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Ma these se situe dans le cadre de 'ANR DisgssMIcrofluidiques a interface
POLarisables pour des séparations Electrophoré&idaehaute résolution (DIMIPOLE). Le
consortium formé autour de ce projet est composérals laboratoires : le laboratoire de
photonique et nanostructures (LPN, UPR 20, Marasysse laboratoire interfaces et
systemes électrochimiques (LISE, UPR15, Paris) et ldboratoire protéines et
nanotechnologies en sciences séparatives (LPNSSR 8612, Institut Galien Paris-Sud,
Chatenay Malabry). Ce projet vise la réalisation gaces microfluidiques pour
I'électrophorése dites de « seconde générationnt o charge de surface du canal de
séparation est modulable physiquement en tempsEpgadffet, dans les puces traditionnelles,
la haute résolution pour des biomolécules ayanihudsilités électrophorétiques tres proches
ne peut étre obtenue qu’en ajustant le flux élestrwtique (FEO) par des modifications de
chimie de surface, telles que I'ajustement de pHtalmpon de séparation ou par des
fonctionnalisations de surface des canaux. Laé&gimtque propose DIMIPOLE consiste a
mettre a profit les propriétés du carbone amorptwéa(a-CNx) en lintégrant dans des
microstructures pour contrdler physiquement la ghade surface. Cette étape induit une
modulation du FEO grace aux propriétés du matégiaufonctionne comme une interface
polarisable. Dans son application, les puces nlidfues seront utilisées pour le diagnostic
de maladies neurodégénératives telle que la potgpathie amyloide familiale, sujet de
recherche du LPNSS. En effet, le développementedepaces permettra a moyen terme de
pouvoir séparer d’identifier et de quantifier lesrnhes natives et mutées de la protéine
Transthyrétine (TTR), la détection pouvant étretétehimique ou optique.

Dans le cadre de cette thése, je me suis focadisedeux taches. La premiére tache
est la caractérisation et I'optimisation des cdodg de synthese du matériau a-CNx sur des
substrats en verre suivant deux sous taches. Oparte pour l'utilisation du a-CNx comme
interface idéalement polarisable dans les puceeparation (LPN et LPNSS), et d’autre part,
comme électrode de détection dans les puces detidét€LISE). La deuxieme tache est
également subdivisée en deux sous taches. D’urtgyrer étude en macrosysteme pour la
caractérisation électrochimique du marqueur flumges utilisé au LPNSS, le naphthaléne-

2,3-dicarboxaldéhyde (NDA), ainsi que l'optimisatides protocoles de marquage pour la



détection électrochimique du peptide synthétiguéadeansthyrétine TTR, et d’autre part, la
réalisation d’une configuration & deux microéleda® en puce microfluidique pour transférer

et valider les protocoles de détection électroohiraide la TTR en microsysteme.

En résumé, les objectifs poursuivis au cours dethraae en relation avec les taches
mentionnées ci-dessus sont :

- la caractérisation des propriétés de films minagSNx (rugosité, épaisseur,
composition, conductivité, réactivite),

- l'optimisation des propriétés du a-CNx pour sesisations comme une interface
polarisable ou une microélectrode de détection,

- la caractérisation électrochimique du marqueur NDA,

- I'optimisation des conditions de marquage de la EfiRnacrosystéeme,

- la détection en puce microfluidique a 2 microéledes.

J'ai fait le choix de présenter mes travaux dedlsesvant cing chapitres.

Dans un premier chapitre, une introduction génécaletenant une bibliographie
multidisciplinaire sera exposée. Ce rappel se dém@uen trois grandes sous parties. Une
partie présentera le modéle biologique d’étude RNES qui est la polyneuropathie amyloide
familiale, et notamment ses manifestations clingjuson traitement et son diagnostic. Une
deuxieme partie s’attachera a la détection d’acatemes, de peptides ou de protéines en
puces microfluidiques a laide de plusieurs techagide détection, quelles
soient fluorométriques, électrochimiques, conduetilques, et spectroscopiques. Une
troisieme partie abordera les aspects techniqud&itilesation d’'une interface polarisable
pour moduler le flux électroosmotique en puce p&lectrophorése grace au contrdle de la
charge de surface du canal de séparation. Dansrtéede partie une large bibliographie est
consacré aux films minces de carbone amorphe azmdté&e abordant, les propriétés
mécanique, optique, électrochimique, électrigubplogique, ainsi que la biocompatibilité et
les applications courantes du a-CNXx.

Le deuxiéme chapitre détaille les techniques deactérisations électrochimiques,
microscopiques et spectroscopiques utilisées daastmse. Cette partie comprendra
également la technique de dépbt des films minces@lXx ainsi que les différents protocoles
et conditions de synthéses utilisées. Un descrigéf I'élaboration des électrodes en

verre/ITO/a-CNx sera aussi détaillé.
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Le troisieme chapitre expose les résultats desctaisations morphologique,
structurale et électrochimique des électrodes H&@#a-CNx pour leur future utilisation
comme microélectrodes dans les puces microfluidiqgreverre ou PDMS verre, ou comme
interface idéalement polarisable en puce pour rélplbbrese. Une premiére partie présentera
les résultats de la caractérisation morphologidige.caractérisation électrochimique sera
effectuée tout d’abord en milieu KCl sans traceeglox pour déterminer les fenétres de
polarisabilité en fonction des protocoles de déminsi que des différents parametres
caractéristiques des films minces en solution tgle : la capacité de double couche, la
capacité non idéale modélisée par un élément deepbanstant (CPE), la résistance de
transfert de charge et la résistance a trés hatgednce. La caractérisation électrochimique
en milieu KCI et en présence d'un traceur redoxmetira de déterminer la réactivité
hétérogéne des électrodes verre/ITO/a-CNx vis-adas ce traceur en fonction de la
stoechiométrie en azote entrant dans la composgitisrélectrodes verre/ITO/a-CNx ainsi que
du réle du pré-traitement mis au point pour activéactiver les électrodes sans détérioration
du dépbt.

Le quatrieme chapitre se concentre sur une apprenhélectrochimie moléculaire
avec des aspects mécanistiques sur la réductionadgueur NDA sur électrode de carbone
(carbone vitreux, CNx). En effet, le dialdéhyde psisent sous trois formes en solution
aqueuse. La concentration en chaque forme du NB# a@éterminée ainsi que la stabilité de
celle-ci. Dans un second temps, les conditionséization du peptide synthétique de la TTR
(PN) avec le NDA qui forme un dérivé cyanobenzaidoie (CBI) ont été optimisés suivant
le pH du tampon, le temps de dérivation, et leoraiDA/peptide. Les réponses
électrochimiques des dérivés du peptide et d’acatemeés rentrant dans la séquence du
peptide ont été comparées. La stabilité du marquagkmite de détection, et le nombre
d’électrons échangés lors de l'oxydation du CBI @galement été étudiés. Une fois
I'optimisation des conditions réalisée sur carbeiteeux, la détection de la dérivation est
menée sur électrode verre/ITO/a-CNx. Enfin, cetéivdtion sera adaptée en montage

classique a 2 électrodes a titre de comparaisanavesysteme classique a trois électrodes.

Le cinquieéme et dernier chapitre présente les tatsupréliminaires pour le marquage
et la détection de la dérivation du peptide syiuétde la TTR dans en puce microfluidique.
Je présenterai les procédures et méthodologieséetl pour la fabrication de la puce

microfluidique au LPN, I'optimisation des condit®nl’analyse sans écoulement et en mode



hydrodynamique. Enfin, les derniers résultats msferme pour la détection en puce
microfluidique du peptide avec les caractéristiqlesa détection seront présenteés.

Ce travail de these a donné lieu a un article payet une déclaration d’invention
(Dl) en cours au CNRS. Ceci explique la raison ptaquelle les articles concernant
spécifiguement la préparation des substrats vé@¢a-CNx ainsi que I'application en
détection électrochimique n’aient pas été soumie plartie des travaux a aussi été présentée

a I'occasion d’'une conférence internationale [Bsague deux conférences nationales [3,4].

[1] M. Faure, S. Korchane, I. Le, A. Pallandre, @®slouis, A. Haghiri-gosnet, and J.
Gamby, “Investigating of labelling and detection tohnsthyretin synthetic peptide
derivatized with naphthalene-2 , 3-dicarboxaldekiydealanta vol. 116, pp. 8-13,
2013.

[2] Labelling and detection of thransthyneTiTR by electrochemistry ISE 6&nnual
Meeting , 19-24 Aolt 2012, Pragues, République Gube

[3] Marquage et détection de la Transthyrétine TPRr Electrochimie, Journée
électrochimie 2011, 4-8 juillet 2011, Grenoble,te@

[4] Détection par électrochimie d’'un peptide margaés une puce microfluidique a deux
électrodes, JE2013 juillet 2013, Paris, France
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I.1. La polyneuropathie amyloide familiale a transthyr  étine.

[.1.1. Latransthyrétine

La transthyrétine (TTR) est un biomarqueur dont Ilesdifications post-
traductionnelles peuvent causer de graves maladologiqgues comme la polyneuropathie
amyloide familiale [1][2]. La TTR a été initialemtemppelée préalbumine (thyroxine binding
préalbumine). En effet, lors d’'une électrophoréseéemps de migration de la TTR est plus
petit que celui de l'albumine. Le site majeur desyathése de la TTR est le foie (95%), les
autres sites étant le plexus choroides et la ré@edte protéine est donc présente dans le
fluide cérébral spinal et dans le plasma (& uneeumation de 0,20 gta 0,40 mg.dw).

Elle permet le transport de I'hormone thyroidienimgroxine et de la protéine de liaison du

rétinol. Le chromosome 18 posséde le gene qui podela TTR, ce gene est de petite taille

et possede 4 exons et 3 introns. Le premier exda pour un peptide et les 3 premiers acides
aminés de la protéine. Le deuxiéme exon code psurdsidus de 4 a 47, I'exon 3 pour les
acides aminés allant de 48 a 92 et de 93 a 127Ipaiernier exon [3].

La TTR normale est un tétramére soluble composé deus unités identiques. Un
monomere est constitué de 127 acides aminés etiehmqnomeére a une masse de 14kDa.
Les monomeres sont structurés en feuillets bétssgdiDeux feuillets 3 composent un
monomere et interagissent pour former un dimérécegra des liaisons hydrogéne. Le

tétramere contient deux sites de liaison de laotkigie au centre de la molécule (Figure 1-1).

