtbnt ensuite été ajoutés progressivement dans le systéme pour @duire |
base de Schiff. La deuxieme étape dure également 2 heures et isatignag.e ferrocéne
couplé de facon covalente a la surface sert alors de sonde éleciyaehitra figure 2.21
présente les pics redox de ferrocéne aldéhyde libre dans une solutkiNQdesur une

électrode nue.
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Figure2.21 Voltammétrie cyclique d’une électrode nue dans la solution de ferrocene aldéhyde
contenant 0,1 M de KN
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L¢lectroactivité de 1’¢lectrode aprés I’immobilisation du ferrocéne aldéhyde a été mesurée
dans la solution contenant le support d’¢lectrolyte KNO3 par voltammeétrie cyclique. Le
potentiel est balayé entre 0,9 et -0,3 V (vs SCE) avec une vites2@0deV/s'. Les pics

redox en réduction et en oxydation du ferrocene sont respectivement attendus a 0,2 V et 0,7 V.

I1.5.4. La microscopie électronique a balayage

La microscopie ¢électronique a balayage (MEB) permet de visualiser la surface d’un matériau
conducteur jusqu’a des détails micro ou nanométriques selon le type d’appareil et le matériau
utilisé. Le principe est basé sur I’interaction électron-matiere. Urfaisceau incident d’électrons
balaye la surface de I’échantillon inclinée. La diffusion inélastique de ces €électrons a travers
le matériau provoque 1I’émission d’¢lectrons secondaires provenant des niveaux de cceur des
atomes. La quantité émise est fonction de la topographie de la surfagaofondeur

analysée est de 1’ordre de 1 um pour une distance de travail de 10 mm.

Nos mesures ont €té réalisées au laboratoire LISE (Laboratoire d’Interface et Systémes
Electrochimiques : UPR 15 CNRS). Le microscope a balayage utiliseé ¢&£ICA S440
piloté par le logiciel LEO a filament de tungsténe. La tension d’accélération des électrons était
de 7 oul0 keV.

I1.5.5. La spectroscopie de photoélectrons induits par rayon X (XPS)

La technique de référence utilisée pour analyser la composition chimique de I’extréme
surface d’un matériau est la spectroscopie de photoélectrons induits par rayons X (XPS ou
ESCA). L’XPS est une analyse semi quantitative. Elle est basée sur 1’effet photoélectrique qui
traduit I’émission d’électrons par un matériau lors que ce dernier est soumis a un flux de

photons X (Energie incidente E=hv). Les informations obtenues permettent de déterminer :

- les éléments chimiques présents en surface (a I’exception de H et He)
- les états chimiques de ces éléments
- des quantités des especes présentées en surface (leur concentration atomique)
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Principe:

La mesure de I’énergie cinétique E. des différents photoélectrons émis permet de déterminer
I’énergie de liaison E; correspondante et de déterminer la nature de 1’¢lément émetteur. En
effet, I’énergie cinétique d’un photoélectron est directement reliée a 1’énergie du faisceau de

rayons X primaire par la relatian
hv = Ec+E+W (2.10)

ou hv correspond a I’énergie du faisceau de rayon X primaire, E. représente 1’énergie
cinétique du photoélectron émis par un élément donnérdetérise 1’énergie de liaison de ce
photoélectron et W correspond au travail d’extraction du spectrométre (fonction de travail
d’un spectrométre). De ce fait, la profondeur d’analyse de la spectroscopie XPS dépend du
libre parcours moyel des électrons dans le matériau. Le libre parcours moyen des électrons
dépend de la nature du matériau (composé organique, minéral, métalliqgueeneol
cristal...), de sa densité volumique. De fagon générale, 95% du signal caractéristique provient

d’une profondeur d’analyse de I’ordre de quelques dizaines de nanométres.

- Appareil et Analyse

Les analyseXPS pour étudier la composition chimique de la surface de 1’¢lectrode dans
le chapitre 1lI1 ont été réalisées en collaboration avétstitut de la matiere condensée et des

nanosciences (Belgique).

Les analyses par spectroscopie de photoélectrons (XPS) ont été réalis@espectrometre
Kratos Axis Ultra (Kratos Analytical - UK) équipé d'une source en adiumm (10 mA et 15
kV), d'un monochromateur et de 8 multiplicateurs d'électrons. Le specteo@naitrinterfacé
avec un ordinateur pour le controle de l'appareil et l'acquisition des données a 1’aide du

logiciel Vision2 du constructeur.

Les ¢électrodes de carbone analysées, dont 1’épaisseur a été réduite & maximum 4 mm, ont été
fixées a I’aide d’un ruban adhésif double face isolant (Scotch 3M réf. 34-8509-3289-7) sur un
porte-échantillons en acier inoxydable dont I'ame centrale creuse emialangermet de
disposer des échantillons épais. Ceux-ci ont donc été isolés dwegmmaton afin d’éviter
I’effet de charge différentielle entre le support graphitique, conducteur, et la surface

recouverte de composés organiques, isolante.
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La pression dans la chambre d'analyse était d'environ £.@4.0L'angle de détection entre
la normale a I'échantillon et la direction de collecte des photo@hscétait de 0°. Le mode
d’acquisition « Hybride » (combinaison des lentilles électrostatique et magngtajueté
utilisé ; la taille de la zone analysée était de 700 pm x 300 um. L'énergie dee@assagau
de l'analyseur était de 160 eV pour le spectre général et de 40 eV pour les speciteglsdiv
dans ce dernier cas la largeur a mi-hauteur du pic Ag@dn standard d'argent est d'environ
0.9eV.

La charge qui se développe a la surface de ces échantillés ide la masse du
spectrometre a été stabilisée grace a une source d'électronslel@rfiergie injectés dans le
champ de la lentille magnétique a partir d'un filament (ajust®®.1 A ou 0.16 A selon le
type de filament) situé a la base de la lentille électrgstatiCes électrons suivent les lignes
de champ vers I'échantillon. Puisque les électrons de neutralisatientsi@is mémes lignes
de champ que celles utilisées pour extraire et focaliser les photogteccmis par
I'échantillon, ils arrivent exactement a I'endroit d'ou sont énsiphetoélectrons. La source
d'électrons fonctionnait avec une polarisation de -1.1 ou -1.2 eV etjagptie compensation

de charge était ajustée entre -3.5 et -4.1 eV.

Les spectres suivants ont été enregistrés : spectre général, Csl$\ Os, Cl 2p, S 2p, P 2p,
Na 1s et dans certains cas B 1s et F 1s, puis & nouveau @ s a&Brifier la stabilité de la
charge au cours du temps et de détecter un effet éventuel de dégraeata surface de
I'echantillon. L'échelle en énergie de liaison a été réegidexant la composant€-(C,H) du
pic C 1s & 284.8 eV.

Les spectres ont été traités a l'aide du logiciel CasaXPsa @&#Htware Ltd - UK). Les pics,
a I’exception du C 1s, ont été décomposés avec un produit Gaussien/Lorentzien (70/30),
apres soustraction d’une ligne de base linéaire et en imposant certaines contraintes décrites
dans les résultats. La décomposition du pic C 1s serait hasardeuke présence
concomitante de la composai@gC, H) asymétrique et du « shake up » typiques du carbone

graphitique, avec les différentes composantes du carbone organique de la surface.

Les rapports de concentrations molaires ont été calculés a partir des aires dernatiséaes
sur la base des parameétres d'acquisition, aprés soustraction d'une lignes diedmse, des
facteurs de sensibilités expérimentaux fournis par le constructeur etadesirs de
transmission (dépendant de I'énergie cinétique, de I'énergie dgeassde la combinaison
de lentilles utilisée). Les fractions molaires des élémesaist données en excluant
I'nydrogene, qui n'est pas détecté par XPS.
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Les analyse XP$our étudier la composition chimique de la surface de 1’électrode dans le
chapitre IlI-2, ont été réalisées au Laboratoire de Physico-ChimiSultaces (UMR 7045).
Le dispositif expérimental (VG Microlab 310-F) est un spectrométex amne source
monochromatiqueVigka. (hv=1253,6 eV). La pression dans la chambre de préparation et
d’analyse était de 2x10® Pa et 1x18 Pa respectivement. La haute résolution des speatres
¢été réalisée dans un mode d’énergie constant de I’analyseur selon une énergie passante de 20

eV. Les spectres C 1s, O 1s, N 1s ont été enregistrés.

Le tableau suivant représente les valeurs de référence pouértentd carbone, azote et

oxygene dans les matériaux organiques.

Groupe fonctionnel Structure chimique| Energie de liaison (eV)
Hydrocarbures C-H, C-C 285,0
Amine C-N 285,7
Ether, alcool C-0C, GO-H 286,5
C1s Imine, nitrile C=N, CN 287,0
Cétone, aldéhyde C=0 287,8
Amide N-C=0 288,0
Acide carbosylique, este] -COOH, -COOR 289,0
Carbonates -O-C(=0)-0 290,5
Imine -N=C 398,5
Amine aliphatique -NH 399,3
N 1s Amide N-C=0 399,8
Ammonium -NH," 401,5
Nitro -NO, 405,5
Carbonyle C=0, O-C=0 532,2
O 1s Alcool, éther C-O-H, C-0-C 532,8
Ester -O-C=0 533,7

Tableau2.1: Energies de liaison du C 1s, N 1s et O 1s engagés dans les principaux groupes

fonctionnels [12].

[1.5.6. Voltammétrie cyclique

[1.5.6.1. Détermination de la surface électroactivde I’électrode graphite

La surface effective, en termes d’électroactivité des électrodes de carbone graphite
fonctionnalisées ou non a été déterminée en étudiant le comportenwrdacéienique du
ferrocyanure Fe(CNJ par voltammétrie cyclique entre -0,5V et 0,6V a différentes vitesses de
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balayage (20 mV§ 30 mVs', 40 mVs', 50 mVs', 60 mvsh).

Dans le cas d’un systéme lent, ’expression du courant de pic en régime de diffusion

naturelle est donnée par la relation de Randles-Sevcik [13] :

1

= (2,69 x 18)- a7 nz-S-Dz-C-v3 2.11)
avec j le courant exprimé en A, B surface de I’électrode en cnf, C la concentration de
I’espéce électroactive en mol-crit, la vitesse de balayage en Volts®, n le nombre
d’¢électrons échangés, soit n=1 pour le couple ferrofferricyanure, D le coefficient de
diffusion du couple, saitD([Fe(CN)%*]) = 6,32X 10° cn?s™ [14] et o le coefficient de

transfert de charge.

0,0006
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0,0002

I (A)

0 i

-0,0002 1

-0,0004 ‘ ‘ ‘ ‘
-06 -04 -0,2 -1E-15 0,2 04 0,6 O,

E (V vs ECS)

Figure2.22Courant faradique obtenu par le pic du voltammeétrie cyclique.

Dans le cas d’un systeme lent, la courbe E, = f (Ig v) est une droite, la valeur absolue de
pente est de 0,08/Nous pouvons alors déterminer la valeur de o a partir la pente de cette

droite. La surface « électroactivade 1’¢lectrode peut étre déterminée a partir de la pente

(voir figure 2.23) de la droitg F f (1;%),

Y =104 (2,69<10F) 012032 S DY2C - X

Rz =0.9905

4 -
fe)
= 35 -
X
< 3
._CL

25 -
2 T T 1
0,12 0,17 0,22 0,27
Vl/2

Figure2.23 :Courant faradique en fonction d&%v
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11.5.6.2. Etude du courant cathodique de réduction de I’oxygéne catalysé par la laccase (et
la laccase oxydée) immobilisée a la surface de ’électrode

La réduction de 1’oxygene catalysée par la laccase (et la laccase oxydée) est mesurée dans un
tampon acétate (50 mM) en présence de NaQI1 M) a saturation d’air par bullage. Le
potentiel est balayé entre 0,9 et -0,3V (vs SCE) avec une vitessentiésiGans rotation de
I’électrode. La méme manipulatiest faite dans la solution dégazée par I’azote comme le

controleavant bullage d’air.

40

20 -

o] _J
-20 1
-40

| (LA-cnT?)

-60 -
-80 |

'100 T T T T
-04 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
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Figure 2.24: \oltammeétrie cyclique sousJNcourbebleu) et sous 1 atm d’air (courbe rose)

d’une électrode (fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques précédemment)

modifiée avec la laccase de fagon covalente. (La mesure egiéffedans 50 mM tampon
d’acétate, pH 4,2, 100 mM NaCl@ v= 10 mVs)

I1.5.7. Chronoampérométrie

Des mesures de chronoampérométrie ont également été effectuéds dame milieu
(tampon d’acétate 50 mM, NaClQ, 0,1M) avec un potentiel imposé de 0,2 V. La solution est
d’abord désaérée pendant 600 s par bullage d’azote, puis de I’air est introduit par bullage. Le

systéme est toujours sous 1’agitation grace a bulles de gaz.
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Figure 2.25 Chronoampérométrie (sous ;Net sous 1 atm d’air) d’une électrode
(fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques précédemment) moditida kaccase

de facon covalente. (La mesure est effectuée dangVb@mpon d’acétate, pH 4,2, 100 mM
NaClO, a 0,2 V vs ECS)
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CHAPITRE Il

RESULTATS EXPERIMENTAUX
ET DISCUSSION



[ll. 1. Réalisation d’une électrode enzymatique fonctionnalisée par réduction

électrochimique d’un sel de diazonium

[11.1.1. Caractérisation de I’électrode graphite

Les tiges de carbone graphite utilisées pour réaliser les élecivatleété découpées en
troncons de 1 cm environ et leurs sections a été polie de deux fagérentifs (cf. Chapitre
II.1). On a donc travaillé avec des surfaces dites « rugueuses ontgéié polies avec du
papier abrasif de type P80, ou des surfaces dites « lisses », petiedeg\particules de taille

décroissante jusqu’a 1/4 um. Ces deux types de surface ont été¢ analysés par XPS.

Pourcentage molaire (%)
Electrode
o N C Cl Na S P
Electrode rugueusd 2,19 | 0,11 | 97.67| 002 | 001 | o | Souslalimite
de détection
Electrode lisse 9,35 | 0,65 | 89,72| 0,04 0,10 0,12 0,02

Tableau3.1 Répartition du pourcentage molaire des éléments a la surface de 1’électrode.

Le tableau 3.1 présente la répartition du pourcentage molaire den&désur les électrodes
a surfaces‘lisses” et “rugueuses’. Nous constatons que la surfacksse” est notoirement
contaminée, puisque que les pourcentages molaires en O et Nudénstéléments mineurs,
Na, Cl, S et P pour I’¢lectrode ““lisse” sont plus importants que pour 1’¢lectrode ‘“‘rugueuse”.
Sur I’¢lectrode « rugueuse, on retrouve plus de 2% d’oxygene, ce qui pourrait résulter d’une

oxydation consécutive au polissage.
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Figure 3.1 Spectre XPS des électrons Cdlsne surface “lisse” (en bleu) et “‘rugueuse” (en
noir) de 1’¢lectrode.

En comparant les pics C 1s des deux électrodes (voir figure 3.1), nous aveme gog le
pic Cisde I’électrode ““lisse” est élargi a plus haute énergie de liaison par rapport a eelui d
I’électrode “‘rugueuse”. Cet élargissement du pic peut étre attribué a la formation desnigi
C-N et/ou C-O, ce qui confirme le constat précédent.

La rugosité de la surfacérugueuse” (Ra) est déterminée par “Veeco Dektak 6M Stylus
surface profiler”. La moyenne des valeurs de rugosité a été calculée en utikskgiciel de
“Veeco 32m profiler”. La rugosité (Ry) de la surface “rugueuse” est de (2500£250) nm. Nous
avons principalement utilis¢é des ¢lectrodes ‘“‘rugueuses” pour la fonctionnalisation et
I’immobilisation de la laccase dans la suite des travaux, qui seront désignées par 1I’expression
“électrodes nues” lorsqu’elles n’ont pas subi de traitement ultérieur a leur polissage, et utilisé

comme contrdle lors d’expériences de fonctionnalisation ou d’immobilisation.

La surface électroactive de ces électrodes nues a été déeeanigtudiant le comportement

électrochimique du ferrocyanure de potassium par voltammeétrie cyclique (voir figure 3.2
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Figure 3.2: Voltammétrie cyclique d’une électrode de CG nue dans Fe(CN)g™ & 5<10° M
dans KNQ (0,1 M)

On constate que le courant faradique (voir figure 3.3a) augmente avec la vitesseatge balay
La différence de potentiel entre le pic anodigtieathodique est toujours supérieure a 58 mV
(voir 3.3b). Nous avons un systeme lent (irréversible) en raison de la rudpsitéurface de
I’¢lectrode, bien que le Fe(CNY/Fe(CN)?* soit un couple redox réputé rapide. Dans le cas
d’un systéme lent, I’expression du courant de pic en régime de diffusion naturelle est donnée

par la relation de Randles-Sevcik [1]:
1 3 1 1
ip=(2,69%x10)-0z-nz-S-Dz-C- vz (3.1)

avec j le courant exprimé en A, B surface de 1’électrode en cnf, C la concentration de
I’espece électroactive en mol-cri¥, la vitesse de balayage en Volt's™, n le nombre
d’électrons échangés, soit n=1 pour le couple ferro/ferricyanure, D le coefficient de
diffusion du couple, saitD([Fe(CN%*]) = 6,32X 10°%m*s® [2] et o le coefficient de
transfert de charge.

Dans le cas d’un systéme lent, la courbe E, = f (Ig v) est une droite, la valeur absolue de la
pente est de 0,08/A partir de la pente de cette droite (voir figure 3.4), la valeur de 0,88 a pu

étre déterminée pour o. Une moyenne a été prise pour les deux valeurs de o obtenus avec les

courbes pour le potentiel anodique et cathodique.
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Figure3.3(a) Courant de pic faradique anodique (en bleu) et cathodique (en rouge) du

ferrocyanure de potassium en fonction de vitesse de balayage,(bIE{f en fonction déa
vitesse de balayage.
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Figure 3.4 Potentiel anodiqgue (en bleu) et cathodique (en rouge) du ferrocyanure de
potassium en fonction de Ig(v).
La surface « électroactivede 1’électrode peut étre déterminée a partir de la pente (voir

1
figure 3.5) de la droitg,i= f (v2). La surface électroactive moyenne obtenue avec trois essais
a partir des courants faradiqug®st deD,464+0,024cn? pour une électrode de graphite nue,

ce qui est faiblement supérieur & sa surface géométrique, soitcé385
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Figure3.5 : Courant faradique en fonction d&v

[11.1.2. Fonctionnalisation de la surface de I’électrode par réduction électrochimique de

sel de diazonium

[11.1.2.1. Fonctionnalisation de la surface de l’électrode avec des groupements amines

La réduction du 4-nitrobenzene-diazonium a été réalisée par voltaenoylique sur une
électrode du graphite (CGligueuse. Lors du balayage en potentiel, ungpicéduction est
visible a 0,49 V (voir figure 3.6 ette valeur est élevée par rapport a d’autres expériences de
réduction du 4-nitrobenzene-diazonium sur du carbone efample, Broosky et a[3]
observent deux pics en réduction autour de -0,2 V/Ag/Ag+ et 0,1 V/Ag/Agte sarbone
traité par pyrolyse. Et Bélanger et El] observe deux pics en réduction autour de 0,15 V et
0,5V (vs Ag/AgCl) sur I’¢électrode de carbone vitreux. Une telle différence pourrait étre due a
des états de surface différente des carbones utiligépic est attribué a la formation d’un
radical aryl. Lors du deuxieme cycle, le courant faradique cathodique est nettement plus
faible comparé au premier cycleedCest attribué au blocage de la surface di a 1’attachement
du radical aryl [5] sur la surface par former une liaison covalente (=€ électrodes de
carbone utilisées pour les analyses et expériences suivantesé ofinéionnalisées en
réalisant un seul cycle. Nous pouvons déterminer la charge totalelé la réduction de

diazonium par I’intégration du courant faradique du pic cathodique :
Qur = [ ig(H)dt (3.2)
La charge correspondant a I’attachement des nitrophényles peut étre calculée par la formule :
Qiwot = F- n(nitrophényle) (3.3)
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On calcule que le nombre de mole de diazonium guti &¢é réduits est de
(1,71%0,03 x10® moles, soit un recouvremente (4,44+0,10) x10® mol/cn?.
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Figure 3.6 : Voltammeétrie cycliquel’une électrode de carbone graphite nue dans 5X10-3 M
de 4-nitrobenzene-diazonium tetrafluorobonate et 0,1 M d@&\NBe, (v=50 mVs'l) dans
I’acétonitrile (premier cycle en bleu et deuxiéme cycle en rouge).