Figure I-1 : Structure du complexe TTR —protéine ddiaison du rétinol. En bleu, bleu clair, vert et pune
le tétramere TTR, en gris le rétinol et en rouge lgrotéine de liaison du rétinol [3].
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1.1.2. Epidémiologie

La polyneuropathie amyloide familiale (FAP) est unmaladie a transmission
autosomique dominante. Cependant environ 15% dssmpees porteuses de la mutation sur
le géne ne présenteront aucun symptdme. La FARcasctérisée par des dépbts de
substance amyloide. Ces dépobts peuvent étre dugpratéines : la transthyretine TTR, la
gelsoline et la lipoproteineA-1 [1][4]. La plus énéente étant la polyneuropathie amyloide
familiale a transthyrétine. Cette maladie a éténtifiée en 1952 au Portugal par Corino
Andrade [5]. Cette maladie tout d'abord appelée lasgy portugaise a par la suite été
identifiée au Japon et en Suede. Ces trois paysdemos jours les principaux foyers de
polyneuropathie a transthyrétine [6]. En 1978, €esial. découvrent que la transthyrétine est
un constituant des dépots amyloides. Il faut ateed883 pour que la premiere mutation de la
TTR soit reportée. En 1989, 12 mutations sont cean60 en 1995, une centaine de nos jours
(mutations simples ou doubles ou délétions dagsete de la TTR). Parmi ces 100 mutations,

13 sont des mutations non pathologiques [7] (Fignae
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Figure I-2 : Géne TTR et ses mutations possibles enuge les mutations pathologiques et en bleu le®m
pathologiques.

Certaines de ces mutations sont non pathogéenes edmmutation Gly6Ser présente
dans une population caucasienne a 12% [8]. Les timmgsapathologiques provoquent la

déstabilisation du tétrameére entrainant la fornmatite fibres amyloides puis des dépots

14



Chapitre | Etude bibliographique

amyloides. Ces dépots génent le fonctionnemendidesmes touchés. Quelques études ont été
réalisées sur le mécanisme d’amyloidogenése dd R Dans ces études, la premiere étape
est la déstabilisation de la forme native de la ERRaison des mutations amyloidogéniques.
Ces mutations provoquent la formation de monoméZes. monomeres peuvent s’agréger et
former des espéeces oligomériques. Ces espéces npepae la suite former des fibrilles
amyloides puis des dépobts amyloidiques. La formatie monomeres est liée a la stabilité
thermodynamique des formes de la TTR. La régioreatds résidus 45 et 58 est le site de la
plupart des mutations amyloidogéniques [7].

La maladie touche des personnes de 18 a 83 anauavége moyen de 35,3 ans. En
2012, en France, il a été recensé 386 patieniatattée la FAP. En France, celle-ci est causée
par 29 mutations différentes, avec 66% des patiatiesnts de la FAP due a la mutation
Val30Met [9].

La mutation Thr49Ala située sur I'exon 3 est présesn France et en ltalie. Cette
mutation entraine une perte de masse molaire @en3@*. Cette mutation entraine comme
symptémes prédominants une neuropathie périphérigne cardiomyopathie ainsi qu’un

syndrome du canal carpien [10][11].

1.1.3. Manifestations cliniques

Cette maladie se manifeste par des atteintes aaunigtes nerfs, du cceur, du rein (10 a
20%) ou de I'ceil. L’atteinte neurologique commepee se manifester au niveau des mains et
des pieds, puis se développe dans tous les menieas.types de FAP existent : la FAP de
type | (ou la neuropathie est seule), et la FARyge Il (il y a aussi un syndrome du canal
carpien). D’autre part, il peut y avoir une atteidtu systéme nerveux autonome. Cette atteinte
se manifeste par des problemes gastro-intestindiatri{ées, constipation) et génitaux-
urinaire. Les personnes touchées par cette majssligent aussi présenter des problemes
oculaires, tels qu’une opacité vitreuse, des glmgsoainsi que des anomalies pupillaires.
L’atteinte cardiaque, quant a elle, se manifesteupa insuffisance cardiaque et des troubles
de la conduction cardiaque. Sur les différentesatiauts du gene, quatre entrainent une

atteinte oculaire ,onze une cardiomyopathie eudi atteinte leptoméningée [4][1].

[.1.4. Traitement de la maladie
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La prise en charge de la maladie s’effectue etatrales symptomes et en limitant le
développement de la maladie ainsi que par le tnaite des symptémes.

Le traitement pour stopper la maladie est la tramsation hépatique, la variante
amyloidogénique de la TTR n’est alors plus fabrejuiéa premiere transplantation dans le
cadre d’'une FAP a été pratiqguée en 1990 en Suaedro®jours plus de 1400 transplantations
ont été effectuées. Pour 90% des patients trartéglate FAP était liée a la variante
VAmM30Met. Apres transplantation, une diminution diépdts amyloides est observée. Dans
le cas de patients greffés a un stade précoce amlidie pour une mutation Val30Met, la
progression de celle-ci est stoppée dans 70% ded oar cette mutation, I'espérance de vie
est multipliée par deux aprées transplantation. Geaet, la guérison n’est pas assurée. Cette
évolution dépend de plusieurs facteurs, tels gagel’du patient, la durée de la maladie,
I'indice de masse corporelle modifié (produit demasse corporelle sur la concentration en
albumine), le stade de la maladie et le type deatimuis. D’autre part, une greffe foie-coeur
est parfois pratiquée sur un patient présentantafteénte cardiaque. En effet, si seule la
greffe du foie est accomplie le pronostic de réassst mauvais, I'atteinte cardiague évoluant
apres la greffe. De nos jours, 1% des patientseantette double greffe. Pour des patients
atteints de problémes rénaux, une greffe reindsiefaite (3% des patients). Pour les patients
ne pouvant pas subir une greffe, des médicamentsesocours de développement. Le but de
ces meédicaments comme le Tafamidis est d’empécheaiébtabilisation de la TTR en
monomeres et en intermédiaires toxiques [1][12][4] (Figure I-3). D’autres axes de
recherche biochimique sont également en cours delajpement comme ceux de Pepys
al. qui ont développé des analogues aux substances Rlentissent le développement des
substances amyloides [15].
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Greffe foie-rein

Si atteinte sévere

Double greffe
Foie-coeur

Figure I-3 ;: Diagramme du traitement de la FAP. Adpté de Adamset al. [13]

1.1.5. Pronostic et diagnostic de la maladie.

Le pronostic vital d’'un patient atteint de FAP easelon I'age d’apparition des
premiers symptémes et le type de mutation. Cel@stimeilleur si les symptdomes arrivent
tardivement. En I'absence de traitement, un déc&svient une dizaine d’années apres le
début des symptbmes [1]. Les études de Gefttal. ont montré que pour des patients
présentant des symptédmes neurologiques et cardiglgumoyenne de survie était de 5,8 ans.
Pour 40% des patients, le déceés était du a l'irsaufte cardiaque [16].

Dans le cadre d’'une suspicion de personne attdef€AP, une biopsie est effectuée.
Celle-ci est réalisée sur des sous-muqueuses a@gctdes graisses sous-cutanées et des
glandes salivaires et ne peut pas étre exécutamdissu pathologique. En effet les biopsies
de tissus amyloides présentent un caractére hégiquea Cette biopsie permet de mettre en
évidence des dépbts de TTR. Les dépbts amyloides @ghrfois minimes, plusieurs biopsies
peuvent étre réalisées. Les dépdts sont mis eeradpar histologie, grace a I'utilisation de
colorant tel que la coloration Rouge Congo (oulpdhioflavine T ou le bleu Alcian). Lors de
I'utilisation de la coloration au Rouge Congo, labstance amyloide présente une
biréfringence verte pomme sous lumiére polaris@s. lhiopsies nerveuses sont sensibles de
68 a 80%. Celles des glandes salivaires sont dessib91% dans le cas d’'une mutation
TTRMet30. Ce diagnostic est confirmé par immunalulimie. Ceci permet d’identifier le
précurseur des dépots. Cette méthode utilise deogps dirigés contre les protéines formant

des dépobts. Elle peut étre réalisée sur tous $ssisi mais est cependant plus facilement
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interprétable dans le cas de l'analyse d’'un prét®rg de graisse sous-cutanée. Cependant
cette méthode ne permet pas de déterminer s’iltsdagne amylose & TTR mutée ou d’'une
amylose sénile. Cette détermination est réaliséeega une biologie moléculaire. Celle-ci
permet le diagnostic précis de la mutation resguesdDans ce cas deux situations sont
possibles. Soit I'historique familial permet de natfire le type de mutation, soit la mutation
n'est pas connue. Dans le premier cas, des tesk$ bt réalisés sur du sang, des tissus ou
sur un frottis salivaire. Ceux-ci sont réalisés palymorphisme de longueur des fragments de
restriction (RFLP) ou par séquencage nucléotidifarir tester une famille dont la mutation
est connue, la méthode RFLP est la plus couramuiiisée. Dans le cas ou la mutation est
non connue, un polymorphisme non-spécifique de NAEst réalisé. La type de mutation sera
confirmé par RFLP [1][13]. Des techniques de diagicoutilisant la spectrométrie de masse
sont aujourd’hui développées. Ces techniques ptenietidentification des différentes
formes de la TTR dans le sérum. En effet, la madgiion d’'un acide aminé de la chaine
peptidigue change la masse moléculaire de la TTH18]. Cependant cette technique ne
permet pas de quantification. De plus cette tecl@pt relativement codteuse.

Une puce microfluidique permettant la séparatiolia eétection des especes mutées et
natives pourrait fournir des indications sur legtiestic. Ces espéces ne se différencient que
par un seul acide aminé. Ces puces microfluidiquesnt I'avantage d’utiliser un tres faible
volume d’échantillon. De plus, les puces microfigickes avec un systéme de détection
adaptée pourront étre quantitatives et avoir depsed’analyses relativement courts avec une

bonne précision de mesure [19],[20].

|.2. Détection d’acides aminés, de peptides ou de pnagien
microsystemes.

Les puces microfluidiques peuvent regrouper toldssétapes d’analyses des acides
aminés : préconcentration, calibration, dérivatiséparation et la détection. De nombreuses
techniques peuvent étre utilisées en puce micfjue pour la détection de molécules
biologiques comme les techniques optiques, éldutmiques. Cette détection peut également
se faire par spectrométrie de masse, par conducdenet par électrochiminiluminescence.
Selon les techniques de détection une étape deatérn des molécules biologiques peut étre

nécessaire pour leur détection.
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1.2.3. Détection optique

[.2.3.1 Détection par fluorescence

La détection par fluorescence est couramment égiligpour la détection en
microsystéme. Cependant, cette détection n'esupagrselle pour toutes les protéines. En
effet, la plupart des protéines ne sont pas fluem®es naturellement exceptées celles
possédant des cycles aromatiques.

La plupart des détections sont réalisées par faoerece induite par laser (LIF). Dans
cette technique, un laser généralement d'argoruti&g€ comme source d’excitation. Le
rayon du laser est alors collecté par une lentilke microscope a travers un tube
photomultiplicateur. Dans le cas d’'une détectionlphk, les longueurs d’onde d’excitation et
d’émission (fluorescence) sont différentes. La ctéa par fluorescence induite par laser
nécessite donc un marquage des protéines. Wan@l ont utilisé la fluorescéine
isothiocyanate (FITC) comme marqueur pour la ditectep-casomorphines avec une limite
de détection de I'ordre de 50 nmot.[21]. D’autres agents dérivants peuvent égaleréent
utilisés comme l'orthophthalaldehyde (OPA). Celuiacété utilisé pour une dérivation en
colonne d’acides aminés dans une puce en PDMSmiite Ide détection est d’environ 60nM
[22]. Cet agent dérivant a également été utilisé Pandin et al. pour l'analyse de
neurotransmetteur d’'un cerveau de rat avec unéelide détection de 200 nM. Pour réaliser
des mesures in vivo, la puce utilisée a été coupléee microdialyse [23]. Huyndt al. ont
également couplé une puce microfluidique en PDM&awn systeme de microdialyse. Ce
systeme a été utilisé pour la détection d’acidesé@snet d’'un peptide apres dérivation en
colonne par le naphthalene-2,3-dicarboxyaldehyd2AN 24].

La détection peut aussi étre réalisée par fluoresceinduite par une diode
électroluminescente (LED) [25]. Dans le cas dedlgse d’'acides aminés, une LED violette
est utilisé. Les acides aminés doivent égalemeatd&rivés avant détection. Cette technique
a été utilisée pour la détection d’acides amingsesadérivation avec le naphatalene-2,3-
dicarboxyaldéhyde (NDA), dans le sérum humain esdzelui du rat ainsi que dans le fluide

cérébro-spinal. La limite de détection obtenuededtordre de de IOM.

1.2.3.2 Détection par absorbance UV

Les protéines peuvent étre détectées par absorthivick’absorbance UV directe est

couramment utilisée du fait de la forte absorpties protéines chromophores autour de 280
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nm. Cette forte absorbance est due au cycle argueatdes acides aminés tyrosine,
tryptophane et phénylalanine.

Dans le cas de l'utilisation de microsystemes ta@s a base de polymeres, ceux-ci
doivent étre transparents pour les longueurs d'atidat de 214 a 280 nm.

Zhu etal ont étudié I'intégration de photodiodes UV danssystéme microfluidique en
PDMS pour la détection de la protéine albuminegséribovine (BSA). Le signal généré par
le photodétecteur est amplifié et converti en mmgjrace a un amplificateur transimpédance.
Des limites de détection de 15 nM et 9,8 amol dat gbtenues avec ce microsysteme.
L'utilisation de la loi de Beer-Lambert A#C montre une variation linaire de l'intensité avec

la concentration en BSA [26].

1.2.4. Détection par chimiluminescence (CL) et
électrochimiluminescence (ECL)

Les acides aminés, peptides et protéines peuvealeragnt étre détectés par
chimiluminescence et électrochimiluminescence.

La molécule produite lors de la réaction de chimilescence se trouve dans un état
excité. Son retour a son état fondamental provémpeoduction de lumiére.

Zhaoet al.ont détecté dans un microsysteme en PDMS/verre amdes aminés : le
tryptophane, la glycine et I'alanine sans dérivaoé-colonne en présence de luminol. lls ont
montré que lintensité de chimiluminescence augmenec le pH. Le systéme a une limite
de détection de I'ordre du micromolaire [27].

Ye et al. ont détecté cing acides aminés : I'alanine, laighy, le tryptophane, I'acide
glutamique et l'arginine [28]. La détection est éassur I'effet des acides aminés sur la
réaction de chimiluminescence du luminol ave©iet Cd*. La molécule HO, est I'oxydant
et le cation C un catalyseur. L'augmentation du pouvoir catalyigde C&" aprés
interaction avec des acides aminés est due artefimn de complexe Giiacide aminé.

Dans le cas de I'électrochimiluminescence, la lwsaence est produite durant une
réaction chimiqgue en solution. Cette détection gmés |'avantage par rapport a la
chimiluminescence de générer la luminescence daeszone localisée sur la surface de
I'électrode et de pouvoir contréler cette réactien modifiant le potentiel appliqué.
L’électrochimiluminescence présente également higage par rapport a la fluorescence de ne
pas nécessiter I'utilisation d’'une source luminewtedonc d’avoir une instrumentation plus

simple. De plus, cette technique permet d’avoibruit de fond tres faible, voir nul.
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Qiu et al. ont réalisé la détection de la proline en se Hasaor
I'électrochimiluminescence du tris(2,2’-bipyridifithénium (1) (Ru(bpy") dans une puce
microfluidique en PDMS avec une limite de deétectos 1,2uM [29]. Dans cette étude
I'électrode est en étain dopé a lindium (ITO : ibnd Tin Oxide). lls ont montré que les
valeurs importantes de champs électriques n’avaiastd’influence sur le détecteur ECL.
L’électrochimiluminescence est causée par la réadtie I'acide aminé avec le Ru(bg)

aprés que le Ru(bpy) ait été oxydé . Le mécanisme d’ECL peut étre ew@riselon la

réaction :

Ru(bpyy®* +e — Ru(bpy}** Equation I-1

Ru(bpy}®" + RR'INCH:R” — Ru(bpy}** + RR'N"CH,R” Equation I-2
RR'N"CH,R” — RR'INCHR” + H* Equation I-3
RR'NCHR” + Ru(bpy)” — Ru(bpy}”* * + produit oxydé Equation |-4

Ru(bpyy”* * — Ru(bpy}** +hv Equation I-5

1.2.5. Détection par conductimétrie

La détection par conductimétrie permet de s’affrnale I'étape de marquage
cependant les limites de détection sont généralemeims bonnes que celles obtenues par
détection électrochimique ou par fluorescence. IDs, putilisation en mode non-contact des
microélectrodes permet d’avoir une stabilité dwedtsur, contrairement au détecteur en mode
contact avec ou le vieillissement ou détérioratEste un inconvénient majeur.

Gallaway et al. ont développé une puce microfluidique en polymietieghacrylate
(PMMA) pour la détection de molécule mono ou polgaique. La détection est réalisée par
conductivité en mode contact a l'aide d’électrodegkatine. Une limite de détection de 8 nM
est obtenue pour I'alanine [30]. Shadpetiral. ont réalisé la détection de peptides, d’acides
aminés et de protéines dans une puce microfluidejuepolycarbonate a 16 canaux. La
détection est également réalisée en mode contd@ide d'électrode d’or. Dans leurs
conditions d’analyses, la limite de détection pitalanine est de 7,iiM [31].

La plupart des détections par conductimétrie dagsrlicrosystemes sont réalisées en
mode non contact. Ce type de détection est fai ssarquage préalable. La détection de 12

acides aminés et de peptides a été réalisée damsianosysteme en (PMMA) dans une

21



Chapitre | Etude bibliographique

géométrie « double T » [32]. Cette méme équipetecti®'immoglobuline humaine M (IgM)
avec une limite de détection de 34 ng/mol, comparabcelle obtenue par une détection
ampéerométrique [33]. Liang-Bet al. ont effectué la détection de I'albumine sériquenhine
(HSA) et de la transferrine humaine dans des étloast d’'urine dans une puce
microfluidique en verre-PDMS [34]. La détection iz acides aminés dans une puce en verre
a été optimisée par Tanyanyiwhal [35]. Cette détection a été opérée dans un milédea
(pH = 2,5) et puis basique. Dans le premier calémlite de détection des acides aminés est de
10°M sauf pour trois acides aminés (la lysine, I'aiggnet I'histidine) oul elle est de 1M.
Lorsque I'étude est réalisée en milieu basique$[H,5), la ligne de base est plus stable et la
sensibilité est meilleure. En effet la limite detattion tombe & IOM. La détection de la
protéinep-lactoglobuline a été réalisée par Gandtyal. dans une puce microfluidique en
polyéthyléne terephtalate (PET). Pour cela, laasearfdu PET est fonctionnalisée avec des
nanoparticules d’or (NPs-Au) et de la Poly(L-ly9ifeLL). La protéine est adsorbée sur une
interface fonctionalisée PET/NPs-Au/PLL. La détactde laB-latoglobuline est réalisée par
admittance en mode non contact avec une limiteétiectdon de 4,5.18 M [36]. Faureet al.

ont aussi utilisé une géomeétrie de microélectratteson-contact dans une puce en PET pour
suivre la cinétique enzymatique d’hydrolyse de nesterphosphate catalysée par I'alcaline
phosphatase (ALP). Il a été montré que la stratéiifisant le non contact tout aussi sensible
et sélective qu’une géométrie de microélectrodesoaact. En effet, une limite de détection
de 10x10° M en ALP a été trouvée [37].

1.2.6. Détection par spectrométrie de masse.

Beaucoup d’analyses de protéines en microsysteiisent une détection couplée a un
spectrometre de masse.

Kim et al. ont microfabriqué un systéme ionisation electraggESI ) a 16 canaux
dans une puce microfluidique en PDMS. Cette puemlée a un spectrometre de masse a
permis la détection de peptide (angiotensin ll¢Nec une limite de détection deuly [38].
Gobryet al ont également réalisé le couplage d’une puceathicdique en polymére avec un
spectrométre de masse a ionisation électrosprayabespray est directement produit a la
sortie de la puce microfluidique positionnée atféa du capillaire du spectrometre de masse.
Dans ces conditions, aucun signal du polymere mwhkservé et une limite de détection pour
I'angiotensin Il de 40 fmollL est obtenue [39]. Lioet al ont créé une procédure de désalage

des échantillons pour le couplage d’'une puce migdifue avec le spectrometre de masse.
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Les protéines sont adsorbées sur une membrane lg(vipgidene difluoride) (PVDF).
Lorsque le spray est appliqué, les protéines dolies et préconcentrées. Ce systéme a été
appligué sur des drogues, des peptides et desnaetdilués dans un tampon phosphate [40],
[41].