Nous avons également réduit le 4-nitrobenzene-diazonium par chronoampérperétant
30 secondes. Le potentiel imposé doit étre au moins de 0,15 V inférieur atiepdtepic de
réduction observé par voltammétrie cyclique [6]. Nous avons donc alipbtentiel de
0,25 V/ECS, ce qui est 0,24 plus faible que le pic de réduction. La figurepdésente le
courant de la réduction de diazonium en fonction du temps. Nous pouvons déteaminer |
charge totale lors de la réduction par I’intégration du courant par la formule 3.1. Nous avons
¢galement calculé le nombre de moles des nitrophényles attachés a la surface d’électrode :

(7,4+0,4) ><108m01es, soit un recouvrement I" de (1,940,1) ><107mol/cmz.
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Figure3.7 Chronoampérommeétrié¢tune électrode de carbone graphite nue dans 5X10° M de
4-nitrobenzene-diazonium tetrafluorobonate et 0,1 M déNB&; (v=50 mVs') en milieu
acétonitrile.
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Avec les deux méthodes de réduction du 4-nitrobrazdiazonium, nous avonm
recouvrement qui est supérieur a celui d’une monocouche compacte de nitro phényles
1.2x10° mol/cnt [7] ou de phényls : 6,7 xI8mol/cnf [8]. Et le recouvrement est moins
important par la méthode de voltammétrie cyclique. On n’a pas pu faire de mesures de
I’épaisseur de la couche déposée car la surface n’est pas plane, on ne peut donc pas utiliser
des méthodes comme 1I’AFM. Mais d’apres la littérature[3], les mesures qui ont été réalisées
sur des surfaces de carbone planes montrent que 1’épaisseur de la couche atteint une limite

autour de 5-6 nm quelque soit la durée du dépot par chronampérométrie.

Aprés dépbt de la couche de nitrobenzene par réduction du sel de diazonasparwtant,

deux cycles de balayage en potentiel ont ensuite été réalise® &2V et -1,38V (vs SCE) a

une vitesse de 10m¥" afin de réduire les groupements nitro des cycles phényles attachés a
la surface de I’électrode. Lors du premier cycle, un pic de réduction irréversible est visible a
0,97 V (voir figure 3.8). Ce pic est attribué a la réduction de groupement Hitfy)(en
groupement amine-NH,) et hydroxylamine (-NHOH). Ce pic disparait au deuxieme cycle.

Cela indique qtil n’y a pas de réduction de groupements nitro lors du second cycle.

100
50

0 u
-50
-100 -
-150 -
-200 +
-250 -
-300 w w w \ \ ‘ ‘ ‘

-16 -14 -12 -1 -08 -06 -04 -02 0 O,

E (V vs. ECS)

I (LA)

Figure 3.8 :Réduction des groupements nitro dans une solution EtO}D: |:9, Vv/v)
contenant 0,M de KCI (premier cycle en bleu et deuxiéme cycle en rouge) sur 1’¢lectrode ou
des nitrophényles ont été attachés par réduire le 4-nitrobenzene-diazmeitinoltammétrie
cyclique. Vitesse de balayage 10 raV/

1. Détermination des groupements amines par 1’intégration coulométrique du pic cathodique

Les groupements nitro dgaényles attachés a la surface de 1’électrode sont réduits pendant
deux cycles de balayage en potentiel entre 0 V et -1,4 V (vs SCEpreier cycle, les

groupements nitro sont réduits - @dHOH selon:
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Ar-NO, + 4H + 46 > Ar-NHOH + HO (3.4)

Une partie des groupementsHOH sont réduits eaNH, aucours de ce méme balayage en
réduction:
Ar-NHOH + 2H + 2é > Ar-NH, + HO (3.5)
Nous pouvons obtenir une équation globale pour la réductiehl@g en—NH, au premier
cycle :
Ar-NO, + 6 H +6€é > Ar-NH, + 2HO (3.6)
Le pic cathodique du premier cycle correspond a la formation groupenidtiiet—NHOH.

Nous pouvons obtenir la charge totale lors de la réduction irrévepsibl@ntégration du

courant faradique:
Quot = [ ig(H)dt (3.1)
Or la charge totale est la somme de deux charges :

Quot = Q (-NHOH) + Q (NHy) (3.7)

Les charges correspondantes a la formation de groupenntii®t-NHOH peuvent étre

calculées par les formules 283.9 obtenues a partir des équationse®3L6 respectivement:
Q (NHOH) = 4-F-n (-NHOH) (3.8)
Q (NHp) =6-Fn (-NH) (3.9)
La charge totale du pic cathodique du premier cyéleit donc:
Quot = 4FN(-NHOH) + 6F-n(-NH,) (3.10)
Les groupementsNHOH qui ne sont pas réduits au premier cycle sont oxydés en groupes
nitroso—N=0 lors du balayage en oxydation selon[5]:

Ar-NHOH > Ar-NO + 2H + 2¢ (3.11)

Cette réaction est réversible. Lie paractéristique de la réduction des groupements nitroso
lors du deuxiéme cyclpermet d’obtenir la charge échangéms de 1’oxydation réversible

des hydroxylamines par intégration du courant faradique selon la formule 3.1.

Le nombre de groupements hydroxylamine est relié & la charge dunquiéq@ze ou
cathodique correspondant a 1’oxydation du groupement NHOH, ou a sa réduction,

respectivement, par la relation 3.12 :
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Q (-NHOH) = 2-F-n(-NHOH) (3.12)

Q(-NHOH) et Qq; sont déterminées p&intégration coulométrique du pic cathodique, et on
en déduit donc n(-NHOH) et m{H,) grace aux équations 3.10 et 3.12 [ densité ' des
groupementsNH; et—-NHOH a la surface de 1’¢lectrode peut ensuite étre calculée a partir de

la formule suivante
n
r= S (3.13)

ol n est exprimé en mole, S en“aml en mol/cn.

Sur I’¢lectrode ou le 4-nitrobenzene-diazonium a été réduit par voltammeétrie cyclique a
I’étape de I’attachement des nitrophényles (voir figure 3.6). On obtient des recouvrements de
(5,5+1,3) x10° mollcm? pour -NHOH et (1,2+0,2) xI®molicn? pour le groupementNH,.
I'(-NH,) est donc deux a quatre f@his important que I'(-NHOH). On peut donc en déduire
que la densité de groupements nitro réduits est de (1,8+0,f)mdlcn?, ce qui correspond

a la densité de groupemeffibactionnels a la surface de 1’électrode.

2. Détermination colorimétrigudes groupements amines

La densité¢ des groupements amines a la surface de 1’¢électrode de carbone a également été
déterminée en utilisant I’ester 3-(2-pyridyldithio) propionic acid N-hydroxysuccinimide
(SPDP). Le protocole a été décrit dans chapitre 11.2.5.3.1. La figure 3.8erf@de princip

de cette méthode.
o o )P\A 0
/ | S \
NH, N EEN_OMS/S N . A 4 w PR
NH, { « | N ;
(@] (@]

| - 2-pyridinethiol
C4H100S, (DTT) N SN Nen | Py
\H \S (Absorbé a 343nm)

Figure3.9 Principe de la méthode de détermination des groupements amines avec SPDP.

Les expériences ont montré que 1’absorbance de la 2-pyridinethiol mesurée en présence de
I’¢lectrode fonctionnalisée aprés réduction des groupements nitros est plus faible que celle

obtenue avec 1’électrode de contrdle qui a été fonctionnalisée de selon le méme protocole
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mais sans réduction des groupements nitro (voir figure).3CkQ¢sultat peut s’expliquer par
la dégradation de la couche de nitrophényles lors de 1’étape de greffage du SPDP, qui a été
réalisée dans le diméthylformamide. Cela est déduit selon une expéggnsera détaillee
dans la suitedu manuscrit. L’électroactivité du ferrocyanure a été étudiée sur 1’électrode
fonctionnalisée par la réduction des 4-carboxybenzéne-diazonium aprés emnaitem
I’¢lectrode fonctionnalisée pendant 1 heure dans le DMF. Ces expériences ont montré que
I’¢lectroactivité de Fe(CH* augmente considérablement aprés avoir tréitéectrode
fonctionnalisée dans le DMF. Le DMF dégrade donc la couche fonctioriogtiée par la
réduction de diazonium. Cette méthode ne permet donc pas de détermgr@ufesments

amines.

0,4
0,3 A
0,2 A
0,1 ~

Absorbance

-0,1 1
-0,2 1

-0,3 T \ T
290 310 330 350 370 390 41(

A (nm)

Figure 3.10 Absorbance de 2-pyridinethiol laegué de 1’électrode fonctionnalisée avec les
groupements amines (en rouge) et nitro (bleu) a 343nm.

3. Détermination des groupements amines avec une sonde ferrocéne aldéhyde

Comme la méthode de SPDP ne permet pas de déterminer des groupemedsaalai
surface de I’¢lectrode, nous avons utilis¢ une autre méthode chimique en utilisant un
ferrocene fonctionnalisé par une fonction aldéhyde susceptible de réagassianttions
amines de la surface de 1’¢électrode pour former une base de Schiff (voir chapitre 11.5.3.2). Le
ferrocéne couplé de fagon covalente a la surface sert alors de sonde électrochimique. La figure
3.11représente les pics redox de ferrocene aldéhyde libre dans la soludQdesur une

électrode nue.
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Figure3.11 Voltammétrie cyclique d’une électrode nue dans la solution de ferrocéne aldéhyde
contenant 0,1 M de KN

L’électroactivité de 1’¢lectrode apres I’immobilisation du ferrocéne aldéhyde a été mesurée
dans la solution contenant le support d’électrolyte KNOg3. Les pics redox en réduction et en
oxydation du ferrocéne sont attendus respectivement a 0,2 V et 0,ainii@s, aucun pic
n’a été observé (voir figure 3.12). Cette méthode ne permet pas de déterminer la dessité de

groupements amines a la surface de 1’électrode.

2500
2000
1500
1000
500
0
-500
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Figure 3.12: Voltammétrie cyclique d’une électrode de graphite fonctionnalisée avec les
groupements amines (en bleu) et ferrocéne (en rouge) dans 0,1 M dg\W&i2a0 mVsh).

4. Caractérisation des surfaces fonctionnalisées par XPS

Nous avons caractérisé la surface de 1’électrode fonctionnalisée avec les groupements amines

par XPS pour confirmer la présence des groupements fonctionnels.
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Figure 3.13 Spectre XPS de la surface de 1’électrode (1) nue, (2) fonctionnalisée avec les
nitrophényles et (3) apres la réduction des groupements nitros du nitrophényles.

La figure 3.13 présente le spectre général analysé entre 0 et 1300 kVsurface de
I’¢lectrode nue (1), fonctionnalisée avec les nitrophényles (2) et aprés la réduction des
groupements nitros du nitrophényle (3). On détecte sur le spectre des éle@joeket3)
[’augmentation de I’intensité du pic d’azote par rapport au spectre de 1’électrode (1), ce qui
montre la fonctionnalisation de la surface de 1’électrode. Nous avons également observe
I’apparition du pic de fluor sur I’¢lectrode fonctionnalisée avec les nitrophényles. Ce pic doit
provenir du résidu de BNMBF, a la surface de 1’électrode qui est le support d’électrolyte au

cours de la réduction du 4-nitrobenzene-diazonium.

L’¢électrode nue présente un pourcentage molaire d’azote quasiment nul (N/Cio= 0,001). Le
rapport depourcentages molaires d’azote/carbone augmente jusqu’a 0,036 apres la réduction
de 4-nitrobenzene-diazonium (tableau 3.2). Cela peut étre interprété corpnésdace des
nitrophényles a la surface de 1’électrode. Apres 1’étape de réduction des groupements nitro, ce
rapport est de 0,040. Cette valeur est trés proche de celle a la sunfiitceptienyle. En effet

la réduction des groupements nitro ne modifie pas le pourcentage molaire de 1’azote.
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Figure 3.14 Spectre XPS des électrons Nds la surface de 1’électrode (1) nue, (2)
fonctionnalisée avec les nitrophényles et (3) apres la réduction des groupements nitros.

La déconvolution du pic NZs: spectre permet d’effectuer une analyse plus fine des liaisons
chimiques présentées a la surface. Le spectre aprés réduction du n@nabdiazonium
montre la présence des groupements nitro (N1 a 406,2 eV) [10],[5]. Nous avensdbs
pic correspondant aux groupements amines (N4 a 400,18Wr la surface de 1’électrode
(3), ce qui montre qu’une partie des groupements nitro ont été réduit en groupement amine. A
noter qu’ici, nous pouvons également observer ce pic sur la surface de 1’électrode (2). Dans la
littérature, la présence de ce pixplique par la réduction des groupements nitro en
groupements aminasus le faisceau de rayons X dans la chambre d’analyse XPS au cours de
la mesure I1], [4]. Le spectre indique également un pic a 402,4 eV (N3). Compte-tenu de la
capacité du cation de diazonium a se coupler avec un autre cyclatiguaret a former un

azobenzene, ce pic correspondrait aux groupements azo a la surface [12],[13].

-NO, (N1) | -NHOH (N2) | -N=N- (N3) | -NH, (N4 N Nior/
Energie de liaison (eV) 2 ( ) ( ) ( ) 2 ( ) tot tot! Ctot

406,4 404,5 402,6 400,4 - -

Electrode Pourcentage molaire (%)
nue - - - 0,11 0,11 | 0,001
fonctionnalisee avec le 0.81 i 1,56 1.43 299 | 0,036
nitrophényles
apres lareductiondes ) ¢ 0,28 0,69 2,96 | 3,65 | 0,040
groupements nitros

Tableau3.2 Répartition du pourcentage molaire des composantes du pic N 1s.
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Apres réductionles groupements nitro, on observe que ’aire de la composante N1 (-NO,)
décroit, alors que I’aire de composante N4 (-NH;) augmente. De plus, nous observons la

formation de groupementsNHOH (N3 a 404,5 eV). Cela montre la réduction des
groupements nitro efNH, et-NHOH.

Sur I’électrode aprés la réduction des groupements nitros, les pourcentages molaires d
group amine et nitro sont de 2,96 et 0,28 respectivement. La quantiHdeéduit a partir
de -NO; des nitrophényle est 10,6 fois plus importante que celleNe¢HOH, ce qui est plus
important quele résultat obtenu avec par mesure de la charge échangée lors de 1’étape de
réduction des groupements nitr@gla peut s’expliquer par le fait que le pourcentage Nél;
est surestimé a cause de la réductiongd@gpements nitro dans la chambre d’analyse XPS au
cours de la mesure. En effet, les groupements nitroété particllement réduits a 1’étape de

réduction électrochimique.

11.1.2.2. Fonctionnalisation de la surface de I’électrode aveC des groupements carboxyligues

par la réduction des 4-carboxybenzene-diazonium

La surface des électrodes a été fonctionnalisée avec des groupements carsgatique
réduction du 4-carboxybenzene diazonium selon deux protocoles :
Protocole A : le diazonium synthétisé préalablement a été dissout dans la cellule
électrochimique puis réduit en milieu aqueuxBy, 0,1 M).
Protocole B : le diazonium a été synthétisé in situ dans la cellule élestrgehil5 minutes

avant I’étape de réduction, en milieu aqueux (HC1 0,5 M) [13],[4]selon le protocole ci-dessous :

HOOC@— NH, + NaNO, ——> HOOCONEN+
HCI (0,5 M)

(1 eq) (1 eq)
Figure3.15: Génération in situ des cations de 4-carboxybenzene-diazonium.

Lorsde 1’étape de réduction du diazonium, deux pics de réduction sont visibles a -0.24 V et
0.21 V (voir figure 3.16}jui sont attribués a la formation d’un radical aryl qui forme ensuite
une liaison covalente avec le carbone a la surface. Le pic ddioaduc0,24 V correspond a
la réduction de diazonium libre dans la solution, alors que le pic a Ogxt &ttribué a la

réduction de diazonium adsorbé a la surface de I’électrode. Si on réalise un deuxieme cycle, le
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courant faradique cathodique est significativement plus faible compamémier cycle. Ceci

confirme le blocage de la surface di a I’attachement du radical aryl sur la surface. Les

electrodes de carbone utilisées pour les analyses et expériemvastes ont été

fonctionnalisées en réalisant un seul cycle.

50
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E (V vs ECS)
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(b)

-0,6

-0,4

-0,2 0 0,2 0,4 0,¢
E (V vs ECS)

Figure 3.16 :Réduction du 4-carboxybenzéne-diazonium (a) généré in situ {8M)0(b)
synthétisé préalablement (5%1M) a la surface d’une électrode de carbone graphite nue en
milieu aqueux (v=50 mV% premier cycle en bleu et deuxiéme cycle en rose).

1. Etude du blocage de la surface

L électroactivité de Fe(CN)s™ a été étudiée par voltammétrie cyclique entre -0,5 V V0,6

sur I’électrode nue et celle modifiée. Le couple ferri/ferrocyanure (Fe(CN)g>/Fe(CN)") a un

potentiel rédox de 0,19 V (vIOES). Sur I’¢lectrode nue, les pics en oxydation et en réduction
de Fe(CNY* sont visibles & 0,22 V et 0,13 V (vs ECS), respectivement. Ortatergue

I’intensité de ces pics diminue de fagon importante sur les ¢lectrodes modifiées. Cela montre

gue la surface est partiellement bloquée par les groupements fonctionnels.

90



400
300 -

-06 -04 -02 -1E-15 02 04 06 O
E (Vvs ECS)

Figure 3.17 Voltammétrie cyclique d’une électrode de CG nue (bleu) et d’une ¢électrode
fonctionnalisée par groupements carboxyliques (rose, avec protocole B) d&m)sFea

5X10° M dans 0,1 M de KN®(v=50 mVs).

2. Etude de stabilité de la couche fonctionnelle dans le solvant organique

L’électrode fonctionnalisée par groupements carboxyliques avec protocole B a été trempée
dans diméthylformamide pendant une heure. Et puis nous avons controlé 1I’électroactivité du
ferrocyanure sur 1’¢lectrode. Nous avons constaté¢ que |’électroactivité de Fe(CN)" a
augmenté considérablement apres traitement de 1’¢lectrode fonctionnalisée dans le DMF. Le
DMF dégrade donc la couche fonctionnelle formée par la réduction de diezdDeéla peut
expliquerl’échec de la méthode de déterminer les groupements amines sur 1’électrode avec
SPDP dans les paragraphes II1.1.2.C2st également la raison pour laquelle nous avons
choisi d’effectuer les réactions de fonctionnalisation tesurface de 1’électrode avec les

groupements hydrazides en milieu agueux.
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Figure 3.18 Voltammétrie cyclique d’une électrode de CG nue (bleu) et d’une électrode
fonctionnalisée modifiée par groupements carboxyliques avec protocolenB (aese) et
aprés (vert) le traitement dans le DMF pendant 1 heure (mesure d@hydtea 5<10° M
dans 0,1 M de KN@ v=50 mVs").