Plusieurs études ont permits la détection de peptEhr spectroscopie de masse avec
une ionisation électrospray apres digestion deépres dans la puce microfluidique et leur
séparation par électrophorése capillaire [42],[43¢entification de la protéine peut se faire
en une minute [42]. D’autres études réalisent ligs®ade protéines avec un systeme MS/MS
avec une ionisation électrospray [44],[45],[46]g&ys et al. montrent que la limite de
détection est alors de 5 fmalL™ [45]. Fritzcheet al. ont couplé une puce microfluidique avec
un spectrometre de masse a temps de vol avec nisation électrospray. Ce systeme permet
la séparation électrophorétique et I'établissendenspectre de masse en 1 seconde [4/&t Li
al. ont couplé une puce microfluique en verre avespattrométre de masse a temps de vol
quadripole avec une ionisation electrospray pouséparation et la détection de différents
peptides [48]. Des métabolites de drogues et deadriqueurs ont été caractérisés en utilisant
une puce microfluidique avec une nanochromatogeatiuide intégrée et couplée a un
spectrométre de masse [49]. Giragital ont développé le marquage électrochimique des
cystéines des protéines a l'aide d’'une puce migidiffue couplée avec un spectromeétre de
masse a ionisation electrospray. L’application @utension entraine I'oxydation de
I'hydroquinone en benzoquinone qui elle méme réagéc les groupements cystéines pour

former une hydroquinone-cysteine [50-52].

1.2.7. Détection électrochimique

La détection électrochimique la plus courammentisgg en microsysteme est la
détection ampérométrique. Pour une détection pgséesmétrie, le courant de transfert
d’électrons suite a la réaction faradique estsdtifpour détecter I'espece produite. Pour cela,
un potentiel d’oxydation ou de réduction de I'espétectroactive d’intérét est appliqué. Le
potentiel appliqué doit étre optimisé pour amélideesélectivité de la détection. Le signal
obtenu est proportionnel a la concentration. Cependette technique de détection, en
utilisation directe, n’est applicable que pour depeces électroactives, ou qui nécessitent un

marquage préalable pour les rendre électroactives.

1.2.7.1 Détection sans marquage préalable
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Xu et al. ont étudié la détection d’acides aminés non dactifs par ampérométrie
indirecte. lls ont montré que la différence de pt&t induit par le champ électrique de
séparation de I'électrophorése capillaire provoguehangement de potentiel de réduction de
I'oxygene dissout et permet de détecter des esprxeslectroactives. La différenciation des
especes électroactives et non électroactives pdaire en modifiant le potentiel de détection
[53]. La détection peut étre réalisée pour des eomations en acides aminés de ha 5,0
mM avec une limite de détection de M. Cependant cette technique n’a pas été appliguée
la détection de peptide ou de protéine.

La détection par ampérométrie dans un microsyst@rdeux électrodes en cuivre de 3
acides aminés a été faite par Schaewval[54]. Dans un environnement neutre ou basique,
les acides aminés forment des complexes chélabkest La production des ions Cu(ll) a la
surface des électrodes de cuivre entraine I'apparét'un courant. lls ont également montré
que les résultats obtenus sont similaires a cens da systeme capillaire conventionnelle
avec une détection ampérométrique [55][56].

Wanget al. ont étudié la détection d’acides aminés danspwoe microfluidique avec
une électrode composite de nanotubes de carbowme'quar ampérométrie. L'utilisation de
ces composites permet d’améliorer le signal comparsignal obtenu avec des électrodes de
cuivre ou de nanotubes de carbone seul. De plgséleetrodes sont moins sensibles a la
passivation. La détection de carbohydrate et démcidminés est effectuée a +0,50V vs

Ag/AgCI. Une limite de détection de 20M d’acide gluconique a été obtenue [57].

1.2.7.2 Détection avec marquage préalable

Wanget al. ont réalisé le marquage d’acides aminés et d’yotighes pour former un produit
électroactif qui peut par la suite étre détectgdde ampérométrie [58]. La méme équipe a
fabriqué une puce en verre permettant de réaksdétivation électrochimique, la séparation
électrophorétique ainsi que la détection ampéraqurde huit acides aminés avec une limite
de détection de I'ordre de 201 avec une bonne reproductibilité (écart type &&®2,7%)
[59]. Cependant ces deux expériences ont permggtieter des acides aminés ou des petits

peptides.

1.3. Contrble de la charge de surface dans un microcahna
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Pour optimiser la séparation en canal microfluidigun contréle précis de la charge de
surface du microcanal est nécessaire. De nos jBucentréle de la charge de surface se fait
généralement par voie chimique. La surface du castahlors traitée grace a des revétements
physisorbés ou chimisorbés. Pour cela des chaiolgs@riques ou brosses polymériques
sont introduits dans le canal pour interagir aveluieci. Cependant ces fonctionalisations
entrainent ou favorisent une adsorption non spefdes analytes sur la surface. Un simple
revétement de surface ne permet pas de contrOlethdage de surface et de limiter
I'adsorption des analytes [60—62]. Pour palier ogbjgme, Pleci®t al. ont montré que ce
contrble de charge de surface pouvait se faireeégait de facon active en utilisant une
interface polarisable [63].

[.3.3.1 Interfaces polarisables

Une interface polarisable est une interface poqud#de I'application d’'une tension
différente de la tension d’équilibre n’entraine pleschangement de composition chimique
des phases en contact, c'est-a-dire sans passagerdat faradique (Figure 1-4). L'interface
est polarisable et donc aucun courant ne serawabfesqu’au potentiel ou une réduction ou

une oxydation auront lieu. Cette zone est appeléétfe de polarisabilité.

[ (A)

A

v
v

E (V)
Fenétre de potentiel

Figure I-4 : Fenétre de polarisabilité d'une électode.

1.3.3.2 Contréle du flux électroosmotique (FEO)

Les interfaces polarisables intégrées dans le systeme sur la surface interne des
microcanaux permettent d’ajuster le flux électrosque (FEO) indépendamment des

conditions d’analyse et du traitement de surfaceddpositif. Ces interfaces polarisables
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électriquement vont permettre un contrdle fin delarge de surface et favoriser la séparation

hautement résolue de biomolécules ayant des mésbéiectrophorétiques trop proches.

1.3.3.2.1 Premieres expériences du contrdle du FEO grace @& unterface
polarisable.

L’efficacité du contrdle du FEO grace a une integfpolarisable a été démontrée par
Pleciset al les études réalisées dans la configuration dam @heastongfluidique (PWF)
[63]. C'est a cette époque qu’une collaborationcale LISE a commencée. En effet, le
carbone amorphe azoté (a-CNx) de part ses propristg lesquelles je reviendrai, c’est
révélé étre un candidat idéal. Dans cette étudex deatériaux comme interface polarisable
ont été testés : le carbure de silicium (SIC) authinium. Les interfaces polarisables sont

directement en contact avec la solution (Figurg I-5

|
AV | AV e

gate Polarisable interface configuration

l o(x) l

—_— % | Metal electrodes (FL, Au, Al atc. )

X

0 Semiconducting polansable electrodes (SIC or CHx)
Electrolyte (KCI)

Figure I-5 : Microcanal dans le cas d'une interfacgolarisable [63].

Dans cette configuration, le contrdle du potentiéta est réalisé en appliquant
directement une différence de potentiel entre lache conductrice et I'électrolyte en contact.
La couche conductrice étant une interface polalesdé potentiel faradique est négligeable
tant que la surtension reste dans la fenétre dmpel }|< yo. La surtension est contrdlée en
appliquant une différence de potenti&V 4o d’avec I'électrode externe, ce qui instaure un
potentiel homogéne le long de cette interface. dquede gradient de potentiel est appliqué le
long du canal, une surtension constante peut Bstaurée et donc un potentiel de surface

homogeéne le long de cette interface.
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La variation locale du potentiel zéta est donc ade@ment proportionnelle a la
surtensiony et la capacité de la couche de Stegre€l supérieure a la capacité de la couche

de diffusion électrique &, .

7 C Equation I-6
A = S =

o (V) C.+C W=y

Ao (V) = Avgate Equation I-7

Les expériences menées en utilisant une integac®C ont montré une dépendance
linéaire de la mobilité en fonction de la surtenseppliquée pour de faibles valeurs de
surtension. Dans le cas ou la valeur de la suderest proche d’'une borne de la fenétre de
potentiel, le contréle du FEO est limité et I'iftere se détériore. Dans les cas d’une force
ionique importante, les interfaces en Al et a-Contrent une plus forte détérioration que
les interfaces SiC. Il a été montré que le contddidlux électroosmotique augmente avec la
conductivité de I'électrolyte, la conductivité deserfaces et leur polarisabilité. Cette étude a
permis de vérifier que le a-CNx est le matériaplles prometteur pour le contréle du flux
électroosmotique. En effet, pour des concentraten&Cl de 10QuM, le contrdle du FEO
est meilleur lors de [l'utilisation des interfaces a-CNx par rapport aux deux autres
matériaux. Le contrdle du FEO augmentant avec larigabilité des matériaux, il est normal
gue le matériau le plus polarisable (le a-CNx) doles meilleurs résultats.

La longueur de contréley peut étre exprimée comme un ratio des résistaxe@suelles »
comprenant la résistance de transfert de chargalitare, R, la résistance électrique de

I'interface polarisablelR, et la résistance électrique du microcaRal,

R
R+R

Equation 1-8
Ly=

avec

N g1 51
I:\>[_|o R S0, A X0c
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| o est le courant relatif & la densité de couraétiingeg. et o, sont respectivement
les conductivités électriques du microcannal etl'uieerface polarisable. La section de
I'électrolyte dans le microcannal et celle de Biriace polarisable sont respectivemeneS
S.. Cette longueur de contréle augmente avec latagsie de transfert faradique et avec la
conductivité de I'électrolyte.
Cependant, les détériorations observées étaiertbtpllues aux conditions non
optimisées du a-CNx sur verre ainsi qu'une éleafyom non adaptée pour mesurer de fagon

précise le potentiel aux interfaces.

1.3.3.2.2 Ameélioration apporter au montage PWF

L’ANR Dispositifs Microfluidiques a interfaces POlisables pour des séparations
Electrophorétiques de haute résolution (DIMIPOLE)oarr but d’améliorer la modulation en
temps réel de la charge de surface du canal. @&iRe a trois partenaires : le laboratoire
photonique et nanostructures (LPN), le laboratales protéines et nanotechnologie en
sciences séparatives (LPNSS) et le laboratoirefates et systemes électrochimiques (LISE)

Pour déterminer la valeur de la mobilité électraglique de la surface, la différence
de potentiel entre les électrodes latérales e¢ @elfentrée du canal doit étre connue. Pour
ceci des électrodes de référence en platine agsoaiéles potentiostats suiveurs de tension
réalisés au LISE par Daniel Rose sont introduitéerdrée du microcanal. Ceci permet de
connaitre précisément le potentiel du liquide aqakaextrémité du microcanal central.

Un nouveau banc expérimental pour le PWF a étéamigoint LPN comprenant : des
nouvelles géométries de puces, des conditions m&tés pour le a-CNx, et des appareillages
pour une électronique adaptée developpés au LISHr Bes raisons de confidentialités
(demande de brevet en cours), je ne m’étendraispages nouveaux résultats obtenus au
LPN.

Le carbone amorphe azoté a-CNx étant le matéuauj'gi optimisé dans ma thése
pour deux applications différentes et complémeasaén puce microfluidique: le contrdle du
FEO, et la détection électochimique, un résumé exdmustif de ses propriétés et de ses

applications est présenté dans le chapitre suivant.
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I.4. Couches minces de carbone amorphe azoté (a-CNx)

1.4.3. Le carbone dopé a l'azote.

Le carbone possede 4 électrons de valence tanelibagote en possede 5. L'azote est

donc en position de donneur et constitue un dogmype n.

1.4.3.1 Liaison de 'azote dans le carbone azoté.

Dans les dépbts de carbone azoté, plusieurs coafigns de liaisons carbone-azote
sont possibles, il peut se former trois types disdins sp cing types de liaisons Spt une
liaison sp [64].

Dans la configuration trivalente sNI'azote forme trois liaisons et posséde un
doublet libre (Figure I-6a). Si 'azote engage dcélons dans des liaisosset posseéde un
électron libre, la configuration est de type’ NFigure 1-6b). La présence d'un azote va
favoriser les liaisons intercouches. La substitutitun carbone Spentraine la rupture de la
liaisonw et permet de former une liaiseravec la couche adjacente (Figure I-6 c).

L'azote peut également se substituer au carbone darbenzéne pour donner une
configuration ou I'azote est engagé dans une leisaleux liaisons et posséde un électron
libre (Figure 1-6 d). La Figure I-6e, montre guiieut également former une configuration
type pyridine, ou former un cycle a cing atomesetygyrrole (Figure 1-6 f). Dans cette
derniére configuration, I'azote utilise trois élerts dans des liaisons et posséde deux
électrons libres. L'azote peut également utiliserélectron dans une liaisan un électron
dans une liaisom et garder un doublet libre (Figure 1-6 g). Danglé&niere configuration
type sp (Figure 1-6 h), I'azote peut engager deux électrdans des liaisons un électron
dans une liaison et garder un électron libre.

L'azote peut également former des liaisons typersgngageant trois électrons dans

une triple liaison et garder un doublet libre.
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Figure 1-6 : Différents types de liaisons carbone zote [65]

1.4.3.2 Différents types de dépbts azotés

Quatre types de film de carbone azoté peuventréneontrés, deux sans hydrogéne et
deux avec de I'hydrogéne [64]. La Figure I-7, mer&s diagrammes ternaires des différents

types de couche en fonction du pourcentage det spf pourcentage d’azote dans le cas non

hydrogéné et dans le cas hydrogéne.

FCVA, PLD,
MSIBD X

L _
sp
B

Figure I-7 : Diagramme binaire. A) pour des coucheson hydrogénées. B) pour des couches hydrogénées

[64].
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Quatre types de films de carbone azoté peuvent ditenus (deux types de films non
hydrogénés et deux types de films hydrogénés) :

a-CN : le carbone amorphe azoté possede une gpaoplertion de sp2.

ta-CN : le carbone amorphe tétraédrique. Ce filmobsenu pour des pourcentages d’azote
dans le film inférieurs & 12%, les liaisons spnt présentent & hauteur de 80 & 90%.

a-CHN: le carbone amorphe azoté hydrogéné. Ces Blont généralement réalisés par dépot
chimique en phase vapeur assisté par plasma.

ta-CHN : le carbone amorphe azoté hydrogéné taicped

1.4.4. Différentes méthodes de synthese des couches deboae
azoté amorphe

Il existe différentes méthodes pour synthétisectesches de carbone amorphes. Cette
grande variété de procédés possibles entraine duwigiés différentes pour chaque
conditions et techniques de dépots. Alikeral ont comparé les propriétés des films de CNx
selon la technique de dépét [65]. D’autre part,dasametres de déposition (température du
substrat, pression des gaz...) ont également ungeimde sur les propriétés des films. Les
techniques de dépot peuvent étre classées en dmibkes : les dépdbts chimigues en phase
vapeur (CVD) et les dépbts physiques en phase véP#D).

1.4.4.1 Dépobts CVD

Les films de CNx sont déposés par voie chimiquastess par PECVD (plasma
enhenced chemical vapor deposition). Ces dépots eftectués a l'aide d’'un générateur
radiofréquence. Les films de a-CNx peuvent étrés&mavec du méthane ¢t de I'azote
N, comme gaz précurseurs [66]. lIs peuvent égalegteatobtenus avec une cible graphique
et un gaz précurseur,N67]. Les dépbts peuvent étre effectués a temperaimbiante ou en

chauffant.

1.4.4.2 Dépodts PVD

Cette famille de dépdts englobe plusieurs techsigigefabrication :
- la photoablation laser pulsée (PLD). Zheaztgal. ont déposé sur de l'acier par cette
technique a partir d'une cible de graphite avetasar KrF sous flux d’azote [68],
- les techniques par faisceaux d’ions (IBAD). Les atmas de a-CNx peuvent étre

réalisées avec des faisceaux alternatifs de carbetned’azote [69], ou un
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bombardement de la cible de graphite avec paruxdfiazote d’'une énergie de 3 keV
[70]. Elles peuvent étre également faites par énajmm de la cible de carbone par un
faisceau d’ions accompagné d’un bombardement dststlpar un flux d’azote [71]
[72],

- les techniques de pulvérisation cathodique. Lawsfide a-CNx sont réalisés par
pulvérisation cathodique en courant continu ou adiofréquence a 13,56 MHz.
[73][74][75].

Nos dépbts seront effectués par pulvérisation cliqioe magnétron en courant continu.

Cette technique sera explicitée au chapitre 11.2.

1.4.5. Propriétés générales des couches de carbone dod@&aaote

1.4.5.1 Propriété meécanique

Selon les conditions et techniques de dép6ét, lexhas de a-CNx possedent une
valeur de dureté allant de 7 a 36 GPa [66] [76][671.

L'origine du stress sur la surface de I'échantillsar lequel les films de a-CNx
déposés par pulvérisation magnétique radio frequ@RE) est étudiée par Durand-Droubin
al. [76]. lls ont montré que le stress intrinsequeultésde la compétition entre un stress
extensible d( a la technique de dépét et a unsstaapressible di a I'inclusion d’azote et de
vapeur d’eau dans le film.

Kim et al.[66] ont également montré que la dureté des déf@esCNx diminue avec
le pourcentage d’azote. Cette diminution est exyglegpar 'augmentation de I'incorporation
d’atomes dans le film qui entraine la graphitisatiba dureté est liee au nombre de liaison
sp’. Plus ces liaisons sont importantes plus la dusté@rande. Les études de Gilvaetyal.
ont également montré une dépendance de la duretdepourcentage d’azote [77].

1.4.5.2 Propriété tribologique

Des valeurs de coefficient de friction des films al€Nx sont référencées dans le

Tableau I-1.

Auteur Méthode de dépbts substrat  Valeur de caeffig
de friction

Kato [789] par faisceaux d’ions Si 0,001 dans N
0,2 dans l'air
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0,4 dans @
Wei [79] par faisceaux d’'ions Acier | 0,25 dans l'air
316L
Yasui [80] Photo ablation laser Acier | 0,072 dans l'air
AlSI304
Zhou [712] par faisceaux d’ions 3Bk 0,04 dans l'eau
Wang [81] RF PECVD Si(100)| 0,17 -0,19 dans I'air
0,33-0,42 dans N

Tableau I-1: Valeurs des coefficients de frictionedon la techniques de dépéts et le substrat.

Tous ces dépdts de a-CNx présentent des valeussdds coefficients de friction.
D'autre part, le coefficient de friction varie dalessméme sens que le ratic’sp’ [79]. Ce
coefficient diminue avec la puissance du génératadiofréequence et la température du
substrat et également lorsque I'on augmente lasfpnredors du dép6t [68]. Cependant, les
études de Wanet al. ont montré une faible dépendance entre les vatBufgction et le ratio
No/Ar [81].

1.4.5.3 Propriété optique

Le gap optique des films de a-CNXx est attribuétaalasition entre les états faiblement
localisés des états n* qui proviennent des configurations sp? [65]. Maseurs de Eg varient
de 0,5 & 2,1eV selon les études [65] [67] [82].

Cameron etal. ont montré que les films hydrogénés possédentapnogtique plus
important. En effet, une augmentation du gap optide 0,1 a 1eV lorsque le pourcentage
d’hydrogéne augmente de 0 a 17% dans le film deocar azoté a été observée. De plus,
I'incorporation d’azote dans ces films de 0 a 14%ntraine pas une modification de ce gap
optique. Les dépots réalisés sans hydrogene padsgue valeur du gap optique proche de 0.
Cette étude suppose que l'azote joue un réle meiddns la valeur du gap optique [82].

Les films déposés par PECVD sur Si montrent qugale optique augmente lorsque
I'on augmente la pression partielle en[N7].

Cependant, pour les films de a-CNx déposés swes(Bi(100)) par pulvérisation
magnétique magnétron en courant continu (DC), lawale Eg diminue lorsqu’on augmente
le pourcentage de Nen moles) jusqu’ a 3% puis reste constante. Cattiéution est liee a

I'augmentation de la taille des clusters’ [§5].
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1.4.5.4 Propriété électrochimique

Le a-CNx présente de bons avantages pour son atitliis comme matériau
d’électrodes. En effet, il possede une large fendér potentiel supérieure & 3 V [73]. Le LISE
a étudié la réactivité électrochimique des films@Nx sur Si dopé n et p en présence de
ferricyanure/ ferrocyanure de potassium [83]. Cettade a montré que la réactivité
électrochimiqgue dépend du pourcentage d'azote dandilm. En effet, la réactivité
électrochimique diminue lorsque le pourcentage at@azaugmente dans les films. La
réactivité électrochimique peut étre augmentéeéahisant un prétraitement électrochimique
dans HSQO, La différence de potentiel est égale alors a 72 movr une constantey kde
1,1.10° cm.s* aprés traitement alors que cette différence vaQtrBV avant traitement. Des
études par spectroscopie d'impédance électrochenant également été effectuées et ont
permis de déterminer un circuit équivalent pountéiface a-CNx/ Electrolyte [84].