3. Détermination colorimétriquaes groupements carboxyligues

Nous avons utilisé la molécule sonde toluidine bleue, un colorant cuibab&d 633 nm,
pour déterminer la quantité de groupements carboxyliquessirftae de 1’électrode (voir
chapitre 11.5.2) En milieu basique, les groupements carboxyliques a la surface de 1’électrode
sont déprotonnés et alors chargés négativement. Les colorants gi@siggement peuvent
s’accrocher aux groupements carboxyliques par interaction électrostatistique. En milieu acide,
les groupements carboxyliques ne sont plus chargés et les colorargshéscsur les
groupements carboxyliques sont relargués dans la solution d’acide acétique (voir figure 3.19).
L’absorbance de cette solution est mesurée a A=633 nm au spectrophotométre UV-visible. La
guantité de groupements carboxyliques sur la surface peut alors étréec@nusupposant
guel mole de TBO s’accroche sur 1 mole de groupements carboxyliques.

C OO COOH COOH

NaOH pH10 Acide acétique (50%)

Figure3.19Le principe de détermination des groupements carboxyliques avec toluielige bl
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Nous avons obtenu une densité de (1,10,2)%xtfblcm? pour les groupements
carboxyliques a la surface fonctionnalisée a partir de 4-carboxybenzene-wuhazynithétisé
préalablement. Par contre, nous avons une densité plus importante (1,91+0%&joka0n>
a la surface fonctionnalisée a partir du diazonium généré in situi est seize fois plus que
la valeur de densité calculée pour une couche dense de nitrophényl$0°In@d-cm? [7].
Cette valeur élevée de la densité de groupements fonctionnels pourrait pdoveii que la
surface réelle du carbone est trés supérieure a la surface géonsiricadone graphite et
méme celle déterminée électrochimiquement, comme le laiggeoser les images de
microscopie qui montrent une surface trés rugueuse. Toutefois, en I’absence de données
précises sur la surface réelle de I’¢électrode, on peut également émettre I’hypothese que des

multicouches pourraient s’étre déposées a la surface.

4. Caractérisation des surfaces fonctionnalisées par XPS
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Figure 3.20 Spectre XPS de la surface de 1’électrode (1) nue, (2) fonctionnalisée avec les
groupements carboxyliques par protocole B.

La figure 3.20 présente le spectre général analysé entre 0 et 1380 laVsurface de
électrodes nue et fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques pabol@r&oc
L’¢électrode nue présente un faible pourcentage molai®oxygene (Owd/Ciot =0,02) dl a des
contaminations extérieures lors de la procédure de polissage qui oxydeoleeca la surface
en créant les groupements carboxyliqui&ste valeur augmente jusqu’a respectivement 0,116

et 0,058 apres la réduction de 4-carboxybenzéne-diazonium généré irt sinthetisé
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préalablement. Ces résultats sont la conséquence de la fonctidivmalia la surface de
I’électrode. Les groupements carboxyliques obtenus a partir de diazonium généré in situ
présente une densité plus importante. Ce résultat est cohérentsaxéesuleats obtenus avec

la méthode TBO.

La figure 3.21 présente le spectre de O 1s apres déconvolution. On obsetgs pjias
correspondant aux liaisons C-O (O1 a 533,6 eV) et C=0 (C2 a 532,4 eV) [14] ont une
intensité significativement plus importante a la surface fonctiodatise sur la surface sans
traitement. De plus les intensités des deux pics sont presquegissntiCela indique la

présence des groupements carboxyliques a la surface fonctionnalisée.

Si on suppose que la surface est recoaveltine multicouche de groupements
carboxybenzéne, le rapport O/C mesuré par XPS devrait étre du méme ordrelujue c
représentatif de la structure de ce groupement, qui codtiertatomes d’oxygene pour sept
atomes de carbone, soit un rapport de 2/B=@R2 le rapport O/C mesuré par XPS n’est au
plus que de 0,116. Comme d’autre part on observe apres fonctionnalisation que le pic du
carbone garde sa forme caractéristique dissymétriqgue du carbone graphite,penpeutue
la couche déposée sur la surface est inférieure a 10 nm, profondeur maléteatée par
XPS.

| C1s (b)

Intensité relative (u.a.)

Intensité relative (u.a.)

7

A
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Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

Figure3.21: Spectre XPS des ¢électrons O 1s et C 1s de la surface de 1’¢lectrode nue (1 et en
noir a droite) et fonctionnalisée avec les groupementsoggliques par la réduction de
4-carboxybenzéne-diazonium généré in situ (2 et en bleu a droite) ledtssdpréalablement
(3 et en rouge a droite).
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O-C 0=C @) Orot/

Energie de liaison (eV) o tol Crot
533,6 532,4 - -

Electrode Pourcentage molaire (%)
nue 112 0,98 2,19 0,02
apres la rgdu'ctllc_)n d_e diazoniun 4,08 4.64 10,23 0.116
(généré in situ)
apres la I‘,e.dl.fCtIO,n de diazoniun 213 2.45 545 0,058
(synthétisé préalablement)

Tableau3.3 Répartition du pourcentage molaire des composantes du pic O 1s.

5. MEB

La comparaison des photos de I’¢lectrode nue et fonctionnalisée montre que la morphologie

de la surface n’a pas été modifiée de facon remarquable.
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Figure 3.22 MicrographiesMEB d’une surface de 1’¢électrode non traitée (a), (c) et
fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques(b), (d).
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I11.1.2.3. Fonctionnalisation de la surface d’électrode avec des groupements hydrazide

L’¢lectrode a été fonctionnalisée avec des groupements hydrazide par réaction de 1’hydrazine
(protégée ou non) sur deux type de groupements a la surfac¢életdrdde, soit un ester
méthyliqgue immobilisé par réduction du diazonium correspondant (méthode 1 fgyuréa
3.23), soit directement sur le groupement carboxylique activé (méthode 2 sur la figire 3.24

NH,NH, 0
(10 mM CZ NH—NH,
0
et
\ 0 H3POy (1M O
NH,NHboc I—Q—CLNH—NHboc HPO M) I—@—CLNH—NHZ
(10 mM)

Figure 3.23 Formation de la fonction hydrazide a la surface fonctionnalisée avec I’ester
méthylique (méthode 1).

o NH,NHboc o HsPO, (1M 0
I—Q—C’LOH . % NHNHboc -2 M) CZ NH—NH,
EDC, NHS, pH 7

Figure 3.24: Formation de la fonction hydrazide a la surface fonctionnalisée @vec
groupement carboxylique (méthode 2).

[11.1.2.3.1. Méthode 1
» Fonctionnalisation de la surface de [’électrode avec [’ester méthylique

Afin de fonctionnaliser la surface de I’¢électrode avec I’ester méthylique, le diazonium généré

in situ a partir méthyl 4-aminobenzoatété réduit sur 1’électrode. Nous pouvons observer les

deux pics de réduction a -0,20 V et 0,18 V (voir figure 3.25). Le courant faradique cathodique
au deuxieme cycle est plus faible comparé au premier cycle. Unysbeila été réalisé pour

fonctionnaliser les électrodes utilisées pour les analyses et expériene@sesuiv
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Figure 3.25 :Réduction du 4-(methoxycarbonyl)benzene diazonium (8104 la surface
d’une électrode de carbone graphite nue en milieu aqueux(v=50 mVs®, premier cycle en bleu
et deuxieme cycle en rose).

La présence de la couche fonctionnelle a la surface peut étrecevgudr le suivi de
I’électroactivité de Fe(CN)g" par voltammeétrie cyclique. La surface est partiellement bloquée
par les groupements fonctionnels, parce Kintensité des pics en oxydation et en réduction

de Fe(CNy* diminue de fagon importante sur 1’électrode fonctionnalisée.
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Figure 3.26 Voltammétriecyclique d’une électrode de CG nue (en bleu) et d’une électrode
fonctilonnalisée avec Pester (en rose) dans Fe(CN)g* & 5x10°M dans 0,1 M de KN@(v=50
mVs™).
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= Caractérisation des surfaces fonctionnalisées par XPS
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Figure 3.27 Spectre XPS de la surface de I’¢lectrode fonctionnalisée avec (1) I’ester
méthylique, (2) -CONHNHKI(par la réaction rentre -COOGt NH:NH,), (3) -CONHNHboc
(par la réaction rentreCOOCH;, et NH:NHboc), (4)-CONHNH (aprés la déprotection de
I’hydrazide sur I’¢électrode 3).

La figure 3.27 présente le spectre général analysé entre 0 ete¥306 la surface des
¢lectrodes fonctionnalisées avec ’ester méthylique, -CONHNH (produit de la réaction entre
-COOCH; et NHNH,), -CONHNHboc (produit de la réaction ent/€ OOH et NHNHboc)
et -CONHNH, (aprés la déprotection de 1’hydrazide sur 1’électrode 3). L’ensemble des
spectres enregistrés sur ces quatre électrodes ont des allsirssnttdlables. Apres réaction
avec NHNH, ou NHNHboc, une diminution de l&action molaire de 1’oxygéne sur les
¢lectrodes 2 et 4 est attendue. Cependant, nous n’observons pas cette diminution. En effet, les
rapports des fractions molairegCZ:.: pour les électrodes 2 et 4 sont trés proches de celui de
I’¢lectrode 1. La superposition des pics C 1s normalisés a leur sommet confirme le peu de
différence entre les quatre électrodes. Aucune réaction n’a lieu sur la surface de I’ester. La

surface de I’¢lectrode n’a pas été fonctionnalisée avec les groupements d’hydrazide avec cette
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méthode.

Electrode fonctionnalisée Orot/ Ciot Niot/ Crot
avec I’ester méthylique (1) 0,140 0,008
-CONHNH, (2)
(par la réaction rentreCOOCH; et NH,NH,) 0.141 0.015
-CONHNHboc (3)
(par la réaction rentreCOOCH; et NH,NHboc) 0.136 0.015
-CONHNH (4) 0,144 0,016
(apres la déprotection de 1’hydrazide sur I’¢lectrode 3) ’ ’

Tableau3.4 Répartition du pourcentage molaire des éléments.

Intensité relative (u.a.)

L L L L L =T

543 540 537 534 531 528 297 294 291

T

288 285 282

Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

Figure3.28 Spectre XPS des électrons N1s et @ik surface de 1’électrode fonctionnalisée

avec (1 a gauche, en noir a droiléster méthylique, (2 a gauche, en bleu a droite)
-CONHNH, (par la réaction rentre -COOGHt NHNH,), (3 & gauche, en rouge a droite)
-CONHNHDboc (par la réaction rentr€OOCH; et NHLbNHboc), (4 a gauche, en vert a droite)
-CONHNH, (apres la déprotectiaie I’hydrazide 1’électrode 3).

111.1.2.3.1._Méthode 2

La fonctionnalisation de la surface avec les groupements carboxyligie€tudiée dans la

partie précédente
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= Caractérisation des surfaces fonctionnalisées par XPS
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Figure3.29 Spectre XPS de la surface de ’¢lectrode fonctionnalisée avec (6) —-CONHNHboc,
(7) -CONHNH, (aprés la déprotection).

La figure 3.29 présente le spectre général analysé entre 0 et 1300 eV de la sigfac
électrodes fonctionnalisée ave€ONHNHboc (6 par réaction de I’hydrazine protégée sur le
groupement carboxylique a la surface de 1’électrode) et -CONHNHR (7, aprés la déprotection
de I’hydrazide sur I’¢lectrode 6). Le pourcentagenolaire d’azote sur les ¢lectrodes 6 et 7 est
de 4,82 et 3,06, respectivement, ce qui est plus important quewdhdicctrode 5, soit 1,19
(voir tableau 3.5). Cela pourrait provenir la présence du groupement d’hydrazide (ou protégé)

a la surface dedlectrode.

La figure 3.30a présente le spectre de O 1s apres déconvolution. On obsepies|
correspondant aux liaisons C-O (O1 a 533,6 eV) et C=0 (C2 a 532,4 eV) suclexiéeb,
6 et 7. Le rapport des pourcentages molaires de carbone correspondansanaCha et la
liaison C-O pour la surface d€OOH (I’¢lectrode 5) est de 1,12 qui est proche de 1, ce qui
est cohérent avec la composition du groupement carboxylique. Ce rapport augmente jusqu’a
1,50 apres la réaction avec pNHBoc. Cela indique la perte de la liaison C-O qui doit étre
di a la formation du couplage entre les groupements carboxyliques de 1’¢lectrode et
NHoNHBoc. Apreés la déprotection de 1’¢électrode 6, le rapport C=0/C-O est de 1,6e qui n’a

pas de modification significativiear rapport a 1’électrode avant la protection.

La superposition des picsIE normalisés a leur sommet montre la présence d’un évasement

un peu plus marqué du pic C 1s a plus haute énergie de liaison vers 28&tGilgyé aux
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fonctions_CN, surl’électrode 6 mais pas 1’électrode 7. Une augmentation du rapport N/O est

attendue, ce qui n’est pas le cas. D’ailleurs sur le spectre du carbone, aprés déprotection, le

spectre est presque identique a celui de 1’électrode COOH, on ne voit presque plus de liaisons

C-N. Nousn’avons pas deroupement d’hydrazide aprés 1’étapde de déprotection de

I’électrode.

Fraction molaire (% et rapport)

Electrode oc To NN N
fonctionnalisée - = -IN=IN- -NF2
(Ol) (02) OtOt (N3) /-(C:O)-NH- (N4) NtOt Otot/Ctot NtOt/CIOI
Energie de liaison (eV) 533,6| 532,4| - 402,3 400,8 - - -
avecCOOH 408 | 4,64 | 10,23| 0,17 0,94 1,19| 0,116 0,013
avec-CONHNHboc (6) | 3,40 | 5,11 | 9,28 1,33 3,18 4,82 0,108 0,056
CONHNH, (7
avec 2 (") | 395 | 622 |11,13] 1,13 1,03 306| 0130 | 0,036

(aprés la déprotection

Tableau3.5 Répartition de la fraction molaire des composantes du pic N 1s et O 1s.

Intensité relative (u.a.)
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Figure 3.30 Spectre XPS des électrons O 1s, et C 1s de la surface de (5, erdraitek
I’¢lectrode fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques, (6, en vert a droite)

-CONHNHboc, (7, rouge a droite) -CONHNkKhpres la déprotection).
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[11.1.3. Immobilisation de la laccase

La laccase a été immobilisée sur les différentes électfodeisonnalisées par réduction du
diazonium, ce qui a permis d’introduire en surface des groupements fonctionnels
carboxyliqgues, amines ou hydrazides, permettant le greffage covaldatla@ecase selon
différents protocoles. Pour chacune des électrodes fonctionnalisées, $a lad&galement été
immobilisée par adsorption sur la surface, et ce afin de comparer Ugs nuethodes
d’immobilisation et de tenter d’estimer quelle est I’influence du processus d’adsorption dans
I’immobilisation puisque le processus d’adsorption de I’enzyme a la surface a lieu, méme

dans le cas d’une immobilisation covalente.

11.1.3.1. Contréle de la qguantité d’enzyme immobilisée par mesure de son activité

[11.1.3.1.1. Laccase immobilisée a la surface fonctionnalisée avec une fonction digcrtmxy

La méthode d’immobilisation covalente de la laccase a la surface d’¢lectrodes
fontionnalisées avec des groupements carboxyliques consiste a aesvetemiers en
présenced’EDC et de NHS. La laccase ensuite ajoutée forme avec le gmenpe
carboxylique activé une liaison amide via I’'un des cing résidus lysine qu’elle contient. Dans
d’autres expériences menées en parallele, la laccase est adsorbée sur 1’électrode
fonctionnalsée, en absence d’EDC/NHS mais pendant la méme durée que dans le cas de
I’immobilisation covalente. Pour chacune des deux méthodes d’immobilisation, le couplage
est généralement réalisé sur au moins trois électrodes différdes résultats présentés sont

donc la moyenne de ceux obtenus sur ces trois électrodes.

Dans un premier temps, 1’efficacité¢ de I’immobilisation de la laccase est testée en mesurant
I’activité de I’enzyme. En pratique, on suit par spectrophotométrie UV-visible a 420 nm la
cinétique d’oxydation d’un substrat de la laccase, I’ABTS qui est oxydé par I’enzyme en un
radical stable coloré, ABTSLa vitesse de formation du radical ABT&st utilisée pour
calculer I’activité de I’enzyme immobilisée sur 1’électrode, exprimée en unités (U), c'est-a-
dire en nombre de micromoles d’ABTS transformé par minute. L’activité est ensuite ramenée
a la surface géométrique de D’électrode, et donc exprimée en U/ecm? afin de pouvoir la

comparer de fagon plus pertinente aux résultats de la littérature.

Dans le cas de la fonctionnalisation de la surface par des grouperadyusyliques par

voie électrochimique, deux méthodes ont été utilisées : saéllele diazonium dont la
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réduction électrochimique a la surface de I’¢lectrode va permettre sa fonctionnalisation a été
synthétisé préalablement, c'est-a-dire obtenu sous forme de poudre éséalabs la cellule
¢lectrochimique au moment de I’expérience de réduction du sel de diazomium (méthode A),
soit il a été généré in situ dan la cellule électrochimiquedesction du nitrite de sodium sur
une amine aromatique (méthode B). La laccase a ensuite été imésobilisces deux types
de surface. Les résultats d’activité de I’enzyme obtenus aprés immobilisation sont présentés

sur la figure 3.31.

50 - -
H physisorption
m Greffage
o 40 T 3615
E
L 30
D 30 -
é 23,
‘D 20
=
3] 8,9 8,5
< 107 3,9

électrode nue synthétisé  généré in situ généré in situ
préalablement non oxydée laccase oxydée
non oxydée

Figure 2.31 Activité de la laccase non oxydée ou oxydée a la surface de 1’électrode
fonctionnalisée avec-COOH par réduction du 4-carboxybenzeéne diazonium (& 5 mM,
synthétisé préalablement ou généré in situ, réduit par voltamméttiqguey et celle de la
laccase non oxydée adsorbée sur 1’¢lectrode nue.

Lorsque la surface a été fonctionnalisée par Bucéon de diazonium synthétisé
préalablement, 1’activité enzymatique mesurée apres immobilisation de la laccase est de
3,9 mU-cm? pour la laccase adsorbée et 17,7 emd/pour la laccase greffée. Par contre, sur
la surface fonctionnalisée par la réduction de diazonium généréijdaslaccase présente
pour chacune des méthodes d’immobilisation une activité plus importante: 8,5+1,8 mycm?
pour la laccase adsorbée et 36,5+h|3/cm’ pour la laccase greffée par une liaison covalente.
Sur I’¢lectrode nue, la laccase qui est effectivement adsorbée a la surface présente une activité

de 0,4 mycn?.

Lactivité de la laccase greffée est toujours trois a quatre fois plus importante que celle de la
laccase adsorbée, méme apres une procédure de lavage poupsé&e I’étape
d’immobilisation, I’¢lectrode a été trempée dans plusieurs solutions de tampon qui ont été

renouvelées jusqu’a ce qu’aucune activité enzymatique ne soit plus détectée dans la solution.
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Ce résultat est donc une preuve indirecte de I’efficacité du greffage covalent de la laccase sur

la surface de 1’¢lectrode, comparé a 1’adsorption de 1’enzyme.

A noter qu’ici, sur 1’électrode fonctionnalisée par réduction du 4-carboxybenzene-diazonium
générés in situ, quand nous avons retirée la goutte du mélange ED@&N&ISurface avant
de déposer la solution d’enzyme, ’activité enzymatique diminue fortement : 3,0£0,5 mU/cm?.
Cela montre que la présence simultanée de EDC/NHS et declasé est indispensable au

cours du greffage de la laccase.