Cette réactivité électrochimique dépend de la caitipo chimique en surface et
notamment du nombre de liaisons CN.d$pn effet, les travaux menés par Cachetleont
montré que les liaisons $pgissent comme des sites isolants. L’augmentaloia réactivité
électrochimique aprés activation électrochimiquedeg a la modification de la composition
surfacique atomique des films de carbone. En effeant traitement les analyses XPS ont
montré un pourcentage en carbone et en azote jpecteement 87% et 13%, ce pourcentage
devient 91% en carbone et 9% en azote apres tetei5].

L’étude par spectroscopie d'impédance électrochumigur des films de a-CNXx
déposés par pulvérisation cathodigue RF a monte dépendance de la résistance de
transfert de charge en fonction du protocole ddrgitément des électrodes. En effet, la
valeur de la résistance de transfert de chargenegimale au potentiel de circuit ouvert
lorsqu’on modifie le potentiel pour lequel sont lig&s les spectres dimpédances
électrochimiques des valeurs positives vers lesntigls négatifs. La résistance de transfert
de charge est cependant tres peu modifiée lorsgpetentiel varie des potentiels négatifs
vers les potentiels positifs. Cette étude tend atrao qu’un prétraitement cathodique en
milieu H,SO, augmente la réactivité électrochimique comme destas pour les électrodes
diamant dopées bore [86].

Adamapouloset al. ont montré une réponse différente de I'électraddon les
substrats, silicium, titane, acier. La réactivit@c&ochimique et l'adhérence des dépoéts
dépendent du substrat utilisé [83].
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|.4.5.5 Résistance a la corrosion

Le comportement des films de a-CNx déposé sur 108)( par pulvérisation
magnétron en courant continu vis-a-vis de la corrosst étudié dans une solution de NaCl
0,6M. Les caractéristiques d’anti-corrosion dépendie la structure des films et notamment
de leur proportion en liaisons*pne augmentation du rapport sp?/sptraine une corrosion
galvanique plus importante [87].Cette tendanceeasaccord avec celle observée par &hi
al. [88].

1.4.5.6 Propriéte électrique

Derradji et al. ont étudié les variations de la résistivité aw@durcentage d’azote.
Les faibles valeurs de résistivité sont dues attefproportion de C sp2. Cette étude montre
une diminution de la résistivité jusqu’'a 12% entazpuis une augmentation de celle-ci.
D’autre part, une diminution de la résistivité esiservée avec l'augmentation de la
température. Les films présentent un comportementi-sonducteur et la dépendance en
température induit deux types de conduction. P@agsr températures inférieures a 200K, le
mécanisme de conduction est en accord avec le ma@eMott. Aux fortes températures, la
conduction est due aux charges excitées dansdssd&iocalisés [74].

Alibart et al. ont étudié des films de a-CNx sur Si(100) dépgsaspulvérisation
cathodique radiofréequence (RF) et en courant con{ibC). Les films déposés par
pulvérisation cathodique DC et RF présentent urggmamtation de la conductivité avec le
pourcentage molaire enyNusqu’'a 2% en moles de;NPour les valeurs les importantes de
pourcentage molaire, une stagnation de la condté&test observée en pulvérisation DC
tandis qu’une diminution de conductivité est obten RF [65].

Les dépbts réalisés par pulvérisation cathodiqgu@d&Pemichaligt al. montrent une
diminution de la conduction de @& 10" Q*.cm® lorsqu’on augmente la pression partielle
de Node 0,6 a 3,3 Pa pour des films de a-CNx déposésilmium cristallin par PECVD [67].

Du fait de leurs caracteéristiques électriques, flsss de a-CNx sont considérés
comme des matériaux semi-conducteurs [89]. Les ragsde Mott-Schottky dans une
solution électrolytique montre que le CNx est umiseonducteur de type n. De plus, cette
étude a montré que les meilleures propriétés dtes fle CNx sont obtenues pour des films

déposés a haute puissance et pour un pourceni@gmealeleve dans le gaz.
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1.4.5.7 Biocompatibilité des films.

Carrero-Sancheat al. ont comparé la toxicité des tubes de carbone®tubes de a-
CNx [90]. Cette étude a montré que les nanotulle<CNx sont mieux tolérés que les
nanotubes purement carbone.

La biocompatibilité des films de a-CHN sur Si(1@0gté étudiée par Yargj al.[91].
Aucune toxicité des films n'a été observée. De plue meilleures propriétés
antithrombotiques ont été obtenues pour les fillmsa-CHN comparés aux films de a-CH.
L’incorporation d’azote dans des films de carbomgnaente donc la biocompatibilité de
ceux-ci. De méme Zhaet al.ont montré que la biocompatibilité de nanotubesatbone été
modifiée en fonction du pourcentage d’azote. Lepdtl avec un ratio sp2C-NAPN
important stimulent la prolifération des cellulesagigmentent de temps de recalcification
[92].

Wanget al.ont déposé des films de a-CNx sur des alliages dulicaux de NiTi. Ces
dépobts sont comparés a des dépbts de Ti/TiN. lras fle CNx présentent la biocompatibilté
sanguine la plus importante et les meilleures pétgs antithrombotiques. Ceci rend les films
de CNx tres prometteurs pour des applications naéid93].

L’adsorption de I'aloumine humaine (HSA) sur CNxpdéé sur Si a été étudiée par
Berlind et al. Cette étude montre une plus grande adsorptiornpd#géines pour des films
azotés amorphes que pour des films nanostructésgs |

|.4.6. Application des couches de carbone amorphe azote

Les différentes propriétés du a-CNx permettentigdisation dans différents domaines.

1.4.6.1 Application dans le domaine médicale.

L’augmentation de la résistance a la corrosionaetliminution du coefficient de
friction des dépots de CNx sur acier 316L par rajpad’acier seul permettent une utilisation
comme revétement protecteur pour des applicatiormstbodontie [79].

Les films de a-CNx peuvent également étre utilisésime détecteur pour des ions
lourds lors de la thérapie cancéreuse [94].

1.4.6.2 Greffage sur CNXx
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Les nanotubes de carbone peuvent étre fonctioésatigec du polystyrene greffé de
fagcon covalente [95]. De I'héparine a été greffée des films de CNx déposé sur du
polyterrafluoroethylene par faisceaux d’ions (IBAP)]. Les études XPS ont montré un
greffage covalent de I'héparine. Ce greffage perd@tigmenter ’hnémocompatibilité et de

diminuer la prolifération cellulaire.

1.4.6.3 Application pour la détection.

Des films de a-CNx sur Ti déposés par pulvérisatiathodique magnétron en radio
fréquence ont été utilisés pour la détection d’irgalliques (Cadnium et cuivre) en solution.
De meilleures propriétés analytiques (sensibilitinéarité) ont été obtenues avec les couches
de a-CNx par rapport a I'électrode de diamant dopbore [96].

Des dépobts de a-CNx sur de I'acier 316L ont égaterat utilisés pour la détection
simultanée de la dopamine et de l'acide ascorbifa®s ce cas, un prétraitement anodique
est nécessaire pour une bonne séparation des'@xgsldtion [97].

D’autre part, des nanotubes de a-CNx peuvent étriges pour immobiliser 'enzyme
de glucose oxydase (Gox). Cette étude réaliséelipat al montre que les nanotubes de
carbone peuvent faciliter le transfert direct dextéons entre le centre biocatalytique de
I'enzyme et I'électrode [98].

Des nanotubes de a-CNx ont également été utilieés la détection d’'isomeres du
dihydrohybenzéne (hydroquinone, catéchol, resobnigar voltammeétrie cyclique avec une
bonne reproductibilité [99] . Comparativement awneotubes sans azote, les nanotubes de
carbone dopé a l'azote entrainent un décalagele®nsotentiels négatifs du pic d’oxydation
de I'hydroquinone ainsi qu’'une augmentation d'irsiéd des pics. Dans cette étude, une
dépendance de la cinétigue de transfert d’électresis observée en fonction de la

stoechiométrique des nanotubes de CNXx.

[.4.6.4 Autres applications

Les propriétés des films de CNx permettent ledrsation dans différents domaines.
Les propriétés optiques et mécaniques ainsi guerésistance au décapage ionigue peuvent
permettre d'utiliser les films de a-CNx comme unuveau matériau pour les masques
photolithographiques [66]. Le CNx a également étdisé pour la fabrication de
microdétecteur pour I'humidité [100], ou pour deumelles jonctions p-n. [101Les films de

CNx peuvent étre une alternative aux fullerénes des cellules photovoltaiques [89] .
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.5. Conclusions

La polyneuropathie amyloide familiale est une mi@aneurodégénérative grave qui
entraine un décés dans les dix années qui suigediagnostic. Celui-ci est réalisé de nos
jours grace a plusieurs techniques: les biopsies, tests immunohistochimiques, le
séquencage du géne de la TTR et les analyses gpetr@pétrie de masse. L’'apport d’'une
puce microfluidique permettrait d’avoir un diagnostiable, rapide et peu colteux de la
maladie. La plupart des analyses en puce micrafjuade peptides ou d’acides aminés sont
réalisées avec un détecteur optique ou électroghieniDans la plupart des cas, un marquage
préalable de ces molécules est nécessaire poudédection. Cependant pour une meilleure
séparation des molécules en amont, un contrélespdécflux électroosmotique et donc de la
charge de surface dans le microcanal doit étréséEalCette modulation peut étre réalisée de
facon active en utilisant une interface polarisables études préliminaires ont montré que les
meilleurs résultats ont été obtenus pour des sxted polarisables de a-CNx [62]. Ces films
grace a leurs propriétés avantageuses, c'est-gadi@ne tenue mécanique, la résistance aux
forces de frottement et a la corrosion ainsi que propriétés électrochimiques, optiques et
électriques, sont de bons candidats pour divengekcations et notamment des applications
en biodétection. Les films de a-CNx peuvent dome @t la fois utilisés comme interface
polarisable pour la séparation électrophorétigmesiierocanaux et comme électrode dans les
puces de détection. Il est donc possible, en ogéintiles conditions de synthése des couches
de a-CNx, de modifier les propriétés des films (rartivité, réactivité électrochimique...)

selon I'application souhaitée.
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II.1. Principe d’analyse électrochimique

11.1.3. Voltammeétrie cyclique

Pour cette technique, une variation de potentiél &t imposée entre I'électrode de
travail et I'électrode de référence. L'évolution déntensité qui traverse linterface
électrolyte/électrode est alors étudiée. Par camwgnun courant positif, donc anodique
correspondra a une réaction d’oxydation, tandisimuourant négatif (courant cathodique)
correspondra a une réduction. La courbe obtenueapptlée voltammogramme et renseigne
sur le processus électrochimique se déroulanintetfiace. Le potentiel de I'électrode varie
avec une vitesse v{=dE|/dt. La voltammeétrie cyclique est une voltammétiidalayage
linaire de potentiel ou apres un tempdet sens du balayage est inversé (Figure II-1). La
variation du potentiel appliqué a I'électrode dmvéil est en forme de triangle. Le potentiel
E(t) varie entre le potentiel initial {Eet final (E) en fonction de la vitesse de balayage selon :

E(t) =Bz vt Equation 1I-1

Ei

1% cycle 2°™ cycle

temps

Figure 1I-1 : Variation du potentiel en voltammétrie cyclique.

Pour une réaction réversible l'intensité de pjeen fonction de la vitesse de balayage est
donnée par I'’équation suivante [1]:

Equation 1I-2

FEV 05

|, =0.4463N F [C°[S(D™
RIT

Avecn le nombre d’électrons échangés

F : la constante de Faraday 96485C ol

D : le coefficient de diffusion de I'espéce électidae en m2.8
R: la constante des gaz parfaits R=8,3144ntol"

52



Chapitre II- Techniques expérimentales

T : la température en K
S: la surface de I'électrode.

Le potentiel de pic, est déterminé par :

Equation 11-3
Ep ﬂlﬂ
et
Equation 11-4
Ep/z - E = 220E
F
d'ou

RT Equation 11-5
— 0
Ep/2 =E"+ 109?

Dans le cas d'un systéme réversible, les poterdiglgic anodique et cathodique sont
séparés de 2,22RT/nF. Ce critere permet de détermaiméversibilité ou non du systéme.

Dans le cas d’'un systéme irréversible d0 a un feange charge lent, la réaction
inverse peut étre négligée. Les concentrationsedpgces sont données par I'équation de
Butler-Volmer [1][2].

De méme que pour une réaction réversible, le courarpic,l, dépend de la racine

carrée de la vitesse de balayage :

= Wj Equation 11-6

|, =0.496N [F [C° [&r*? [B[D*? [ﬁ
RLT

a étant le coefficient de transfert .
Dans ce cas, les potentiels de pic dépendent vkddar de la vitesse de balayage. Le

potentiel de pic cathodique se déplace vers lemnfiets négatifs.

Equation 1I-7
e —e-078RT+ RTjnge RT) )
! aF aF akFv

Dans cette équatid est la constante de vitesse standard du trardéstronique.
Le potentiel anodique lui se déplace en sens @pgbsbéit a I'équation suivante.
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12 Equation 11-8
)
—-a - a) FVJ

E,, DE°+ 0780 - R _jngd RT
’ oF @-a)F la

Ceci est rigoureusement vrai si on débute avecsahgion contenant uniquement
I'espéce Ry en solution et si on balaye les potentiels damréction anodique.

Le tracé de la variation du potentiel de pic emcfmn du logarithme de la vitesse de
balayage permet de déterminer le coefficient desteat de charge en prenant la pente de
cette droite dans la zone totalement irréversiblee autre technique pour déterminer ce
coefficient est d'utiliser la formule 11-9 reliant a la différence de pic.

Equation 11-9

RT 7
a= 185

FLEp —E,

La variation du potentiel de pic en fonction dudathme de la concentration ainsi que
la variation du potentiel de pic en fonction du dothme de la vitesse de balayage
renseignent sur le type de mécanismes de réadtplisjuées.

Le mécanisme EC est un mécanisme ou la premigue é#& un transfert d’électron du
premier ordre (ou pseudo-premier ordre) associééaion chimique.

Dans le cas d'un mécanisme type EC, l'intensitépiduen fonction de la vitesse de

balayage s’exprime a 'aide de I'équation 1I-10.[1]

Ey 1/2 Equation 11-10
|, = 0.496[F [C° [S[D*? [ﬁ—)
RLT
De plus, les potentiels de pic dépendent égaledl# vitesse de balayage suivant :
Equation 11-11
E, =E°- 078cT + RT o[ RTK,
F 2F \F v

Aveck, étant la constante de la réaction chimique.
La difféerence entr&, et E, est une constante et égale a :
T Equation 11-11
E,.—E, = 18575&
F
Dans le cas d’'un mécanisme EC, la variatiorEglavec le logarithme népérien de la vitesse

de balayage est égale a 29,6 mV tandisEyuee varie pas avec la concentration.
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I1.1.4. Voltammeétrie a impulsion différentielle

La Voltammetrie impulsionnelle différentielle (DP¥st une méthode trés utile pour
I'électrochimique analytique. En effet, la sépamatdes pics pour deux especes redox avec
des potentiels proches est meilleure avec la DP¥ aplle obtenue avec la voltammétrie
cycliqgue. De plus, ces mesures différentielles pttent de discriminer et d’augmenter la
réponse en courant faradique par rapport au cowagueicitif. En effet, grace aux faibles
amplitudes de sauts utilisées, I'influence du coucapacitif est négligeable pafit>5ms. La
sensibilité de mesure du courant faradique est dagmentée, et donc, de ce fait les limites
de détection sont abaissées. Cette méthode peraveirdune bonne limite de détection (en
dessous du micromolaire), et est une excellentdodét électroanalytique, car elle présente
un bon rapport signal sur bruit [3], [4].

Dans notre cas, cette technique permettra d’avarhonne sensibilité de mesure pour
'analyse de faible quantité d'analytes avec detemieels électrochimiques relativement
proches.

Cette méthode consiste a faire une successionutie da potentiel de valeur constante
surimposée a un balayage linéaire en fonction mipse A chaque nouveau saut, les potentiels
E; et & varient en gardant la différence de potenfi&l constante (Figure 1l-2 a et b). La
différence des couranfs=I(t,)-I(t1) est échantillonnée entre le temps ou I'impulsidreu,t,

et a la fin de celui-cit(Figure 1I-2c).
a

A A A
E E |

E, I(t,) I(t2)

Es

tl tz |

»
|

»
»

v

t t t

Figure 1I-2 : a) Variation du potentiel en fonction du temps. b) Saut de potentiel entre les tempget t; c)
Mesure des courants en fonction du temps en DPV.

En DPV, la courbe représentant la difféerence desardsAl en fonction du potentiel

est une gaussienne (Figure 1I-3). Un des paramigqgsrtant est la largeur a mi-hauteyy,L
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Figure 11-3 : Voltammogramme en DPV en forme de gassienne avec L, la largeur a mi-hauteur.

Cette méthode permet de déterminer plusieurs parasne

- la concentration de I'espece étudiée a I'aide awart de pid\l et a la formule 11-9,

- le potentiel standard de I'espece étudiée gragmtantiel de pic,

- laréversibilité ou I'irréversibilité de la réaatigrace a la largeur a mi-hauteuy,.L

Dans le cas d’un systéme réversible, la relatidreda potentiel de pic et la pulsatiAi est

la suivante [5] :

E,=E, —A—ZE
L’intensité du pic est donnée par :
| —_NhFsSD”c, 1-o
P ()2 1+o

o= exp(ﬁ G&E)
RT 2

Deux cas sont alors possibles :

avec .

Equation 11-12
Equation 11-13
Equation 11-14
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l1-o0
- SiAE| est grande, alors>>1donc 7, est égal a +1 selon s'il s'agit d’'une

oxydation ou d’'une réduction. Dans ce cas l'intende pic est égale a la valeur

1o = _NFSD’c,
d’intensité donnée par la voltammeétrie impulsiofenabrmale P= (Mt)llz
- Si JAE| est faible, l'intensité de pic s’écrit :
n2E2SDY2c Equation 11-15

ART(mt)"?

Cette équation est valable dans le cas\&li ¢st inférieure a 2RT/nF, mais semble
applicable pour des valeurs plus élevées.

La largeur & mi-hauteur, ), est donnée par I'expression suivante :
_ 352RT Equation II-16
I—1/2 - nF

Cette valeur est égale a 90,4/n mV a 25°C. Dessgiparés de 50/n mV peuvent donc
étre résolus [5].

Molina et al. ont montré a l'aide de simulations sur les répsrese DPV que lorsque
de la constante de vitesse de transfert de chatgeolgenek, diminue, I'intensité des pics
diminue également tandis que la largeur de ce@ugmente. De plus, il y a un décalage des
pics vers des potentiels négatifs. Pour des vatirksfaibles, la valeur des intensités de pics

reste constante, mais les potentiels de pics sdaféd6] (Figure 11-4).

-0,20-

-0, 10-

Al/ 14t

-0.054

0.00
0.8

E,p-E" / V

Figure 1I-4 : Simulation de I'influence de la consante kq sur les courbes de DPV, pour une électrode de
rayon 30um, a = 0,5,AE = 20 mV, t, = 1s, t/t, =100, D = 1 cm?.s™ réalisée par Molinaet al.[6].
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11.1.5. Spectroscopie d'impédance

La technique d'impédance électrochimique reposel'analyse en fréquence de la
réponse d’'un systéme a une perturbation sinusottalfaible amplitude du courant ou du
potentiel [7].

[1.1.5.1Principe

En général, les systemes électrochimiques sontsgetemes non linéaires et non
stationnaires. Pour pallier a cette difficulté omitdse situer dans des conditions
expérimentales et instrumentales qui permettenéster dans un domaine de linéarité pour le
systeme électrochimique étudié. Pour cela, dessigde faibles amplitudes autour du point
de polarisation doivent étre utilisés.

Le principe de 'impédance est basé sur la supérpogi’un potentiel sinusoidalE
de faible amplitude a un potentiel constant de nEation Eo. La réponse en courant du
systeme est alors analysée. Inversement une itdesisusoidal@l peut étre superposée a un

courantly et la réponse en potentiel mesurée (Figure II-5).

A

Figure 1I-5 : Principe de I'analyse d’'un systéme no linéaire.
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Deux types de régulation peuvent exister : galviatiogie ou potentiostatique. Le
choix de cette régulation dépend du systéme élditroque et de sa courbe
courant/potentiel.

Généralement, une régulation en potentiel essaélsuivant 'équation suivante :

E(t) = E0 + |AE| sinat Equation 11-17

avec w : pulsation en rad’seto =2n f (f , étant la fréquence en Hz).
L’amplitude de la perturbation doit étre faiblerafle travailler dans des conditions de

linéarité. Dans ce cas la réponse en intensité: sera

() =1,+ |A| |Sin(cut =) Equation 11-18

avec®d, étant le déphasage entre la tension et I'intémiitcourant.