Le meilleur résultat obtenu lorsque 1’électrode a été fonctionnalisée par la méthode de
synthése in situ du diazonium est a mettre en pdealvec la plus forte densité de
groupements COOH mesurée a la surface de ces électrodes (1.91+0;iB)otdr? par
comparaison aux électrodes fonctionnalisées avedidgonium présynthétisé
((1,120,2) x1@F mol/cnf). En présence d’un plus grand nombre de groupements
carboxyliques en surface, le couplage de I’enzyme serait pus efficace. Deux raisons peuvent
étre évoquéesune plus grande hydrophilicité de la surface qui favorise 1’adsorption, et un
plus grand nombre de groupements fonctionnels, qui favorise le couplagentotale
réduction de diazonium généré in situ est donc une meéthode favorable pour la

fonctionnalisation de la surface et I’immobilisation de la laccase.

On a également immobilisé de la laccapes 1’avoir oxydée en présence de périodate de
sodium. Initialement, cette modification de la laccase par oxydatiété realisée afin de
permettre le couplage covalent de I’enzyme de fagcon « orientée » sur la surface, selon un
protocole qui sera détaillé dans la suite du manuscrit. Il nous a seéaréoins intéressant
de tester I’efficacité du couplage « non orienté » de la laccase ainsi oxydée. Dans ce cas, le
protocole a été légerement différent. La durée de formation du couplEgsuéface est
toujours de deukeures, nous avons d’abord laissé la solution de la laccase oxydée pendant
deux heures a la surface de 1’électrode au lieu d’activer préalablement la surface
fonctionnalisée avec EDC et NHS pendant 20 min avant la formation du geumaime
pour le cas de la laccase non oxydéedurée de 1’adsorption a alors été de 4 heures pour
I’échantillon comme pour le controle. La laccase oxydée greffée sur 1’¢lectrode présente une
activité de 30 mikn?, ce qui est légérement plus important que celle de la lacegsée
adsorbée : 23,8 mon?. Il nous semble que la formation de liaisons covalentes permet
¢galement d’immobiliser plus de laccase oxydée a la surface. En revanche, I’activité de la
laccase oxydée greffée par couplage covalent est Iégerement plus faibleajde tzelhccase

non oxydée greffée par la méme méthode, soit (36,5+1,3)cmfUPour I’adsorption, le
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comportement de la laccase est inversé par rapport au greffdgecdse oxydée adsorbée a
la surface de I’électrode présente une activité de 23,8 mU/cn?, ce qui est plus important que
I’activité de la laccase non oxydée adsorbée de (8,5 + 1,8) mU/cn. Effectivement, la laccase
a été purifiée par filtration sur gel avant et aprés oxydation, ce gimmé le glycérol, qui

peut avoir une influence en s’adsorbant sur la surface de I’¢lectrode.

Nous avons ensuite étudié la stabilité des laccases immebikse mesurant leur activité
fonction di temps (voir figure 3.32). La diminution de 1’activité des laccases greffées est plus
importante le premier mois et particulierement pendant les 10gmejours. Au bout de 83
jours, la laccase greffée posséde encore 50% de son activit@.iritaals le cas des laccases
adsorbées, la décroissance de I’activité est plus rapide dans les premiers jours. Apres 10 jours,
elles ont déja perdu plus que 50% de leur activité. Ensuite, 1’activité reste stable. Il faut noter
gue dans le cas des laccases adsorbéesyité mesurée est trés faible et est a la limite de la

sensibilité de la méthode de mesure, ce qui génére une grande inecestitués résultats
expérimentaux.

N
o
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!

20 -

Activité (mU/cn?)

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 9
Temps (jour)

Figure 3.32: Evolution de I’activité de la laccase greffée (en bleu) et adsorbée (en rouge) en
fonction du temps.

[11.1.3.1.2. Laccase immobilisée a la surface fonctionnalisée avec un groupement amine

La figure 3.33 présente les activités de la laccase non oxydeée, insé@m®idilla surface de
Iélectrode fonctionnalisée par la réduction du diazonium, a des concentrations différentes,

pour des méthodes et des parametres différents.

Quand le 4-nitrobenzene-diazonium (5 mM) a été réduit pendant un ggclelae vitesse

de balayage de 5M\V-s* par voltampérométrie cyclique, nous avons obtenu une activité de
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42,5+3,6 micn?’ pour la laccase immobilisée & la surface de fagon covalente.aHaacése
adsorbée a la surface, nous avons une activité de 28/8mfhUce qui représente une

diminution de 33% par rapport a celle de la laccase immobilisée de fagon covalente.

Lorsque le 4-nitrobenzene-diazonium de 2 mM a été réduit pour deux cyetekmaitesse
de balayage de 5MmV-s* par voltampérométrie cyclique, la laccase immobilisée de facon
covalente & la surface fonctionnalisée présente une activ@s,®2,0 mU/crfy ce qui est
plus faible qu’avec les parametres précédents. La laccase adsorbée présente quant a elle une
activité de 33,7 mU/cfy ce qui est trés proche de Iactivité de la laccase immobilisée de

fagon covalente suiélectrode fonctionnalisée de méme fagon.

Nous avons également réduit 4-nitrobenzene-diazonium par chronoampérawedtrien
potentiel de 0,25 V pendant 30 s. Nous avons une activité enzymatique delBtrir pour
la laccase immobilisée de facon covalente et 29,Jomd pour la laccase adsorbée. Les

deux activités pour les deux types sont quasiment identiques.

on)
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33,7 3.3 33,1
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o

Activité (mU/cn?)
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Figure2.33 Activité de la laccase non oxydée a la surface de 1’¢lectrode, fonctionnalisée avec
—NH, par réduction du 4-nitrobenzene-diazonium a 2 et 5 mM, réduit par voltasmeétr
cyclique (VC) ou chronoampérométrie (Chrono).

En conclusion, c’est donc en réduisant le diazonium par voltamétrie cyclique pendant un
cycle que 1’on obtient la plus forte activité enzymatique a la surface. Si on compare les
résultats obtenus aprés fonctionnalisation par des groupements amines axylicads
présentés au paragraphe précédent, on constate que 1’écart entre ’activité de 1’enzyme
physisorbée et greffée de facon covalente est nettement phls fam présence de
groupements aminesau moins 70 % d’écart en présence de COOH et au plus 30% en

présence de NH,. Ceci pourrait résulter de I’absence d’interactions électrostatiques
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défavorables entre la laccase chargée négativement (pl autd@y eleles groupements
fonctionnels de surface alors que ces interactions sont défavorables lorsyufada est
fonctionnalisée par des groupements carboxyliques, sous forme d’anions au pH de

I’expérience (pH 7).

[11.1.3.1.3. Laccase immobilisée a la surface fonctionnalisée avec un groupementdeydrazi

Nous avons immobilisé de la laccase sur une électrode nous avéndednnctionnaliser
avec un groupement hydrazide aprés avoir oxydé des sucres de 1’enzyme en présence de
périodate de sodium. Cette modification de la laccase a étéégafin de permettre le
couplage covalent de fagon « orientée » sur la surface entre les gentpdrydrazide et les
groupements aldéhyde de la laccase dont les sucres ont été oxydésvawsusbdenu une
activité de (98,1+3,3) mén? sur Pélectrode avec cette méthode d’immobilisation. Le
couplage est réalisé sur trois électrodes différentes, les résuiéesisntés sont donc la
moyenne de ceux obtenus sur ces trois électrodes. Dans une autrenegpéramée en
parallele, la laccase non oxydée, comme le contrdle, est adsorbée sur 1’électrode
fonctionnalisée pendant la méme durée que dans le cas de laccase &§ldéeode
présente une activité de 55, 1 yioo¥, ce qui correspond & une réduction de 44% par rapport

a la laccase oxydée immobilis&é surface de 1’électrode.

Avec les résultats d’XPS, nous avons constaté quus n’avons pas de groupement
d’hydrazide a la surface de I’¢électrode. Effectivement, la laccase oxydée immobilisée a cette
surface n’a pas été orientée. Elle présente toutefois une activité importante par rapport a la
laccase non oxydéeémmobilisée sur 1’électrode. La performance de cette électrode sera

étudiée avec les méthodes électrochimgiues dans la partie suivante.

[11.1.3.2. Caractérisation par MEB de la surface aprés immobilisation de I’enzyme
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WD= 3mm  Date:30Aug2011  MagRefTo =Montor  Mag= 10.00KX — WD» Smm  Date 30 Mug2011  MagRefTo=
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Figure3.34: MicrographiesMEB a trois échelles différentes d’une surface de 1’¢lectrode
fonctionnalisée avec des groupements carboxyliques (al), (a2), (a3), de la méme électrode
apres greffage de la laccase (bl), (b2), (b3) ou de la laccase oxydée (c1), (c2), (c3).

La figure 3.34 présente les micrographies MEB de la surface fonctionnadisééduction
du 4-carboxybenzéne-diazonium générés in situ avant et aprés imatwrilide la laccase.
On peut observer la présence d’amas sur la surface apres le greffage de la laccase (non oxydée
et oxydée) qui pourraient étre attribués a la présence d’enzyme. Cela confirmerait la présence

de la laccase (non oxydée et oxydée) immobilisée de facon covalente sur I’¢lectrode.

L’analyse ¢lémentaire a été effectuée a la surface de 1’¢lectrode apres le greffage de la
laccase oxydée. Nous pouvons observer sur le spectre (voir figure 3.35) les pics d’azote et
oxygene qui pourraient étre dus a la présence de I’enzyme, qui contient ces éléments. Nous
avons également observé les pics de phosphore et sodium attribués,RONHNgHPO,
du résidu de tampon phosphate a la surface de 1’¢lectrode. Les pourcentages atomiques de

I’oxygene et I’azote a la surface de 1’¢électrode sont respectivement de 18,39 et 6,09.
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Figure3. 35Le spectre de 1’analyse élémentaire par microscopie électronique a balayage pour
I’¢lectrode fonctionnalisée avec des groupements carboxyliques apres le greffage de la laccase

oxydée.

Element Series unn. C norm. C Atom. C
[wt.%] [wt.%] [at.%]
oxygene K-series 18.39 18.39 15.25
carbone K-series 68.50 68.50 75.66
silicium K-series 0.064 0.64 0.30
azote K-series 6 6 5
phosphore K-series 3 3 1
sodium K-series 1.76 1.76 1.02
magnésium K-series 0 0 0
soufre K-series 0 0 0

Total: 100.00 100.00 100.00

Tableau3.6 Proportion des éléments a la surfaceld&ctrode fonctionnalisée avec des
groupements carboxyliques apres le greffage de la laccase oxydée.
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Figure3.36: MicrographiesMEB d’une surface de 1’électrode fonctionnalisée avec I’ester ou
la laccase oxydée est adsorbée (d1), (d2), (d3);Mid, ou la laccase non oxydée est
immobilisée de facon covalente.

Sur la surface fonctionnalisée avec 1’ester méthylique ou la laccase oxydée a été adsorbée
(voir figure 3.36, d1, d2 et d3), nous ne pouvons pas observer le dépbt deda aoaice.
Cela est probablement dii au détachement de la laccase dans la solution, ’enzyme n’étant
qu’adsorbée a la surface. Sur les surfaces fonctionnalisées avec des groupements amines voir
figure 3.36,el et e2), le dépdt de la laccase n’a pas pu étre observé, bien que nous ayions
détecté 1’activité de la laccase a la surface de I’électrode. La présence de la laccase a la

surface deNH; a é&¢ vérifiée avec ’analyse XPS.

[11.1.3.3. Caractérisation de la laccase a la surface par XPS

[11.1.3.3.1. Laccase immobilisée a la surface fonctionnalisée-8v®©H
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111.1.3.3.1.1. Laccase non oxydée
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Figure3.37: Spectre XPS de karface de I’¢électrode (1) fonctionnalisée avec —COOH (2) de
la laccase greffée, (3) de la laccase adsorbée.

La figure 3.37 présente le spectre général analysé entre 0 et 13@@seSurfaces
fonctionnalisées avec des groupements carboxyliques par réduction du 4-carbamebenze
diazonium générés in situ (1), ainsi que de ces mémes surfacegraeffagge covalent (2) ou

adsorption (3) de la laccase.

On observe sur cette figure ainsi que sur la figure 3.38 une augmentation de I’intensité du
pic de I’azote aprés immobilisation de la laccase. Cela est d0 a lanpeésle cet élément
dans la séquence primaire de 1’enzyme, tant dans les liaisons peptidiques que dans les résidus
lysine, asparagine ou arginine qui contiennent également de [’azote. Ainsi le rapport
atomique N,/Cit passe de 0,01pour I’électrode fonctionnalisée avant immobilisation de
I’enzyme a 0,016 pour 1’électrode avec de la laccase adsorbée et 0,054 pour celle recouverte
de laccase greffée de fagon covalente. Le signal de I’azote est donc trois fois plus important
lorsque la laccase est immobilisée de fagon covalente. On retesuve&mes proportions que
celles observées en comparant les activités mesurées surmaes étéctrodes. Cela confirme
que I’on a greffé trois fois plus de laccase par liaison covalente que par chimiosorp#on. L
quantité d’oxygene en surface est également plus importante dans le cas de I’enzyme greftée
comparée a I’enzyme adsorbée. Dans ce dernier cas, la contribution de I’oxygene sous forme

C=0 augmente Iégérement par comparaison a la surface avant imatioinilide la protéine
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Intensité relative (u.a.)

alors qu’elle double dans le cas de I’enzyme greffée, résultant du plus grand nombre de

groupements carboxyliques de la liaison peptidique de I’enzyme.

_NL/D. + -NH;
Enel’gie de -N_N(KIF;))NHS /'(C:O)-NH'C N’[ot O'C O:C O’[Ot Ntot/Ctot Otot/Ctot
liaison (eV) (N4)
402,5 400,6 - 1533,6/532,3 - - -
Electrode Fraction molaire (% et rapport)
fonctionnalisee 0,13 087 1,00 | 4,71 4,83(10,06/ 0,011 | 0,113
avec COOH
laccase adsorbé€ 0,12 1,37 1,48| 3,03| 3,81| 7,31| 0,016 | 0,08
laccase greffée 0,44 3,97 4,40 3,29| 7,84|11,59 0,054 | 0,14

Tableau3.7 : Répartition de la fraction molaire des composantes du pic N 1s.

Cls

N 1s O1s

0] b i

-NH,/-(C=0)-NH-C

\

R-NH," [}
L) f

Intensité relative (u.a.)
/'/v ;
Intensité relative (u.a.)

N XN @ A

N SO = - N .. =S )
T T T T T LI O LN 0 U L O L ) Irl]lll]rrl]rTl]r"i‘l
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Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

Figure 3.38: Spectre XPS des électrons O 1s, N 1s et @elk surface de I’électrode
fonctionnalisée aveeCOOH (1 et en bleu sur la figure de droite, C 1s), de la laccase greffée
(2 et en rouge sur la figure de droite, ¢, Bi® la laccase adsorbée (3 et e ser la figure de
droite, C 1%

Le signal dd’azote peut étre déconvolué en deux pics. Le pic majoritaire (90 % du signal
de total de 1’azote) a 400 eV peut étre attribué aux amines et aux fonctions amides, 1’autre a
402,4 eV pourrait étre lié a la présence de groupements aminés protongsneratdes

résidus basiques de la protéine, effectivement protonés dans lesocendéns lesquelles les
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électrodes ont éteé utilisées, c'est-a-dire a pH 4.2 pour la mesure de la réduction dendioxyg

Sur le signal du carbone C 1s, on peut observer un net élargissemenvels pés hautes
énergies de liaison sur I’¢électrode avec la laccase greftée, que I’on peut attribuer a la fois a la
présence de groupements C-N ou C-O vers 286 eV, et a des groupemeZrONitnide ou
cétone vers 288-289 eV. Ce dernier pic est souvent attribué atmli@@ptidique, et donc est
un marqgueur de la présence de protéine sur la surface. Cet éamgpisscomparé a la surface
seulement fonctionnalisée, est moins marqué dans le cas dedselaxtsorbée, ce qui est
cohérem avec les résultats concernant 1’azote et confirme le fait que la surface est moins
couverte d’enzyme lorsque celle-Ci est simplement adsorbée par comparaison avec

I’immobilisation covalente.

111.1.3.3.1.2. Laccase oxydée

On a également immobilisé de la laccase sur une électrode oforalisée par un
groupement carboxylique apreés avoir oxydé les sucres de 1I’enzyme par du périodate de
sodium. Cette enzyme ainsi oxydée était principalement destirtée iengnobilisée de facon
orientée via la formation d’une base de Schiff (voir paragraphe suivant). Toutefois, on 1’a
également utilisée dans le cadre d’une méthode de greffage non « orientée » aprés activation

des groupements carboxyliques de surface par EDC/NHS.

"N=N- “NH, oC | o=C
Energie de liaison | /R-NHz" | /-(C=0)NH-C| N o1 | (02) Otot | Nio/Crot | Otor/ Crot
(eV) (N3) (N4)
402,5 400,6 - 533,6 | 532,4 - - -
Electrode Pourcentage molaire (%)
Electrode COOH 0,13 0,87 100 | 4,71 4,83 |10,06| 0,011 | 0,113
fonctionnalisée ave(
—COOH + laccase| 0,07 0,73 0,80 | 4,89 4,10 9,57 | 0,009 | 0,108
oxydée adsorbée
fonctionnalisée ave(
—COOH + laccase| 1,14 1,31 2,45 | 3,95 4,70 |10,09| 0,028 | 0,116
oxydée greffée

Tableau3.8: Répartition de la fraction molaire des composantes du pic N 1s.

Aprés déconvolution du signal de Qlksrapport des pourcentages d’oxygéne correspondant

aux liaisons C=0 et C-O est de 0,84 pour la laccase oxydée adsorbéd,&® gmur la

laccase oxydée immobilisée par couplage covalent. Cela indiqueegu@isons amides

présentent a la surface apeglsorption de I’enzyme sont moins nombreuses qu’a la surface
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apres greffage covalent. Nous avons donc immobilisé plus de laccase oxydée sur 1’électrode

par liaison covalente que par physisorption. Ce résultat est confirméepadohnées

concernant 1’azote : le pourcentage d’azote impliqué dans une liaison amide ou amine (400,6

eV) est de 1,31 aprés greffagers qu’il reste inchangé a 0,73 aprés adsorption par rapport a

I’¢électrode sans enzyme. Le pic a 402,5 eV pour I’électrode aprées le greffage de la laccase

oxydée pourrait étre attribué aux groupements aminés protonés de 1’enzyme a la surface de

I’électrode.
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Figure 3.39: Spectre XPS des électrons des atomes O 1s, N 1s et C 1suldatze de
I’électrode fonctionnalisée avec des groupements —COOH (courbe noire a droite), de la
laccase oxydée adsorbée (1 et courbe vert a droite), de la laccase greffée par une ldéson ami
(2 et courbe rouge a droite).
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111.1.3.3.2. Laccase immobilisée a la surface fonctionnalisée-dvieg

[11.1.3.3.2.1. Laccase non oxydée
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Figure3.40: Spectre XPS de la surface de I’¢lectrode (1) fonctionnalisée avec les groupements
amine, (2) de laccase greffée, (3) de laccase adsorbée.

La figure 3.40 présente le spectre général analysé entre 0 et 13@@seSurfaces
fonctionnalisées avec les groupements amines, sur lesquelles onta enswbilisé de la
laccase par adsorption ou greffage covalent. Le rapport atomigi@&.Na la surface
fonctionnalisée avec des groupements amines est de 0,049. Aprés adsorfdidacdase,
cette valeur augmente jusqu’a 0,079, ce qui est la méme que celle de 1’¢électrode ou la laccase
est greffée. Le rapport atomiqued@: passe de 0.04p@our 1’électrode fonctionnalisée a

0,102 apreés la physisorption ou le greffage de la laccase.

Fraction molaire (% et rapport)
Electrode “N=N- -NH;
/R'NHS /'(C:O)'NH'C Ntot 0-C 0=C Otot Ntot/Ctot Otot/Ctot
(N3) (N4)
Energie de liaison 1, 5 400,6 - | 5336|5324 - - -
(eV)
fo”C“O”m'seea"e 0,81 3,16 449| 261 | 1,53 | 4,25 | 0,049 | 0,047
- 2
laccase adsorbée (| 0,52 5,79 6,64| 3,18 | 450 | 8,58 | 0,079 | 0,102
laccase greffée (2] 0,53 5,80 6.69| 3,03 | 437 | 861 | 0,079| 0,102

Tableau3.9: Répartition de la fraction molaire des composantes du pic N 1s et O 1s.
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Cette augmentation significative de 1’intensité du pic de I’azote correspond essentiellement a
la liaison -(C=0)NH-C a 400,6eV), ce qui montre la présence des liaisons amides de la
laccase a la surface. On en déduit donc que les quantités deelastaobilisée sont
identiques pour les deux types d’immobilisation. On peut faire I’hypothése que 1’enzyme est
uniquement immobilisée par adsorption puisqu’on n’est pas en mesure d’immobiliser plus

d’enzyme dans les conditions d’un couplage covalent.

Cls
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~ 1 ~FN1s -NH, % [ '
- - L -N=N- \ =
e 2@ = N ___| 8 |
2 ] _qz) I -l%C=O)-NH-C_ 2
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= Ot RNHs/ | c [
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7 Z ' = f
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Figure 3.41: Spectre XPS des électrons Ols, Nls et Cls de la surface de 1’électrode
fonctionnalisée avec les groupements amine (1, en rouge a droite)caeelaceffée (2, en
vert a droite), de laccase adsorbée (3, en rose a droite).

Sur le spectre de C 1s, nous pouvons observer vers 287 eV un élargissement du pic (comparé
a celui de I’électrode seulement fonctionnalisée) dd a des liaisons C-O ou C-N, ainsi que vers
2885 eV, un trés net épaulement, attribuable aux liaisons amides de la protéine, ainsi qu’a la
possible présence de groupements carboxyliques. On constate que less Spést des
électrodes portant de 1’enzyme sont superposables, ce qui est cohérent avec les résultats
obtenus avec les spectres de 1’azote et confirme que la méthode d’immobilisation ne modifie

pas la quantité¢ d’enzyme immobilisée.

A noter qu’ici, I’électrode fonctionnalisée avec NH contient un fort pourcentage
d’oxygeéne de 4,25. Cela est du a la fois a la contamination introduite par la procédure de
polissage qui oxyde le carbone a la surface (I’¢lectrode nue présente un pourcentage molaire
d’oxygeéne de 2,88) et a une réduction incompléte des groupements nitro a I’issue de la

procédure de réduction.
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111.1.3.3.2.2. Laccase oxydée

Au cours du greffage de la laccase non oxydée, la laccase n’a pas été orientée a la surface de
I’électrode. Pour faciliter le transfert d’électron a la surface, on a voulu orienter la laccase
pour que son site actif soit proche de la surface de 1’électrode. Une stratégie possible est
d’immobiliser la laccase par I’intermédiaire de ses sucres, localisés en surface de I’enzyme,
qui sont proches du site actif (voir figure 3.42). Apres oxydation des ces graupeme
glycosidiques (voir figure 3.42), la laccase a été immobilisée sufface des électrodes
fonctionnalisées par les groupements anilines via la formation d’une base de Schiff (voir
figure 3.44) entre les groupements amines de surface et les groupememysealde la
laccase dont les sucres ont été oxydés par action du périodate de sadiemiere étape de
la procédure d’immobilisation a été la réduction de la base de Schiff formée en présence de
cyanoborohydrure de sodiuafin d’assurer sa stabilit¢ de la liaison entre le support et

I’enzyme (voir figure 3.44).

Site actif

Sucre

Laccase Laccase
oxydée

Figure 3.430xydation de la laccase.
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I—@—NI [, laccase oxydée-CHO I—@— N=CH—laccase oxydee NaCNBH; I—@NH—CHa—laccase oxydee
—_ s z

Figure 3.44Formation et réduction de la base de Schiff entre la laccadéHgtsurl’électrode.

Les spectres XPS des éléments C 1s, N 1s &5 @ la surface des électrodes apres
immobilisation de la laccase par cette procédure sont illustnéeB.45. On constate que le
rapport CO/C=0 s’inverse aprés immobilisation de la laccase, indice de la présence probable
d’oxygeéne impliqué dans une liaison peptidique, que 1’on détecte également sur le spectre du
carbone avec un trés net élargissement du pic de C 1s aux hautes énergies, aveahotamme
épaulement vers 286 eV attribuable aux liaison®, Ginsi qu’un pic vers 288,5 eV, qui
pourrait corespondre a la liaison peptidique. Il faut toutefois noter qu’on n’a retrouvé ce pic
trés net dans aucun autre échantillon sur lequel on a déposé dealsela®n observe
€galement un doublement du rapport atomiquéG; aprésgreffage, puisqu’il passe de 4,25
sur [Iélectrode fonctionnalisée a 10,34 apres immobilisation de la laccase oxydée. Le

pourcentage ‘dzote augmente également de 4,49 a 7,92 apres greffage de I’enzyme.
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Figure3.45: Spectre XPS des électronsi€ N 1s et C 1s de I’¢électrode —NH, (1 et courbe
noire sur la figure de droite) et sur la méme électrode aprés greffalge ldecase par
formation d’une base de Schiff (2 et courbe rouge sur la figure de droite).
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-N=N- -NH,

Energie de liaison (eV) /R(_,\,\llg)'; /_(Cz(ﬁ):)\lH_C Nt (%f) %:ZC): Ot | Niod Crot | Orof Con
402,5 400,6 - 533,6 | 532,4| - - -
Electrode Pourcentage molaire (%)
fonctionnalisée aved\NH, | 0,81 3,16 449| 2,61 | 1,53 | 4,25| 0,049 | 0,047

fonctionnalisée aved\H,

+ laccase oxydée greffé 0,3 7,62 7,92 3,43 | 6,87 |10,34| 0,099 | 0,129

Tableau3.10: Répartition de la fraction molaire des composantes du piceNQ%s

Si on superpose le signal du carbone C 1s des surfaces sur lesqueliesnatnilisées des
laccases oxydées (voir figure 3.46), on constate que c’est dans le cas de la formation d’une
liaison CN (via une base de Schiff) que 1’élargissement du pic est le plus important. On peut

donc supposer que c’est dans ce cas que I’on a immobilisé le plus d’enzyme.

Intensité relative (u.a.)
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Figure3.46: Spectre XPS des électrons O1s, N 1s et @& Lssurface de 1’électrode -COOH

aprés adsorption de la laccase oxydée (en noir) et greffage deaselanstydée (en bleu) par

formation d’une liaison amide et I’¢électrode -NH, apres greffage de la laccase oxydée par
formation d’une base de Schiff (en rouge).
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[11.1.4. Etude du courant cathodique de la réduction de I’oxygéne catalysé par la laccase

immobilisée a la surface fonctionnalisée

Le courant cathodique déduction de I’oxygeéne catalysée par la laccase (ou la laccase
oxydée) immobilisée sur [’¢lectrode a ét¢é mesuré par voltammétrie cycligue ou
chronoampérométrie. En absence de dionygé@ucun pic de réduction n’est détecté.
Lorsqu’on a utilisé¢ la voltammétrie cyclique, un courant capacitif est quelquefois observé.

Afin de s’affranchir de ce courant capacitif, les valeurs du courant de biocatdiyse
dioxygéne qui sont présentées dans la suite de ce chapitre sont tiet bsud différence
entre le courant mesuré en présence de dioxygene et celui mesibgeace de dioxygen

La densité de courant, en pA/est le rapport de cette valeur par la surface géométrique de

I’électrode.

11.1.4.1. Laccase immobilisée a la surface fonctionnalisée aveNH,

Sur 1’¢électrode fonctionnalisée par réduction du 4-nitrobenzene-diazonium suivie de la
réduction des groupements nitro, pliisamobilisation de la laccase, on a observé un courant
de réduction du dioxygene catalysé par la laccase a partir veysdd,présence d’air, ce qui
est proche du potentiel redox de la laccase (voir figure 3.46). A 0,2 V, nousum®uensité
de courant de 6,8 pé&m? par voltammétrie cyclique et 12y8\-cm™ par chronoampérométrie
et ce malgré une activité de I’enzyme a la surface mesurée en présence d’ABTS de
(42,5+3,6) mU/crh On note ¢galement la présence d’un fort courant capacitif.
Malheureusement, les résultats ne sont pas reproductibles. @iestgazon a observé un

courant que sur quelques échantillons.

Nous avons observé a la fois des pics redox vers 0 V, qui sont attribeg®ce inconnu a

la surface de I’électrode de nouvelle série recue du fournisseur.

Vaz-Dominguezt al. [15]. ont rapporté une densité de courant maximal de 500 [fAtm
les densités de courant autour de 300 pA/omesuré par voltammétrie cyclique, ce qui est
~40 fois supérieure a celle de 1’électrode décrite au-dessus. Cette différence pourrait étre due
a: (1) une difféerence de la surface électroactive des électrodearlene. La surface
électroactive des tiges Sigma utilisées par Vaz domingueiz est de (1 + 0,3) chrpour une
surface géométrique de 0.07 ZTralors que pour le carbone spectrographique (surface

géométrique : 0.385 cinque nous avons utilisée, larfice électroactive n’est que 0,5 cnf.
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(2) le type de laccase testé (laccase de T. versicolor conliiesutg, (3) 1’épaisseur de la
couche fonctionnelle. Vaz-Dominguest al. ont réduit le 4-nitrobenzene-diazonium par
voltammétrie cycligue avec une vitesse de balayage de @' a Détape de
fonctionnalisation de la surface de I’¢lectrode avec des nitrophényles, alors que nous avons
utilisé une vitesse de balayage de rB¥-s* pour comparer avec ’électrode de —COOH
fonctionnalisée par réduction du 4-carboxybenzene diazonium avec la widsse de

balayage, ce qui peut probablement aboutir a une couche fonctionnelle plus.épaiss
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Figure3.47: Voltammeétrie cyclique sous,Nbleu) et sous 1 atm d’air (rose) d’une électrode
(fonctionnalisée avec les groupements amines) modifiée avec la laccase devateme.

Face aux difficultés rencontrées pour réaliser la réduction du dioxygetes slectrodes
fonctionnalisées avec des groupements amines, nous avons testé une aléthuatere de
couplage de I’enzyme par formation d’une base de Schiff avec la laccase dont les

groupements glycosidiques ont été oxydés en aldéhyde.

La densité de courant de réduction du dioxygen@sage type de couplage est de
30,9 pA-cm™ par chronoampérométrie, ce qui est 2,5 fois plus élevé que celle obtenue av
laccase nonoxydée immobilisée via la méthode de couplage utilisant I’activation des
groupements carboxyliques de I’enzyme avec EDC/NHS. Ce courant plus éleve, conséquence
d’un meilleur transfert des électrons pourrait résulter d’une meilleure orientation de I’enzyme
lorsqu’elle est couplée via ses groupements glycosidiques que via ses groupements

carboxyliques.
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Nous avons également immobilisé la laccase oxydée sur 1’électrode de -NH; en présence de
EDC/NHS, la densité de courant est de 34qu# par voltammétrieyclique et 51,0 pA-cm™

par chronoampérométrie.

Toutefois, ce courant est plus faible que dans le cas (voir paraghapHe3) ou la laccase
oxydée est immobilisée sur une électrode fonctionnalisée avec drgpements
carboxyliques car dans le cas des groupements amine une couche fonctoaeleaisse

pourrait étre a 1’origine d’une limitation du transfert des électrons.

Par contre, il est a noter que ces résultats ne sont pas reprodudtiblesbilisation de la
laccase oxydée par formaidi d’une base de Schiff a été réalisée une seule fois, et la laccase
(non oxydé et oxydée) immobilisée via la méthode de couplage utilisant 1’activation des
groupements carboxyliques de I’enzyme avec EDC/NHS conduit a un courant catalytique une

seule fois sur plusieurs essais.

I11.1.4.2. Laccase immobilisée a la surface de [’électrode fonctionnalisée avec les
groupements carboxyliques :
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Figure 3.48: Voltammétrie cyclique sousNbleu) et sous 1 at@air (rose) d’une électrode
(fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques) modifiée avexdasé de facon
covalente. (La mesure est effectuée dans 50mM tampon d’acétate, pH4.2, 100 mM NaClQ,.
v=10 mVsh)

Sur 1’électrode fonctionnalisée par réduction de diazonium généré in situ par voltammeétrie
cyclique avec un balayage en potentiel et une vitesse ae\58', nous avons observé le

courant de réduction du dioxygéne catalysé par la laccase imréekdlipartir vers 0,8
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(vs ECS) en présence d’air (voir figure 3.48). L’apparition du courant cathodique montre que
le transfert d’¢lectron a lieu entre 1’électrode et la laccase immobilisée. A 0,2V, on a observe
une densité de courant de 25A-cm? pour la laccase greffée et de 5,0-¢rA? pour la
laccase adsorbée, alors que les activités de 1’enzyme immobilisée sont, respectivement,

36,5 + 1,3 mU/crhet 8,5 + 1,8 mU/c

Nous avons également mesuré le courant de réduction du dioxygene par
chronoampérommeétrie. Le potentiel est fixé a 0,EnVabsence de dioxygéne, on n’a pas du
courant de réduction. En présence de dioxygéne, on voit bien le courant deoméduct
correspondant a la réduction du dioxygene catalysée par la laccase #ig9). Nous avons
également compté la différence entre les courants de réduntim@sence et en absence de
dioxygene pour obtenir la densité du courant comme avec la méthode danvéiie
cyclique. Nous avons alors une densité de courant de 27,#6¢ln pour la laccase
greffée. Ce résultat est reproductible aprés plusieurs répétitions.v@kette est proche de

celle obtenue avec voltammétrie cyclique, soit 260cm’.
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Figure 3.49: Chronoampérométrie (sous,Net sous latm d’air) d’une électrode
(fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques) aprés le greffdgelatzase non
oxydée (La mesure est effectuée dans S0mM tampon d’acétate, pH 4.2, 100 mM NaCl@a
0,2V vs ECS)

La densité du courant sur 1’électrode fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques est
plus importante que sur 1’¢électrode fonctionnalisée avec les groupements amines lorsqu’on
utilise une stratégie de couplage utilisant 1’activation des groupements carboxyliques, bien
gue la quantité de la laccase immobilisée &ype de 1’¢lectrode soit plus faible, d’apres les

mesures d’activité.
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Ce résultat (plus de laccase sur les amines que sur les grouparadiusyliques)
s’explique assez bien par la nature des interactions entre les groupements fonctionnels et la
laccase. Dans les conditions d’immobilisation a pH 7, la laccase est chargée négativement,
alors que les groupements carboxyliques sont déprotonés, donc I’interaction électrostatique
avec I’enzyme est défavorable alors que les amines sont chargées positivement, et donc que

dans ce cas les interactions électrostatiques sont favorables.

La méthode de couplage utilisant EDC/NHS déposé sur I’électrode en présence de la laccase

pouvant induire une réticulation intermoléculaire de 1’enzyme, puis conduire a la formation de

« paquets d’enzyme a la surface plutdt que la monocouche de laccase recherchée, on a
légerement modifié le protocole de greffage : les groupements cah@s/la la surface de
I’électrode ont été activés dans une premiére étape, puis la goutte du mélange EDC/NHS a été
retirée de la surface avant de déposer la solution d’enzyme. Malheureusement, cette méthode

n’a pas permis d’observer de réduction du dioxygéne. Parce que la quantité de la laccase
immobilisée sur 1’électrode par cette méthode est bien faible, la laccase sur 1’électrode

présente tres peu d’activité : 3,0+0,5 mU/cr

Sur 1’¢lectrode fonctionnalisée par réduction du diazonium synthétisé préalablement, nous
avons une densité de courant de 1d4A%cm? & 0,2 V pour la laccase greffée et de 2,6qmk
pour la laccase adsorbée. Ces valeurs sont plus faibles que celles obtenues ave 1’électrode
fonctionnalisée par la réduction de diazonium généré in situ. Quand Sdedagnt été
réalisés pour réduire le diazonium synthétisé préalablement par voltaenoyétique, nous
n’avons observé aucun pic de réduction du dioxygene bien que la laccase greftée soit active a
la surface de I’électrode (activité mesurée de 5,6 mU/cnf). On peut donc supposer que 5
balayages en paitiel conduisent a la formation d’une couche fonctionnelle trop épaisse et
gue les électrons issus de la réduction du dioxygene ne peuvent pdsai@sférés a
I’¢lectrode. Un seul balayage en voltammétrie cyclique a ¢été choisi a [’étape de

fonctionnaliation de la surface de I’électrode dans la suite de I’étude.

En comparant les deux électrodes fonctionnalisées par réduction de diazbtenos ale
facon différente, nous avons une densité du courant plus importante avaccdae
immobilisée a la surface fonctionnalisée par la réduction de diazoninénégin situ. Nous
avons alors immobilisé plus de laccase sur 1’¢lectrode fonctionnalisée de cette fagon. Ce
résultat correspond aux résultats de I’activité de la laccase a la surface de 1’¢lectrode. Cette
méthode de fonctionnalisation est donc préférée pour développer la biocatbadeavidns

utilisé cette méthode pour préparer 1’¢lectrode fonctionnalisée avec d’autres groupements
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fonctionnels.

Bien que la réduction de diazonium généré in situ forme une multedacbtionnelle a la
surface de 1’¢lectrode plus épaisse que la couche fonctionnelle formée par la réduction de
diazonium synthétisé¢ préalablement, d’apres la densité de groupements fonctionnels mesurée
sur la surface, la densité du courant est plus importante sur la preniémadéleCela montre
que cette multicouche sur la surface de 1’¢lectrode n’a pas géné le transfert d’électron entre

I’électrode et la laccase.

Nous avons également immobilisé la laccase sur des électrodégealée’ lisse”
fonctionnalisées avec les groupements carboxyliques, le courant de l@oréduadioxygene

n’a pas été observé. Lactivité de la laccase greffée sur 1’électrode est de 16,0+3,9 muU/fcm

[11.1.4.3. Laccase oxydée immobilisée a la surface fonctionnalisée aves groupements
d’hydrazide:

L’immobilisation de la laccase via ses groupements glycosidiques oxydés en aldéhydes et le
groupement hydrazide de la surface par formation d’une base de Schiff est une stratégie
d’orientation de la laccase a la surface. En effet, certains groupements glycosidiques de la
laccase se trouvent a proximité du site actif T1 d’oxydation du substrat réducteur, ce qui
faciliterait le transfert des ¢lectrons vers 1’électrode. De plus, les groupements hydrazides sont
déprotonés a des pH plus bas que les amines primaires, de sorte quiiola déawouplage
est facilitée par rapport a la stratégie utilisant la réaetidare les amines et les groupements

carboxyliques.

Sur 1’¢lectrode nous avons tentée de fonctionnaliser avec les groupements d’hydrazides, le
courant de réduction du dioxygéne (voir figure 3.50) atteint la valeur de 103,8+1/647A
par voltammétrie cyclique et 115,2+17,2 g par chronoampérométrie, ce qui est 5 fois
plus élevé que la valeur obtenue avec la laccase non oxydée grstiéface fonctionnalisée
par des groupements carboxyliques. Une électrode ou la laccase non oxydée a été immobilisée
en suivant le méme protocole a été utiliseée comme contrdle. &ectrode de contrdle donne

une densité de courant de 11,2/p|7h2.
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Figure3.50: Voltammeétrie cyclique sous Nbleu) et sous 1 atm d’air (rose) d’une électrode
(fonctionnalisée avec les groupements d’hydrazide précédemment) aprés le greffage de la
laccase oxydée.

Effectivement, par les résultats de XPS, nous avons trouvé que nous n’avons pas de
groupement d’hydrazide sur I’électrode. La laccase oxydée est adsorbée sur 1’¢lectrode. Nous
avons également mesuré le courant en adsorbanladaase oxydée a la surface d’une
électrode fonctionnalisée avec des groupements carboxyliques et constai# apurant
obtenu est également trés élevé : 121,9+13,0cpA La laccase oxydée en elle-méme
semble donc suffire pour atteindre un courant élevé. On peut alors utittseméthode dont

le protocole est plus simple pour I’immobilisation de la laccase.

La modification de I’enzyme immobilisée sur I’¢lectrode pourrait améliorer 1’efficacité de la
catalyse de 1’électrode enzymatique. L’équipe de M. Mano[16] a augmenté la densité de
courant de 1’¢lectrode modifiée avec la glucose oxydase par déglycosylation de 1’enzyme, ce
qui crée une structure de la matrice redox qui est plus efficace pour catalyser 1’oxydation du

glucose.
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Figure 3.51: Voltammeétrie cyclique sous Nen bleu) et sous 1 at@rair de 1’électrode
fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques apres le greffalge laecase non
oxydée (en rose), la physisorption de la laccase oxydée (en rouge) esikoggiion de la

laccase oxydée apres le processus de fonctionnatisititélectrode avec des groupement
d’hydrazide (en vert).

Avec I’objectif d’augmenter la quantité de laccase a la surface, nous avons immobilisé la
laccase oxydée par former une liaison covalente en utilisant le protocole d’activation des
groupements carboxyliques de la surface utilisé classiquement et déostla partie
« méthodes expérimentales » (Chapitre 11.4.3.2.1). Le courant de réduction de dipgdéne
alors atteindre 118,7+34,1 poW’ mesuré par voltammétrie cyclique et 140,8+37,2cpA/
mesurée par chronoampérométrie, ce qui est environ cing fois plus élevé qoerdat
obtenu avec la laccase non oxydée alors que I’activité de I’enzyme a la surface est du méme

ordre, soit 30 mU/ch

On a ensuite cherché a améliorer le courant obtenu avec laelawgage a la surface des
électrodes fonctionnalisées avec des groupements carboxyliques (voirJigaje puisque

ces conditions avaient conduits aux plus forts des courants mesurés.

Augmentation de la durée de physisorption

Quand on a effectué la physisorption pendant 4 heures, nous avons une densité du courant de
114,745,8 pA¢m’ (mesurée par chronoampérométrie). Quand on a effectue la physisorption
pendant 1 nuit, une densit¢ du courant de 139,3+14,1cnfA/(mesurée par

chronoampérométrie) est obtenue.
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Figure 3.52: Densité du courant de I’¢lectrode modifiée avec la laccase oxydée avec les
protocoles différents.

Greffage covalent de la laccase oxydée

L’augmentation de la durée d’incubation de la laccase oxydée sur la surface en présence
d’EDC/NHS de 2 heures a une nuit a permis d’obtenir une densité du courant de
(101,949,9) pAén?, au lieu de 139,3+14,1 peéd? lorsque ’enzyme est uniquement
adsorbée pendant la méme durée, et 140,8+37,2miApar la méthode « classique de
couplage covalent » (Chapitre 11.4.3.2.1).

Nous avons également effectué directement le greffage dedaséa oxydée dans une
solution du mélange de la laccase, EDC et NHS pendant une nuitctaes @réalablement
la surface deeCOOH. Nous avons obtenu une densité du courant de 146,5+3&& 0%
qui est meilleur qu’en activant préalablement le -COOH sur la surface par EDC et NHS
(101,9+9,9 pAén?) et donc montre quBactivation préalable de la surface par EDC et NHS

perturbe I’orientation de la laccase oxydée.

En s’inspirant du protocole de Marcos Pita et al. [17]., nous avons modifié le protocole de
greffage (Chapitre 11.4.3.2.2)

Etape 1 la laccase oxydée est déposée sur la surface de 1’électrode. Aprés deux heures
d’incubation, la solution est retirée de la surface.

Etape 2 : ajout de EDC et NHS sur la surface.

Avec cette méthode, nous avons obtenu une densité du courant de 159,5+&i% geAdui
est plus important que celle sur 1’¢électrode développée par effectuer le greffage directement
dans une solution du mélange de la laccase oxydée+EDC+NHS. Pour optansetocole,

nous avons lavé la surface de 1’¢électrode au bout de 2 heures pour avoir une couche plus
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mince de la laccase oxydée. Malheureusement nous avons une densité duyptmifaifie:
129,5+5,1 |.1A¢m2. Effectivement cette étape a risqué d’enlever la laccase adsorbée a la
surface. Par contre, quand nous avons dilué la concentration de EDC giaNi2$S nous

avons la meilleure densité du courant : 177,4+25, ZmA/

11.1.4.4. Effet du pH

Nous avons étudié I’effet du pH sur la catalyse de la laccase vis-a-vis a réduction de
dioxygene par mesurer le courant de réduction de dioxygene sur la biocathaderant de
la réduction sur 1’électrode fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques ou la laccase
oxydée a été greffée a été mesuré dans les solutions de pH diffélems avons une densité
du courant relativement faible a pH inférieur a 4,2. A pH 4,2, nous avons obtmsig du
courant le plus importante. La laccase immodslisur 1’électrode est donc plus active a
pH4,2. Effectivement, c’est le pH que nous avons choisi pour mesurer le courant de la
réduction de 1’oxygene sur toutes les biocathodes. Dans la solution dont pH est supérieure a
pH4,2, la densité du courant a dinn¢ suivant 1’augmentation de pH. Parce que ’activité de

la laccase est inhibée a haut pH.
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Figure 3.53: Les densités de courant de la biocathode mesurées dansutessaie pH
différents.

[11.1.4.5. Le courant cathodigue sur une électrode toumnate

Nous avons mesuré le courant de réduction du dioxygene sur 1’¢électrode en la faisant tourner
a des vitesses différentes. Nous avons utilisé I’¢lectrode fonctionnalisée avec les groupements

carboxyliques sur laguelle la laccase oxydée a été immobifiséEélectrode tournante avec
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les vitesses différentes, nous n’avons pas observé de modification significative du courant de
réduction. On peut donc considérer que la diffusion du dioxygene dans la colabease

ne constitue pas une limitation au courant de réduction.
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Figure 3.54 : Chronoampérométrie (sous R sous 1 atm d’air) d’une biocathode modifiée
avec la laccase oxydée de fagon covalente qui est tournée swtesses de 500rpm, 1000
rom et 1500 rpm.

[11.1.5. Discussion

La surface de 1’¢lectrode peut étre fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques ou

amines par la réduction de diazonium correspondant.

Pour fonctionnaliser la surface de I’¢électrode avec les groupements amines, la réduction du
4-nitrobenzene-diazonium avec la vitesse de balayage de\s§' par voltampérométrie
cyclique est préférée a la réduction du diazonium par chronoampéroperidant 30s. La
couche fonctionnelle formée par la premi¢re méthode est plus fine car 1’expérience dure
moins longtemps : 8 secondes au lieu de 30 pour la chronoampérométrie, sauberpus
le pic de réduction est visible au cours de la réduction, ce qui confimaduation du sel de
diazonium. Nous avons obtenu une couche fonctionnelle mixteN#e et -NHOH. La
densité totale des groupements est de (1,8+0,1} ridlcm™. La densité deNH, est 2~4
fois plus élevée que celle d&lHOH. La présence des groupements fonctionnels a été mise
en évidence par analyse XPS. En revanche, la microscopie électrarbglsg/age ne permet

pas de différencier la surface non traitée et fonctionnalisée au niveau de la maeepholog

Nous avonsffectué¢ I’immobilisation covalente de la laccase non oxydée a la surface de

I’¢lectrode fonctionnalisées avec des groupements amines en présence de EDC et de NHS en
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utilisant une électrode ou la laccase est adsorbée pendant ladu&aeque dans le cas de

I’immobilisation covalente, utilisée comme contrble.

Nous obtenons 1’activité enzymatiquda plus élevée a la surface de 1’¢lectrode quand
I’électrode a été fonctionnalisée par la réduction de 4-nitrobenzene-diazonium (5 mM) pour
un cycle avec une vitesse de balayage denS&™ par voltammeétrie cyclique. La laccase
immobilisée de fagon covalente présente une activité de (42,5+3,6mnbl/la surface de
I’électrode. Pourl’électrode du contrdle ou la laccase esadsorbée a la surface, nous avons
une activité enzymatique de 28,5 by, soit une diminution de 33% par rapport & la laccase
immobilisée de fagon covalente. La différence entre les actotéa laccase immobilisée de

facon covalente et adsorbée est moins évidemtepport au cas de 1’¢lectrode de -COOH.

Nous n’avons pas observé le dépot de la laccase non oxydée a la surface avec les
micrographies MEB. Ce solts résultats de I’analyse XPS qui ont confirmé la présence de la
laccase non oxydée a la surface de 1’électrode fonctionnalisée avec les groupements amines.

Par contre]’analyse a montré que les quantités de laccase @nt identiques pour 1’¢électrode
avec laccase non oxydée immaddiéi de fagon covalente et 1’électrode avec laccase non
oxydée adsorbée. Nous pouvons alors faire I’hypothése que I’enzyme est effectivement
adsorbée a la surface de I’¢électrode et le couplage covalent n’a pas eu lieu entre 1’enzyme et

I’électrode.

Nous pouvons immobiliser la lese oxydée sur 1’électrode de -NH, en présence de
EDC/NHS et obtenir le courant de réduction du dioxygéne. Nous pouvons égaleme
immobiliser et orienter la laccase oxydée a la surface fonctiggealipar les groupements
anilines via la formation d’une base de Schiff entre les groupements fonctionnels a la
surfacede 1’¢lectrode et les groupements aldéhyde de la laccase oxydée. L’analyse de I’XPS
indique la présence de la laccase oxydée sur 1’électrode et montre que nous avons immobilisé
le plus de la laccase oxydée avec cette méthode comparé a I’'immobilisation de la laccase

oxydée par formation d’une liaison amide.

Pour fonctionnaliser la surface avec le groupement carboxylique. La fonctiohmalda la
surface peut étre montrée par la différence des intensités au premiedeuxieme cycle au
cours de la réduction de diazonium et la mesure du blocage de la sapie la
fonctionnalisation de la surface. La présence des groupements fonctionnélsnise en
évidence par analyse XPS. En revanche, la microscopie électronique a balayagehpae

de différencier la surface non traitée et celle fonctionnalisée aaunte la morphologie. La
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densité des groupements carboxyliques sur 1’électrode peut étre déterminée par la méthode

colorimétrique en utilisant le TBO.

La réduction de diazonium généré in situ est la méthode préférdensidé de groupements
fonctionnels obtenue par cette méthode est de (1,91+0, Ppridlcm?, ce qui est deux fois
supérieur a celle des groupements carboxyliques obtenus par la réduction ahéuchiaz
préalablement synthétisd la surface de 1’électrode fonctionnalisée avec les groupements
carboxyliques, nous pouvons immobiliser la laccase non oxydée ou oxydée ode fag
covalente par formatn d’une liaison amide entre le groupement carboxylique a la surface de

I’¢lectrode et un des 5 résidus lysine de la laccase en présence de EDC et de NHS.

Nous avons une activité de (36,5+1,3) ra? pour le greffage covalente de la laccase non
oxydée et de (8,5 + 1,8) mti’ pour I’adsorption a la surface fonctionnalisée par la
réduction de 4-carboxybenzene-diazonium généré in situ. A la surfacéoroatisée par la
réduction de 4-carboxybenzene-diazonium synthétisé préalablement, kselaora oxydée
greffée présente une activité de 17,7 o1 et celle adsorbée présente une activité de
3,9 mUEn?. Cela montre que nous pouvons immobiliser 3~4 fois plus de laccase non oxydée
a la laccase non oxydée a la surface de 1’électrode de fagon covalente par rapport a
I’adsorption de I’enzyme. Cela est confirmé par I’analyse de I’XPS. De plus, nous avons
constaté que la méthode préférée de fonctionnalisation de la surface de 1’électrode pour
immobiliser la laccase est de réduire le 4-carboxybenzéne-diazajénéré in situ grace
auquel nous pouvons immobiliser pluzrttyme a la surface de 1’électrode et avoir une

densité de courant de 1’¢lectrode plus importante.

L’activité présentée par la laccase oxydée greffée a la surface de 1’¢lectrode fonctionnalisée
par la réduction de diazonium généré in situ est de 30cmfUce qui est légérement
inférieure a celle de la laccase non oxydée greffée mais plus importante qde t¢ll@ccase
oxydée adsorbée: 23,8 nddf. Les résultats de I’analyse de I’XPS montrent également que
nous avons immobilisglus de laccase oxydée sur 1’électrode par liaison covalente que par
physisorption. La présence de la laccase non oxydée et oxydée irsg®hile facon
covalente a la surface d€OO0OH peut également étre confirmée par les micrographies MEB,
puisque nous pouvons observer la présence d’amas sur la surface aprés le greffage de la

laccase (non oxydée ou oxydée).

A partir les activités de laccase a la surface de 1’¢électrode, nous avons estimé le taux de

couverture de laurface par la laccase a partir de I’activité de la laccase immobilisée en
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supposant que la surface occupée par la laccasBx@st35 nm?, valeur déduite des
dimensions de la laccase déterminée par la résolude sa structure tridimensionnelle
(50><50><7OA). Comme, d’autre part, 1’activité spécifique de la laccase utilisée est de
300 U/mg, ’activité mesurée peut étre reliée a la quantité d’enzyme sur la surface en mg.
Sachant que la laccase a une masse molaire de 60 000 Da, on peut enladégliantité
d’enzyme présente sur la surface en nombre de molécules, puis la surface totale occupée par

I’enzyme, selon la formule :

Soccupée :d_A X 1.691
Sslectrode dt
Le taux de couverture de la surface aprés immobilisation de la daacég® également
estimé a partir des rapports N/C en surface mesurées par XPS en faisant ’hypothése qu'une
monocouche d’épaisseur égale a 5 nm de protéine (une des dimensions de la laccase) est
formée (voir tableau 3.11). Ces résultats sont cohérents avec leatgéshtenus a partir de

I’activité¢ de la laccase mesurée avec I’ABTS. Et nous avons constaté que la surface de

I’¢lectrode n’a pas été compleétement couverte par la laccase immobilisée.

Taux de couverture (%)
D’apres D’apres mesure
Electrode N/C résultats XPS d’activité
fonctlonnal_lsee avec les groupements 0.016 17 13
carboxyliques+laccase adsorbée
fonctlonnallsee avec les groupements 0,046 4348 43
carboxyliques+laccase greffée
fonctlonnallsee avec les groupements 0.054 64 49+16
amines+laccase adsorbée

Tableau3.11: Taux de couverture de la surface par la laccase.

La laccase immobilisée a la surface fonctionnalisée pealysat la réduction du dioxygéne
avec les électrons transférés de I’¢lectrode. Nous pouvons observer le courant de réduction du

dioxygéne par voltammeétrie cyclique et chronoampérométrie.

A la surface fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques ouvomssi@mobilisé
la laccase non oxydée, nous pouvons obtenir une densité du courant plus impatante
rapport a la surface fonctionnalisée avec les groupements amines. Qusimdatz de

I’électrode a été fonctionnalisée par la réduction de 4-carboybenzéne-diazonium généré in situ,
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nous obtenons une densité de courant plus élevée, puisque nous avons impiobildse
laccase (non oxydée) a cette surface par rapport a la surface fonctéempalida réduction
de diazonium préalablement synthétisé. A cette surface, nous avons uite diertourant
environ 7 fois plus importante avec la laccase oxydée greffée qu’avec la laccase non oxydée,
soit 177,4+25,2 pAM?. C’est le courant le plus élevé obtenu dans ce travail avec une
¢lectrode de type tige de carbone. Le transfert d’électrons entre la laccase (oxydée) est donc

plus facile et conduit & une densité du courant plus importante.

L’¢épaisseur de la couche fonctionnelle influence la performance de la biocathode,
puisqu’elle influence le transfert d’électron entre la laccase et 1’¢lectrode. La couche
fonctionnelle formée par réduction du 4-carboxybenzene-diazonium généréna pitturbe
pas le transfert d’électrons entre la laccase et 1’électrode mais favorise I’immobilisation de la
laccase par rapport celle formée par réduction du 4-carboxybenzene-aiazeymthétisé
préalablement, puisque la quantité de la laccase immobilisée sufaeesfonctionnalisée par
réduction du 4-carboxybenzéne-diazonium généré in situ est plus importaatsurace de
I’¢lectrode fonctionnalisée avec les groupements amines, une couche plus épaisse a été
formée a la surface, ce qui a perturbértmsfert d’électron au cours de la réduction de
dioxygene. Nous avons alors une densité de courant plus faible et npodurible sur ce
type de surface par rapport a la surface fonctionnalisée avec les groupearbokylique
dans les cas de la lase non oxydée et oxydée, bien que ’activité de la laccase immobilisée
a la surface deNH, soit plus importante. La laccase oxydée immobilisée a la sudce
-NH, par la base de Schiff est orientée et donc présente une densité det plusa
importante que celle de la laccase non oxydée. La lacggdée immobilisée sur 1’électrode
de—NH, en présence de EDC/NHS présente également une densité de courant plus importante

gue la laccase non oxydée.

[11.1.6. Conclusion

Nous avons fonctionnalisé krface de 1’électrode avec les groupements fonctionnels

différents pour immobiliser et orienter la laccase a la surface de 1’¢lectrode.

Nous pouvons fonctionnalisés surface de 1’électrode avec -COOH. La présence des

groupements a été confirmée par analyse XPS et ils ont été msam#r méthode
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colorimétrique. Par contre, le MEB ne permet pas d’observer la présence de la couche
fonctionnelle a la surface. L'immobilisation de la laccase a été détectée par la mesure de
I’activité de la laccase a la surface de 1’¢lectrode et 1’analyse XPS. La mesure de I’activité de
la laccase permet également de quantifier la laccase imageb@it de déterminer le taux de

couverture de la surface par la laccase oxydée.

Quand nous avons fonctionnalisé la surfacBédectrode par réduction de 4-carboxybenzéne-
-diazonium généré in situ, nous obtenons une multicouche a la surface, par ooos
pouvons immobiliser plus de la laccase sur cette surface et obtemensie® du courant plus
importante par rapport a la surface fonctionnalisée par la réductioazteidim préalablement
synthétisé. La multicouche formée par la réduction de diazonium n’a pas perturbé le transfert

d’électrons.

Nous avons immobilisé¢ la laccase a la surface de 1’¢lectrode fonctionnalisée avec les
groupements carboxyliques par physisorption ou par formatiare liaison covalente entre
la laccase et 1’¢lectrode. Nous pouvons immobiliser plus de la laccase et alors obtenir une

densité du courant plus important en présence d’une liaison covalente a cette surface.

Nous avons fonctionnalisé la surface de 1’électrode par réduction de 4-nitrobenzene-
diazonium avec les mémes parameétres que la réduction de 4-carboxybdinzénaim.
Néanmoins, la réduction des groupements nitro des nitrophényls attadaésurface @
I’électrode nécessite une étape supplémentaire. La présence des groupements -NH, a été
détectée par I’analyse de I’XPS, ce qui nous permet d’immobiliser la laccase sur la surface,
mais cette immobilisation a été réalisée par physisorption etpaorgreffage. Nous ne
pouvons pas greffer la laccase par formation d’une liaison amide en présence d’EDC et NHS.
Apres avoir immobilisé la laccase suivant un protocole de greffaggjdntité de la laccase
immobilisée a la surface de 1’électrode est la méme que par physisorption. Cela a été montré
par l’analyse de I’XPS. En revanche, par physisorption de la laccase, nous pouvons
immobiliser plus de la laccase a la surface-Nél, par rapport a la surface d€OO0OH et
nous avons détecté une activité plus importante a la surfacblldie Cela est également
montré par 1’analyse de I’XPS. Cela s’explique par la nature des interactions entre les
groupements fonctionnels et la laccase. Dans les conditions d’immobilisation a pH 7,
I’interaction électrostatique avec I’enzyme est défavorable a la surface-deOOH alors que
dans le cas deNH; I’interaction électrostatique est favorable. C’est dans le cas ou la laccase
oxydée a été immobilisée a la surface-bi¢l, par la base de Schiff que I’on a immobilisé le

plus d’enzyme. La laccase oxydée est orientée et donc présente une densité du plogrant
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importante que celle de la laccase non oxydée. La laccase oxydée immobilisée sur 1’¢électrode

de—NH.; en présence de EDC/NHS présente également une densité de courant plus importante
gue la laccase non oxydé€ependant, la couche fonctionnelle de 1’¢lectrode de —NH, est
épaisse, et nous avons observé que le courant capacitif a la surf&ie,dest plus important.

Le transfert d’électrons a la surface de 1’électrode fonctionnalisée avec des groupements
amines a été perturbé par cette couche épaisse. La densité du esutedd faible a cette

surface et de plus, le résultat obtenu avec ce type de surface n’est pas reproductible.

Nous avons tenté de fonctionnaliser la surface ’dicirode avec les groupements
d’hydrazide pour immobiliser la laccase oxydée a la surface fonctionnalisée et orienter la
laccase a la surface de I’¢lectrode. On n’a malheureusement pas fonctionnalisé la surface de
I’électrode avec les groupements d’hydrazide. La laccase oxydée immobilisée a la surface de
I’¢lectrode suivant un protocole de fonctionnalisation de la surface avec des groupements
d’hydrazide est effectivement adsorbée sur 1’¢lectrode. Elle présente toutefois une densité du
courant qui est 5ofs plus important que celle de 1’¢lectrode ou la laccase non oxydée est
greffée, ce qui montre que la laccase oxydée en elle-méme s#onblsuffire pour atteindre
un courant €levé. On peut alors utiliser cette méthode dont le proestghus simple pour
I’immobilisation de la laccase. Avec la laccase oxydée greffée a la surface de -COOH par une
liaison amide, nous avons une densité du courant tres importante, ce quinestldure

performance de biocathode dans nos travaux.
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[ll. 2. Réalisation d’une électrode enzymatique fonctionnalisée par traitement du plasma

[11.2.1. Fonctionnalisation de surface par traitement plasma a pression atosphérique

La surface de 1’¢lectrode de carbone a été traitée par une torche plasma a pression
atmosphérique avec l'azote, I'oxygene et l'air comme gaz fr@aeti fonctionnaliser la
surface de 1’¢électrode avec les groupements amines et/ou carboxyliques. L’effet de la nature
du gaz du plasma (azote, oxygene ou air), du nombre de passage (Ps, leola 3 rde
d'allumage du plasma (Plasma cycle time, PCT), de la vitesspassage du jet sur la surface
de D’électrode, a été évalué par 1’analyse d’XPS, la détermination colorimétrique des
groupements carboxyliques sur la surface et la mesure de mouilladglitta surface

fonctionnalisée et nue.

11.2.1.1. Fonctionnalisation de la surface de I’électrode par traitement au plasma d’azote

Les ¢électrodes ont été traitées pas plasma d’azote avec une vitesse de passage du jet de
15 mmin™, des PCT différentes (30%, 50% et 100%) et le nombre de passage différent (1 ou
3).

I11.2.1.1.1. Caractérisation des surfaces fonctionnalisées par XPS
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Figure 3.55Spectre XPS des électrons @kda surface de 1’électrode (1) nue, (2) traitée par
le plasma d’azote avec une PCT de 50%.
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Figure 3.55 présente le spectre de @&lla surface de I’¢lectrode nue et traitée par le plasma
d’azote. Nous pouvons observer le pic principal a 284,6 eV correspondant au signal du
carbone sous la forme graphite. On constate que le pourcentage molaire du carbone
correspondant a ce pic est proche de 70% pour la surface de 1’électrode nue et traitée par le
plasma d’azote. Cela indique que 1’¢lectrode de carbone a maintenu ses propriétés de carbone

graphite originales apres étre traitée par le plasma d’azote.

Le pic C 1sde I’électrode traitée par le plasma d’azote est élargi a plus haute énergic de
liaison par rapport celui de 1’électrode nue. Cet €largissement du pic peut étre attribué a la
formation des liaisons C-N et/ou C-O correspondant a la présence raigsements
amines/amide, hydroxyle, aldéhyde et cétone. Dans la littérature, I’augmentation de la
guantité des groupements fonctionnels tels g@eOH, C-O-C-, O=C-O, pyridine et azote
quaternaire sur la surface aprés le traitement de plasma d’azote a été publiée [18]. Le
groupement aldéhyde est particulierement attractif vis-a-vis du gronpaméne grace a sa
forte réactivitt méme en absence des &gé&ncouplage conduisant a la formation de d’une
base de Schiff [19], [20], [21].

Cls Cls A ClsB ClsC Ols N1s

Energie de liaison

(x0,2, eV) 284.6 285,2 285,8 286,9 532,4 399,6

Pourcentage molaire (%)
Electrode nue 71,83 14,37 6,12 1,69 5,24 0,76

Electrode traitée par l¢
plasma d’azote

70,01 0 8,18 9,14 11,66 1,01

Tableau3.11 Répartition du pourcentage molaire des composantes du pic C 1st® 1Is e
sur 1’¢électrode nue et traitée par le plasma d’azote.

Le spectre de N Id& 1’¢lectrode nue et celui de 1’électrode traitée par le plasma d’azote sont
tout centrés a 399,6 eV et il n’existe pas de différence majeure entre les deux spectres. En
revancheon constate que le pourcentage molaire d’azote passe de 0,76 pour 1’électrode nue a
1,01 pourl’électrode fonctionnalisée. Cette faible quantité d’azote introduit au cours du

traitement de plasma d’azote pourrait étre due a la faible réactivité de 1’azote dans le plasma.

Le spectre de O Ik I’¢lectrode nue et celui de 1’électrode traitée par le plasma d’azote sont
centrés a 533,4 eV. Apres le traitement du plasensgurcentage molaire de 1’oxygéne sur la
surface a doublé: de 5,24 a 11,66tte consommation de 1’oxygéne sur 1’électrode traitée par
plasma est un procédé bien connu [22], [23], [24], [25], ce qui, dans notre cas particulier

pourrait étre di a la diffusion de I’oxygéne dans le jet de plasma et/ou post-oxydation de la
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surface activée par plasma.

[11.2.1.1.2.Mesure de 1’angle de contact

PCT, Ps| Angle de contact de I’eau (0) | Rugosité de la surface (Ra, ni
Electrode nue 130 (£3) 2500 (x300)
100, 3 5 (£3) 500 (x100)
Electrode traitée pg 50, 3 12 (£3) 2400 (+350)
le plasma d'azote| 50, 1 14 (+3) -
30,3 18,3 (£3) 2600 (+300)

Tableau3.12 Angle de contact de 1’cau sur les surfaces de 1’électrode et les rugosités de la
surface de I’¢électrode.

L’angle de contact de I’eau a la surface de 1’électrode nue est de 130+3°. Apres le traitement
au plasma d’azote, les angles de contact de I’cau sont inférieurs a 20°, ce qui indique

egalement la réussite de fonctionnalisation de la surface.

La durée du cycle de plasma (PCT) influence 1’hydrophilicité de la surface de I’¢lectrode.
Plus la PCT est élevée, plus la surface de 1’¢électrode est hydrophile. Sur la surface de
I’¢électrode nue dont la rugosité est de 2500+300nm, 1’angle de contact de I’eau est de
130 £3°. Apres le traitement de la surface’didtrode par plasma d’azote en fixant le PCT a
30% puis 50%, les angles de contact mesurés sur la surface ont diminué¢ jusqu’a 18+3° et 5+3°
respectivement, alors que la rugosité n'a pas évolué sur aucun des deux types de 1’¢lectrode.
Sur la surface de 1’électrode traitée par plasma d’azote avec une PCT de 100%, I’angle de
contact est encore plus faibl&+3°. De plus, la rugosité de la surface passe a 500+100 nm.
Cette diminution de I’angle de contact est dii a la fois a la fonctionnalisation de la surface et le
lissage par phénomene de gravure. Effectivement, ce phénoméne de gradéj@e été
observé dans les cas de plasma a basse pression et a pressiophéiguss
[26],[22],[27],[28]. Donc I’augmentation du PCT conduita augmenter le caractere
eénergétique de la décharge et des différentes especes réactives famaesntraine plus de
chance de réagir avec la surface de carbone et d’éliminer des zones de carbone amorphe qui
sont plus sensibles au gravure. Pour obtenir une surface fonctionnalisédteet leé
phénomeéne de la gravure au plasma, nous avons choisi la PCT de 50% potentent du

plasma d’aire et d’oxygene de la suite.
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111.2.1.2. Fonctionnalisation de la surface de l’électrode par traitement au plasma d’air

Les ¢électrodes ont été traitées pas plasma d’air ou d’oxygeéne en fixant la PCT a 50%, des
vitesses de passage du jet différentes (5, 20,-40m), et un nombre de passage différent (1
ou 3).

[11.2.1.2.1. Caractérisation des surfaces fonctionnalisée par XPS
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Figure 3.56 Spectre XPS des électrons Giksla surface de 1’électrode traitée par le plasma
d’air avec une PCT de 50%, 3 passages du jet et une vitesse de passage du jet de 5 m-min™.

Electrode Cls [ClsA| Cl1sB | Cl1sC |ClsD| O1s N1s N1sA
284.6|2852| 2858 | 2869 | - | 5324 3996 - E”erg(fodg“a'son
nue =Y, :
71,83| 1437| 612 | 1,69 - | 524 | 076 - Pourcerzfya(‘)?e molair
» 284.36 285,1| 286,01| 287,03| 288,7| 532,4| 4004 | 406,2 | Energie de liaison
traitée par (x0,2)
leplasmadal 5o 361 1033) 595 | 6,87 | 3.1 | 1447| 065 | 027 Pourcequge molair

Tableau 3.13Répartition du pourcentage molaire des composantes du pic C1s, Ols et N1s sur
’¢lectrode nue et traitée par le plasma d’air.

Figure 3.56 présente le spectre de @ella surface de 1’électrode traitée par le plasma d’air.

Nous pouvons observer le pic principal a 284,6 eV correspondant au signaboluec@c

140



qui correspond au graphite sur I'électrode étudiéée pic C 1sde I’électrode traitée par le
plasma d’air est ¢largi a plus haute énergie de liaison par rapport celui de I’électrode nue. Cet
elargissement est di a la présence des trois pics attridaéfo@mation des liaisons O-
correspondant a I’hydroxyle 286,01+£0,2 eV, le carbonyle 287,03+0,2 eV et le carboxyle
288,7+0,2eV respectivement [26], [18Par rapport a 1’électrode traitée par le plasma d’azote,
nous avons un pic supplémentaire & 285,2+0,26\st attribué a I’atome de carbone sp°.

De plus, un point tres important a noter, le pourcentage molaire du carborsp@odiant au
pic 284,36 eV sur la surface traitée par plasma d’air est de 58,36, ce qui et inférieur a ceux sur
I’¢lectrode nue et traitée par plasma d’azote qui sont de 71,83 et 70,01 respectivement. Cela

indique que la teneur en graphite est plus faible sur 1’électrode traitée par plasma d’air.

Le pourcentage molaire de 1’oxygéne a passé de 5,24 a 14,47 apres le traitement du plasm
d’air. Le spectre de N1sed’électrode traitée par plasma d’air présente un pic correspondant
aux especes imine et amide (a 400,4 eV) et un pic a plus haute &heehgison (vers 408,
eV) correspondant probablement a I’espéce de 1’azote oxydé attribué au groupement nitro
[29]. La formation de ces groupements fonctionnels peut s’expliquer par 1’existence
simultanée des espéces réactives d’oxygene et d’azote, ainsi que NO et NO, dans le plasma

d’air.

[11.2.1.2.2. Détermination colorimétrigue des groupements carboxyliques a la surfadlecti®de

Nous avons utilisé la molécule sonde toluidine bleue, un colorant qui abst8Benen, pour
déterminer la quantité des groupements carboxyliques a la surface de 1’¢lectrode traitée par

plasma d’air. Figure 3.57 présente les densités du groupement carboxylique a la surface quand
les électrodes ont été traitées par plasma d’air en effectuant une PCT de 50% avec différents

vitesse de passage du jet et nombre de passage (Ps).
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Densité deGOOH
(*10°mol-cm™)

Figure 3.57 Densités du grquement carboxylique a la surface traitée par plasma d’air avec
différents vitesses de passage du jet (40, 20 etrBnm) et nombre de passage (1 et 3 Ps).

Quand I’électrode a été traitée par plasma d’air avec 1 passage du jet, la densité de -COOH
sur I’électrode traitée avec une vitesse de passage du jet de 20 m-min™ est légérement plus
élevée que celle sur 1’électrode traitée avec une vitesse de 40 m-min™, vraisemblablement
parce que la durée du traitement a été doublée quand on effectuitease de 20 min™.

En revanche, quand le traitement du plasma a été effectué aveitesse de 5 rmin™ qui

est encore plus faible, la densité d€OOH sur I’électrode a baissé. Cette perte du
groupement fonctionnel doit étre di a I’effet du phénomene de gravure. Cet effet est plus
évident quand la durée du traitement a continué a étre prolongffectnamt 3 passages du
jet avec une vitesse de 5min™ (électrode n° 4): la densité du groupement fonctionnel a
diminué jusqu’a (1,38 + 0,91) x10° molcm®. Effectivement, la surface de 1’électrode n° 4 a

une rugosité de 430100 nm et sur laquelagle de contact de I’eau est 1,6+0,3°. Cela

témoigne également le lissage par phénomeéne de gravure.

11.2.1.3. Fonctionnalisation de la surface de l’électrode par traitement au plasma d’oxygéne

Nous avons également traité la surface de 1’électrode par plasma d’oxygene et déterminé la
densité de COOH sur 1’¢électrode avec la méthode utilisant la TBO. A la surface traitée par
plasma d’oxygéne avec une PCT de 50%, une vitesse de passage du jet derfimt et 3
passages du jet, nous avons une densitéC@OH de (5,5+1,6) xI8 molcm?, ce qui est
2,5 fois inférieure a celle sur I’¢électrode traitée par plasma d’air en utilisant les parametres
identiques. L’angle de contact de I’eau a la surface traitée par plasma d’oxygene est de 0°, ce

qui est également plus faible que celle sur I’électrode traitée par plasma d’air. Ce
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comportement peut étre di a la gravure de surface par plasma d’oxygene discuté dans le
paragraphe précédent. De plus, nous avons trouvée que la gravure de surfalasnpa

d’oxygene est plus importante que celle par plasma d’air dans les mémes conditions.

[11.2.1.4. Discussion

Nous pouvons fonctionnaliser larface de 1’électrode par le traitement au plasma d’air,
d’oxygene et d’azote. Quand on effectue le traitement plasma avec les mémes PCT (60%) e
nombre du passage (3 passages), le traitement au plasma d’oxygene permet d'obtenir un
I’angle de contact d’eau plus faible (0°) que celui obtenu avec un plasma d’azote (12+3°).

Cela est probablement di a une haute concentration totale des hétésogymy),

particulierement 1’oxygeéne, qui a été¢ incorporés dans la surface de 1’¢lectrode traitée par

plasma d’oxygene.

Une autre explication pourrait étre la conséquence de la gravure de lee spida
importante a cours du traitement au plasma d’air et d’oxygeéne qu’au cours du traitement au

plasma d’azote [26],[28].
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[11.2.2. Immobilisation de la laccasesur I’électrode fonctionnalisée

La laccase a ét¢ immobilisée sur 1’¢lectrode fonctionnalisée par formation d'une liaison
covalente a la surface de 1’¢lectrode ou par adsorption. L’efficacité de I’immobilisation de la

laccase est testée en mesurant I’activité de I’enzyme avec un substrat de la laccase, ABTS.

[11.2.2.1. Immobilisation de la laccasesur I’électrode traitée au plasma d’air et d’oxygéne
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Figure 3.58 Les activités de la laccase adsorbée (en bleu) et greffée (e®) rewgles
électrodes traitégsar plasma d’air ou oxygene avec différents vitesses de passage d(#fet
20 et 5 mmin™) et nombres de passage du jet (1, et 3 Ps).

La figure 3.58 présente les activités de la laccase sur les électrodes traitées par plasma d’air
ou oxygene en utilisant différentes vitesses de passage dti jeimbres de passage. Sur
toutes les conditions, nous avons une activité plus importante poucdadagreffée que pour
la laccase adsorbée sur I’¢électrode. Cela montre que la liaison amide a été formée entre le
groupement carboxylique sliélectrode et I’un des 5 résidus lysine, contient la laccase. Et

nous pouvons immobiliser plus de laccase par une liaison covalente que par I’adsorption.

La quantité de la laccase immobilisée est influencée pdenaité et la réactivité des
groupemnts fonctionnels sur la surface. Quand I’¢lectrode a été traitée par plasma d’air avec
une vitesse de 40 -min™ et un passage, activité de la laccase greffée sur 1’électrode est
relativement faible, puisque la densité des groupements fonctionnélslattrode est faible.
Quand on a traité la surface avec une vitesse plus lente-(@@H la quantité de la laccase
immobilisée a la surface augmente, puisque nous avons plU3OdEH-sur 1’électrode en

raison une durée du traitement plus longue. Quand on a effectué une vitBsserie” qui
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est encore plus lente en réalisant un passage ou trois passages du jet, la densité dungroupeme
fonctionnel sur 1’électrode devient plus faible. On a greffé presque la méme quantité¢ de la
laccase que sur 1’électrode n°2, bien que la densité du groupement fonctionnel soit plus faible.
Nous pouvons expliquer que le lissage par la gravure au plasma rend la qlsc
hydrophile et donc favorise 1’adsorption de la laccase a la surface de I’¢lectrode. Ce
comportemetest plus évident sur 1I’électrode traitée par plasma d’oxygéne : nous avons plus

de la laccase adsorbée a la surface hyper hydrophile. Par contre, la pnogerta laccase
greffée sur 1’électrode traitée par plasma d’oxygene est plus faible par rapport a celle sur
I’¢électrode traitée par plasma d’air avec les paramétres identiques. Parce que les activités
enzymatiques totales sont identiques sur les deux types de 1’¢électrode, et la proportion de la
laccase adsorbée sur 1’électrode traitée par plasma d’oxygéne est plus importante. Cela est da

a la faible densité du groupement fonctionnel sur I’électrode traitée par plasma d’oxygene.

11.2.2.2. Immobilisation de la laccase sur ’électrode traitée au plasma d’azote

Sur I’¢électrode fonctionnalisée par le traitement au plasma d’azote, notre objectif initial est
d’immobiliser la laccase par formation d’une liaison amide entre le groupement amine a la
surface de I’¢électrode et le groupement carboxylique sur la laccase. La liaison covalente peut
également avoilieu entre la fonction d’aldéhyde généré a la surface de 1’électrode au cours

du traitement du plasma et le groupement amine sur la laccase.
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Figure 3.59 Les activités de la laccase adsorbée (en bleu) et greffée (em) rewgles
¢lectrodes traitées par plasma d’azote avec différents PCT (30, 50 et 100) et nombres de
passage du jet (1, et 3 Ps) en effectuant une vitesse de passage du jetdi@15 m
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La figure 3.59 présente les activités sur les tédeles traitée par différents plasmas
d’azote. Quand nous avons traité 1’¢lectrode avec un PCT de 50%, nous avons obtenu
Iactivité la plus élevée sur I’électrode avec la laccase greffée : 13,8+mB/cm?. Cela
pourrait s’expliquer par [’utilisation du plasma avec un PCT ¢levé, permettant une
meilleure activation de la surface de 1’électrode, ce qui entraine un meilleur état de
fonctionnalisation de la surface. Ce résultat est également cohérent avec 1’évolution de la
mouillabilité¢ de la surface de 1’¢électrode traitée par plasma d’azote, ce qui a été discuté
dans le manuscrit précédent. Quand I’¢électrode a été traitée en utilisant un PCT de 100%,
I’activité de la laccase greffée sur 1’¢électrode est de 10,4+2,3 mU/cmz, ce qui est

légerement plus faible que sur I’¢électrode traitée avec une PCT de 50%.

Quand nous avons traitée 1’électrode en effectuant une PCT de 50% et 3 passages du jet,
nous avons obtenu une activité trois fois supérieure a celle sur I’électrode traitée par 1
passage du jet. Parce que la durée du traitement est plus longue ce qui permet d’avoir une

meilleure activation de la surface de 1’électrode.

L’activité sur I’¢électrode pour la laccase greffée par formation d’une liaison covalente a
la surface en présence de EDC et NHS est toujolurs importante que celle pour la
laccase adsorbée.

[11.2.2.3. Discussion

L’activité de la laccase greffée sur 1’électrode traitée par plasma d’air ou d’oxygene est
au moins deux fois supérieure a celle Bélectrode traitée par plasma d’azote. Cela peut
s’expliquer par le fait que les groupements fonctionnels sur 1’¢électrode traitée par plasma
d’air sont plus nombreux que ceux sur 1’¢lectrode traitée par plasma d’azote, comme I’indique

I’analyse XPS.

Pour la laccase adsorbée, son activité sur 1’¢lectrode traitée par plasma d’air et d’oxygeéne est
généralement dix fois supérieure a celle sur 1’¢électrode traitée par plasma d’azote. Cela peut
s’expliquer par super-hydrophilicité de 1’¢lectrode contenant des -COOH qui favorisent
I’adhésion de la laccase, et par 1’orientation de la laccase. Effectivement, comme la forme
graphite du carbone en surface a été maintenue quand la surface de 1’¢lectrode a été traitée par
plasma d’azote, la laccase pourrait étre orientée en mettant le site T1 en face de la surface en
graphite. Cette orientation peut probablement empécher la diffusion de I’ABTS vers le site

actif T1 [30], [31], ce qui conduit & soastimer 1’activité de la laccase sur 1’électrode traitée
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par plasma tzote par rapport 1’¢électrode traitée par plasma d’air et d’oxygeéne ou la laccase a

été orientée de facon aléatoire a la surface.

I11.2.3. Etude du courant cathodique de la réduction de I’oxygéne catalysée par la laccase

immobilisée a la surface fonctionnalisée

11.2.3.1. Laccase immobilisée a la surface traitée au plasma d’air et d’oxygéne

Figure 3.60 présente le cycle de voltammétrie cyclique, sews $dus 1 atm d’air, d’une
électrode modifiée avec la laccase adsorbée efgréfélectrode a été fonctionnalisée par le
traitement au plasma d’air avec un PCT de 50%, une vitesse de passage du jet de 20m-min’™?,
et 1 passage. Nous avons observé un courant de réductiomxggeétie catalysé par la
laccase vers 0,6 V (vs. SCE) eréegance d’air, ce qui correspond a I’¢électrode graphite
modifiée avec la laccase présentée dans la littérature [15], [17]. dpeteition du courant
cathodique montre que le transfert d’¢lectron a lieu entre 1’¢électrode et la laccase immobilisée.

A 0,2V, on a observé une densité de courant de 49,1+9,4 fApmm la laccase greffée et de
15,1 pAlcnd pour la laccase adsorbée, alors que les activités de I’enzyme immobilisée sont
33,1+4,8 mU/crh et 12,8 mU/crfy respectivement. Ce résultat est reproductible aprés

plusieurs répétitions.
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Figure 3.60 \oltammeétrie cyclique sous, Kbleu) et sous 1 atmd’air d’une électrode
(fonctionnalisée par le traitement du plasma d’aire) modifiée avec la laccase adsorbée (vert) et
greffée (rouge). (La mesure a été effectuée danaMXampon d’acétate, pH4,2, 100 mM
NaClO,. v=10mV-s?)

147



La figure 3.61 présente la mesure du courant de réduction du dioxygene par
chronoampérométrie pour la méme électrode. Le potentiel est fixé a OrR pregence de
dioxygene, on voit bien le courant de réduction correspondant a la réductiooxgigedie
catalysée par la laccase. Nous avons une densité de courant de 55,8%t2d pour la
laccase greffée et de 17,7 fcfn? pour la laccase adsorbée. Ces valeurs sont proches de celle

obtenue avec voltammeétrie cyclique. Ce résultat est également repraaductibl
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Figure 3.61 Chronoampérométrie sous, Nbleu) et sous 1 atm d’air d’une électrode

(fonctionnalisée par le traitement du plasma d’air) apreés I’adsorption (vert) et greffage (rouge)

de la laccase. (La mesure a été effectuée dansMQampon d’acétate, pH 4,2, 100 mM
NaClQ,. v=10mV-s™)

La densité de courant obtenue avec la laccase greffée est toujpéniswre a celle avec la
laccase adsorbée, puisque la quantité de la laccase greffée sur 1’électrode est toujours plus

importante que celle de lackase adsorbée sur le méme type de 1’électrode.

On a traité la surface de 1’¢lectrode au plasma d’air et d’oxygene avec un PCT de 50%, une
vitesse de passage du jet de'min™ et 3 passages, et puis mesuré la densité de courant de la
réduction du dioxygene de la laccase greffée sur 1’¢lectrode. Nous avons les densités de
courtant 50,8+9,8 f/cn?’ et 36,620,6 uAIM’ pour le cas du plasma d’air et d’oxygéne
respectivement. Les dltes de tous les deux types d’électrode sont rendues hydrophiles par

le phénoméne de gravure.

Cet effet est plus évident avec le traitement du plasma d’oxygene puisque 1’angle de contact
a la surface de 1’électrode traitée par plasma d’oxygene est plus faible, cette surface est alors
plus hydrophile. Cela favorise 1’adsorption de la laccase sur cette €électrode. D’autre part, la
gravure provoquée par le traitement plasma provoque une perte du groupement fonctionnel

sur la surface, ce qui limite la quantité de laccase grefféedeisité de-COOH sur
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I’¢lectrode traitée par plasma d’oxygene est 2,5 fois inférieure a celle sur 1’électrode traitée
par plasma d’air. Le greffage de la laccase sur I’¢électrode traitée par plasma d’air est plus
facile. Nous avons obtenu une densité de courant plus élevé aaecdad immobilisée sur
I’¢lectrode traitée par plasma d’air. Ce résultat nous montre que I’ensemble de ces deux effets

au dessus favorise I’immobilisation de la laccase sur I’¢électrode traitée par plasma d’air.
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Figure 3.62 Les densités de courant de réduction du dioxygeéne sur 1’électrode traitée par
plasma d’air et d’oxygene apres 1’adsorption (bleu) ou le greffage (rouge) de la laccase. La
mesure a été effectuée par voltammeétrie cyclique.

Parmi ks électrodes traitées par plasma d’air, nous avons une densité de courant plus élevée
avec la laccase greffée sur 1’¢lectrode traitée par plasma en utilisant une vitesse de 20 m-min™
et 1 passage (électrode n°2) et sur celle traitée en utilisantitesse de 5 mmin™’ et 3
passages (€lectrode n°3). Sur I’¢lectrode n°1, la densité de courant obtenue avec la laccase
adsorbée est plus faible. Cela montre que la proportion de la lactsmdée est moins
importante sur ce type d’électrode. La proportion de la laccase greffée est alors plus
importante quand on a effectué I’'immobilisation de la laccase de fagcon covalente en présence
d’EDC et NHS. Cela peut étre expliqué par les nombreux groupements fonctionnels sur ce
type d’électrode, ce qui favorise le greffage de la laccase. En revanche, la proportion de la
laccase adsorbée sur I’¢lectrode n°3 est plus importante puisque nous avons une densité¢ de
courant plus élevée avec la laccase adsorbée. Nous pouvons ’expliquer par le fait que la
surface de I’¢électrode n°3 pourrait étre plus hydrophile en raison de I’effet de la gravure au
plasma. L’hydrophilicit¢é importante de sa surface favorise 1’adsorption de la laccase. La
proportion de la laccase greffée est alors moins importante sur 1’électrode n°3 que sur

I’électrode n°2. Effectivement, une proportion importante de la laccase greffée est préférée, ce
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qui correspond les paramétres pour le traitement de 1’électrode n°2. De plus, le traitement de
I’électrode n°2 est 12 fois plus rapide que celui de I’électrode n°3. Une vitesse de 20 -min*

et 1 passage sont donc préférés pour le traitement de 1’¢lectrode par plasma d’air.

I11.2.3.2. Laccase immobilisée a la surface traitée au plasma d’azote

140 -

106,1 108,7

120 - 100,4

100 ~
80 -
60 -

| (LA/cm?)

40 -
20 -

Q) Q)
\ R 509 509 50-,
N e 2 o R e S N\

Figure 3.63 Les densités de courant de réduction du dioxygeéne sur 1’électrode traitée par
plasma d’azote aprés 1’adsorption (bleu) ou le greffage (rouge) de la laccase. La mesure a été
effectuée par voltammeétrie cyclique.

Pour toutes les €lectrodes traitées par le plasma d’azote, la densité de courant obtenue avec
la laccase greffée est au moins trois fois plus importante digeotdenue avec la laccase
adsorbée. La densité de courant la plus élevée (108 [1A#¥0%)) a été obtenue avec la
laccase greffée sur I’¢lectrode traitée au plasma d’azote avec un PCT de 50%, une vitesse de
15 mmin™ et 3 passages du jet, ce qui correspond a I’activité enzymatique la plus importante.
La densité de courant obtenue avec la laccase adsorbée estergadignificative bien que

son activité soit sur I’électrode soit faible.

[11.2.3.3. Discussion

Nous avons constaté que ’activité de la laccase immobilisée sur 1’électrode traitée par
plasma d’air et oxygene est plus élevée que celle sur I’électrode traitée par plasma d’azote.
Néanmoins, la laccase greffée sur I’¢électrode traitée par plasma d’air et oxygene ne présente

pas la densité de courant plus élevée. La densité de courant neagbteiue avec la laccase
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greffée sur I’¢lectrode traitée par plasma d’azote est 2 fois plus que celle sur I’¢lectrode traitée

par plasma d’air. Cela pourrait s’expliquer par : (1) la haute adsorption de la laccase sur la
surface de 1’électrode traitée par plasma d’air, qui est plus lisse et hydrophile, limitant le
transfert d’électron, (2) une orientation appropriée de la laccase sur 1’¢électrode traitée par
plasma d’azote. Effectivement, la laccase est préférentiellement adsorbée sur 1’électrode en
mettant le site T1 en face de la surface de 1’¢lectrode, ce qui améliore le transfert d’électron
direct a la surface de 1’¢lectrode. Pourtant 1’activité semble étre faible, parce que la diffusion

du substrat vers le site T1 est entravée (ou géné). Sur I’électrode traitée par plasma d’air, la
laccase est orientée de facon aléatoire en raison de la surfaapbdige fortement modifiée,
ce qui conduit a une activité plus élevée mais une densité de cqlmanfaible. Cette

modification a ét¢ montrée par I’analyse de XPS.

Plusieurs articles ont été publiésr 4’immobilisation covalente de la laccase sur une
électrode fonctionnalisée avec des groupements carboxyliques, ce qui produihsitée die
courant de 1’ordre de quelques nA/cm? avec le transfert d’électron médié (MET) [32], [33].

Par rapport a I’électrode d’or plane fonctionnalisée avec des groupements amines qui est
modifiée avec la laccase par formation d’une liaison covalente et qui a une densité de courant

autour de 40 pA/cfmen absence du médiateur redox, ainsi que les travaux antérieurs [30],[32],
le traitement de APPJ utilisé dans nos travaux est une approche simmpfgde (quelques
secondes) pour la fonctionnalisation la surface de la bioélectrode, toonduisant a une

performance comparable.

Pour les groupements fonctionnels générésrochimiquement sur 1’électrode de graphite a
faible densité par 1’électroréduction du sel de diazonium, Vaz-Dominguezet al. [15] ont
rapporté une densité de courant maximal de 500 pAétres densités de courant autour de
300 pA/cnf mesuré par voltammétrie cyclique, ce qui est 3~4 fois supérieurdeadesl
¢lectrodes fonctionnalisée par le traitement du plasma d’azote dans nos travaux. Cette
différence pourrait dd a : (1) la rugosité de surface différente des élest{@)ide type de
laccase testé (laccase de T. versicolor contre T. hirddéihe si les séquences génomiques
des deux laccases satez similaires (87% d’identité de leur séquence primaire), il y a trois
résidus lysine en plus sur la laccase de T. hirsuta, ce qui pournaitiacCefficacité de
I’immobilisation covalente de la protéine celui-ci. (3) la meilleure électroactivité des
électrodes de carbone: la surface électroactive des tiges Biiljisees par Vaz dominguez et
al. [15] est de 1 + 0,8m’ pour une surface géométrique de 0,07 ators que pour le

carbone spectrographique (surface géométrique : 0,38% qme nous avons utilisée, la
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suface électroactive n’est que 0,5 cnf. Si I’on compare les densités de courant calculé en
utilisant la surface électroactive plutét que celle géométrique,elemsrodes traitées par

plasma semblent étre plus efficace.

Jusqu’a présent, au meilleur de notre connaissance, les densités de courant les plus élevées
pour la bioélectrode avec DET qui ont été publiées dans la litté@mtiégté obtenues pour la
laccase adsorbée physiquement sur une électrode de carbone tridimédasmamoporeuse-
nanostructurée [34], [35]. Cependant, selon toute vraisemblance, le couranteaitribuée
a la trés haute surface spécifique de 1’¢lectrode utilisée. Pour ces bioélectrodes, la stabilité a

long terme reste une question importante.

Le travail actuel montre que la laccase peut étre imraébilde facon covalente sur des
électrodes de carbone fonctionnalisée par traitement du plaaeaechnique simple est trés
rapide. D’autres améliorations des densités de courant seront probablement obtenues sur
nanoporeuse/nanostructurée électrode de carbone fonctionnalisée qui posséde ume surfac

spécifique élevée.

[11.2.4. Conclusion

La fonaionnalisation de la surface de 1’électrode en carbone graphite est faisable grace a un
systeme de jet de plasma a pression atmosphérique. Ce systeme aoddsitsurfaces
fonctionnalisées controlées en quelques secondes, ce qui permet I’immobilisation covalente
de la laccase par la suite. La nature et la densité des groupdoretitsnnels ainsi que la
rugosité de surface peuvent étre contrdlées par modulation des conditioageteent du
plasma (durée du traitement, nature du gaz, du PCT, etc.kaft@ntnt au plasma d’air, le
traitement au plasma d’azote crée principalement des groupements carbonyles (probablement
groupements aldéhyde) avec seulement une 1égére consommation d’azote sans former une
couche électriquement résistive en maintenant ta¢de graphite de 1’électrode de carbone.
Ces résultats seront utilisés dans des travaux de recherche a venir afin d’optimiser les
caractéristiques de la surface de 1’¢lectrode qui sont cruciale pour réussir une immobilisation

covalente de la laccase.

L’immobilisation covalente présente une meilleure activité enzymatique et une densité de

courant plus élevée sur I’électrode par rapport a la simple adsorption physique de I’enzyme.
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La quantité¢ de la laccase immobilisée sur 1’¢lectrode dépend de la nature du groupement
fonctionnel, de la mouillabilit¢ de surface et de la rugosité, qui influencent I’adhésion, la

distribution, la conformation et I’orientation de la laccase.

Les activités enzymatiques sur les électrodes traitées par plasma d’air et d’oxygeéne sont plus
¢levées que celles sur les électrodes traitées par plasma d’azote. Cependant, la densité de
courant obtenue avec 1’¢électrode traitée par plasma d’azote est plus élevée. Une densité de
courant supérieure & 108 pAftm été obtenue sur la surface plane de carbone traitée par

plasma avec seulement quelques secondes de traitement.

Basé sur ces résultats, une étude plus approfondie sera réalisé aéitirdeemcorrélation
les propriétés de surface, la distribution, la conformation et 1’orientation de laccase adsorbée
et greffée et son comportement bioélectrochimique. Dans les tréwausg, les électrodes
nanoporeuses fonctionnalisée par plasma seront explorées afin d’augmenter la quantité¢ de

laccase et d’améliorer la densité de courant.
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Conclusion et perspectives

Ce tavail a montré I’intérét d’immobiliser la laccase de Trametes versicolosur 1’électrode
fonctionnalisée de fagon électrochimique ou par traitement plasma poupp@relune
biocathodeen réalisant le transfert d’électron direct (DET) entre I’enzyme et 1’électrode. La
laccase a été¢ immobilisée sur 1’¢lectrode de fagon covalente (liaison amide, ou base de Schiff)
ou par adsorption. La présence de la laccase et sa quantité sur I’électrode ont été controlées
par mesure de 1’activité enzymatique sur la surface de 1’¢lectrode en utilisant un substrat de la
laccase. L’analyse XPS a été¢ €galement utilisée pour vérifier la présence de la laccase a la
surface de 1’électrode. La performance de la biocathode a été évaluée par mesure du courant
catalytique sur [D’¢électrode avec méthode ¢électrochimique (voltammétrie cyclique et

chronoampéromeétrie).

Sur I’¢électrode fonctionnalisée de fagon électrochimique avec des groupements carboxyliques
par rédudbn du sel de diazonium, nous avons pu immobiliser la laccase par formation d’une
liaison covalente sur la surface. En revanche, sur 1’électrode fonctionnalisée avec des
groupements amines, nous avons une densité de courant relativement failibte prebga
cause de I’épaisseur de la couche fonctionnelle qui pourrait perturber le transfert d’électron a la
surface de I’électrode, bien que la laccase oxydée immobilisée par la base de Schiff soit
orientée sur 1’électrode. De plus, nous avons constaté que 1’oxydation de la laccase permet
d’avoir une densit¢ de courant plus ¢élevé pour 1’électrode fonctionnalisée de fagon
électrochimique. Nous avons une meilleure performance particulierermeat|a laccase

oxydée immobilisée sur 1’électrode fonctionnalisée avec des groupements carboxyliques.

Sur I’¢lectrode fonctionnalisée par le traitement plasma, la laccase peut étre immobilisée a la
surface de I’¢lectrode de fagon covalente. Sur 1’électrode traitée par plasma d’azote, la laccase
immobilisée donne une meilleure densité du courant grace a une aiefdabrable de la
laccase sur la surface. Le traitement par jet de plasma horbégailpression atmosphérique
(APPJ) nous propose une méthode alternative rapide, stable, non polluanfaieledso(t

pour k fonctionnalisation la surface de 1’¢lectrode pour le développement de la bioélectrode.

Dans le travail a avenir, des études plus approfondid’évaluation de I’efficacité du
transfert d’électron sur la surface de bioélectrode en fonction d’épaisseur de la couche
fonctionnelle, 1’état de surface et le matériel de 1’électrode peuvent étre réalisés pour

optimiser la performance de la bioélectrode. Les électrodes nanoporeuses pdueront é

15



utilisées pour augmenter la quantité de la laccase, et I’orientation de la laccase sur la surface

de 1’¢électrode doit étre mieux contrdlée.
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