[1.1.5.2Circuit équivalent d'un systéme électrochimique

L’'impédance notéeZ, d’'un systeme électrochimique donnée est le rappor
AV (o) Equation 1I-19
Al (W)

Z(w)

La différence de potentiel entre I'électrode dedibet I'électrode de référence s’écrit

V=E+Rl. Les relations suivantes peuvent étre ainsi foéemt

AV (w) = AE(w) + RAI (w) Equation 11-20

AV (w) _ AE(w) N
Al(w) Al(w)

En premiere approximation, on peut considérer gueolrant total est la somme du

R

courant faradique et du courant de charge de laldmouche. D’ou la relation suivante :

Al (w) = Al - (@) + Al - (w) Equation [1-21
avec :
Equation 11-22
Al (w) _ Al - (w) N Al - (w) _ dea)+i
AE(w) AE(w) AE(w) Z,
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et comme expression globale devY(

1 Equation 11-23

Z(@)=R,+

iC, o+ ——
T Z; ()

L’expression analytique précédente peut étre nosis fa forme du circuit équivalent

électrique suivant (Figure II-6) :

AIC(O\)) Cd
I I Al(®)
Re —O
Electrode de

Zf(@) référence

Al (o)
) AE(®)
AV (o)

Figure 1I-6 : Circuit électrique équivalent d'un systeme électrochimique en présence d'une réaction
faradique.

[1.1.5.3Exemple dans le cas d’'un couple redox diffusant Ilement en
solution.

Dans ce cas, deux processus peuvent étre considéngansfert de charge hétérogene
a l'interface électrode/solution et le transporinaiiere de la solution vers I'électrode ou vice
et versa. Le transfert de charge hétérogene eattéase par la résistance de transfert de
charge R et par la capacité de double coudbg,La diffusion infinie est caractérisée par une
impédance de diffusion dite de Warburg, W. Cellest placée en série de la résistance de
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transfert de charge hétérogéne. Le schéma éleetdquivalent de ce systeme est présenté
dans la Figure 1I-7.

Re

Figure 1I-7 : Schéma électrique équivalent d’'un sy®me électrochimique dans le cas d'une diffusion
infinie.

L'impédance de Warbur@yy est égal a [8]:

Z, :ii(l— ]) Equation 11-24
Jo
avec :
Equation 11-25
RT 1

5 (nF)?sy2 | C,D*2

Deux types de représentation existent pour I'impédaélectrochimiqué : celle de
Bode et celle de Nyquist.

Le diagramme de Nyquist représente la partie inaginde I'impédancem(Z), en
fonction de la partie réeRe(Z). Chaque point correspond a une fréquence donméigdal
d’entrée. Dans notre cas, le transfert de charggrdgene est représenté par une boucle en
forme de demi-cercle de ray®ty et la diffusion par une droite de pente 45°. eendcercle
et la droite sont décalés de I'origine. Le poitiiaaute fréquence sur I'axe des réels est dans le
cas présent, la résistance de I'électrolige,Ce type de représentation permet de déterminer
la valeur de la capacité de double cou€hegrace a la fréquence caractéristifusituée au
maximum du demi-cercle. Le diagramme de Bode ctsigracer le logarithme du module
deZz, |Z|, et de la phas@, en fonction du logarithme de la frequence. Ledrdu module de
Z permet de détermind®. et R.. Cependant les diagrammes de Bode ne permetenine

détermination rapide de la fréquence caractéristiga Figure 11-8 et la Figure [I-9 montrent
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la représentation de Nyquist et de Bode pour unerfate électrode/solution suivant le
schéma équivalent de la Figure ll-8chéma électrique équivalent d’'un systéme électraienique
dans le cas d'une diffusion infinie.

Cette simulation est illustrée avec le logiciem8d developpé au laboratoire. Les
paramétres entrés dans le logiciel sdRt= 10Q ; R= 100Q ; C4= 1x10°F ; etS;=1 pour le

paramétre de I'impédance de Warburg.

-ImZ(Q)

{|Rt/2

® :20 40 60 80 100:120 140 160 180
Pl ReZ(Q) :
R R Diffusion

e t

Figure 11-8 : Diagramme de Nyquist de l'interface slution/électrode avec R= 10Q, R;= 100Q ,
Cq= 1x10°F simulé avec le logiciel Simad.

En utilisant les valeurs précédentes, une fréquearactéristique est trouvée égale a
159 Hz.
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Figure 11-9 : Diagramme de Bode. Représentation di&a phase en fonction de la fréquence ainsi que du

module deZ en fonction de la fréquence aveR.= 10Q, R, = 100Q Cy= 1x10°F simulé avec le logiciel
Simad.

11.1.6. Appareillage

Les mesures électrochimiques sont réalisées syotentistat de modele Biologic SP
300 équipé d’'un module pour petit courant. Le lmgid’acquisition EC-lab est fourni avec
I'instrumentation.

L’électrode de référence choisie (sauf mention reirg) est une électrode au calomel
saturé (ECS). Dans le cas de l'utilisation de cétaxtrode de référence, le potentiel de
I'électrode de travail sera exprimé en V/ECS. Lato® électrode est une grille de platine de

grande dimension. Les diagrammes d’'impédance senmuoiiés avec le logiciel Simad concgu
au laboratoire LISE.

11.2. Préparation des films de carbone amorphe azoté sur
verre/ITO

11.2.3. La pulvérisation cathodique diode magnétron en cowant
continu

Cette méthode de dép6bt est basée sur la collisitsa Bn ion d’'un plasma et un atome
du matériau de la cible (cathode). [9]

Un champ électrique est appliqué entre deux éldeso I'anode et la cathode
(ensemble supportant la cible) polarisée négatimen@eci induit l'ionisation du gaz et la

création d'une décharge électroluminescente (plasnh&tablissement d'un courant
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électrique entre ces deux électrodes entraine placEment des électrons vers I'anode et des
ions positifs vers la cathode. Il en résulte unb/gnisation du matériau de la cible qui se

condense ensuite sur le substrat placé face dhad=m(Figure 11-10).

[1.2.3.1Principe général

Le plasma est composé d’électrons et d’'ions quivgeiise déplacer dans toutes les
directions de I'espace.

Le plasma se crée de la facon suivante : les étetibres, dits électrons primaires,
présents dans le gaz sont accélérés quand on @pplitg forte tension électrique entre les
électrodes. Dans ce champ électrique, les particaleargées sont soumises aux forces
électrostatiques. Pour les électrons cette foregpsime parF = -eE (E étant le champ
électrique) et pour les ions monochargéskarekE. Il y a alors ionisation du gaz grace a des
collisions inélastiques avec les électrons. Les ipositifs générés sont fortement accélérés
vers la cathode polarisée négativement. Il y alordoombardement de la cathode qui peut
entrainer (par transfert d’énergie) I'expulsiontdraes de la cible et d’électrons secondaires.
Ces électrons secondaires entretiennent la déchkrgeut y avoir ensuite recombinaison
ions-€électrons ou désexcitation des molécules.e€€ll se relaxent vers un état plus stable
avec éjection de photons ce qui crée la déchasgtréluminescente. La longueur d’onde de
la lumiére émise est caractéristique de la naturgaz utilisé, les plasmas d’'azote, d’oxygéne
et d’'argon émettent respectivement une lumieregaaverte et violette.

Le mécanisme a la base de I'ionisation est :
Molécules du gaz +e- ions Equation 11-26
En réalité, le mécanisme est plus complexe [10] :

Il peut y avoir une ionisation simple :

AB+€e— AB'+2¢ Equation 11-27
lonisation double :

AB+e— AB* + 3¢ Equation 11-28
Et des fragmentations:

AB+e— A"+ B+2¢é Equation 11-29
AB+e—B'+A+2¢ Equation 11-30
AB+e—A"+B'+3¢ Equation 11-31

64



Chapitre II- Techniques expérimentales

Figure 11-10 : Principe du dépdt par pulvérisation cathodique.

[1.2.3.2Cathode magnétron.

En pulvérisation cathodique diode, les vitessedégidts sont tres faibles (< 100 nm/h)
a cause du faible taux d’ionisation de la déchd@jePour remédier & ce probléme, une
cathode de type magnétron est utilisée. Sous la,dlles aimants sont placés de maniere a
créer un champ magnétique perpendiculaire au chélegirique. Ces lignes de champs
permettent de piéger les électrons au voisinada dible et ainsi d’augmenter la probabilité
de collisions entre un électron et les atomes du lga densité du plasma est donc accrue et
celui-ci est confiné entre les aimants ce qui @mraine érosion trés localisée de la cible
(Figure 11-11).L'utilisation d’une cathode magra@irpermet ainsi d’augmenter les vitesses de

dépots (dans la gamme desyit/h).
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Erosion de la cible

N

S

Figure 11-11 : Vue en Coupe d'une cathode magnétran

11.2.4. Conditions de dépbts des couches minces de carb@zeté
amorphe

[1.2.4.1Propriété du substrat Verre/ITO.

L'oxyde d’indium dopé a l'étain (ITO Indium Tin Odé) est un oxyde transparent
conducteur. L’'ITO est un mélange d’oxyde d’indium,Qs) et d’oxyde d’étain (Sng). Ce
matériau est couramment utilisé comme conducteursparent pour les écrans a cristaux
liquides, les écrans plasma, les écrans tactiles gue comme couche antireflet et comme
protection contre les champs électromagnétiqud¥Lest un semi-conducteur dégénéré de
type n a bande interdite directe (3,5-4,3 eV) [LAUTO possede une résistivité allant jusqu’a
10* Q.cm et une concentration de porteurs de chargetalla 16°a 16* cm®. La faible
résistivité est due a la concentration importargepdrteurs. D’autre part, I'I'TO présente
eégalement des propriétés optiques intéressantesffé&inil présente une transmission optique

importante (>95%) dans le visible et I'infraroud2].

[1.2.4.2Mise en conditions des substrats verre/ITO

Les dépbts sont réalisés sur des lamelles d’'ITQgmant de chez SOLEMS. Ces
dépbts d'ITO sont réalisés par pulvérisation caitpoel magnétron sur verre de 1,1cm

d’épaisseur. La couche d’ITO est d’environ 10000kipune résistance carré de 30 50
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Les substrats sont nettoyés de maniere systémataruen procédé chimique dans des
bains a ultrasons successifs d'acétone pendantii0d®thanol pendant 5 min et d’eau bi
distillée pendant 5 min. Ensuite pour faciliterctaoche de la couche de a-CNx un décapage
ionique est réalisé pendant 30 s a 100 W (-350 &éguse de la polarisation du substrat par un

générateur Radio Fréquence (RF).

[1.2.4.3Condition de dépbts de a-CNx sur verre/ITO

Le réacteur de dépdts utilisé au LISE est le modiég 300S de PLASSYS S.A
(France). L’enceinte est en acier inoxydable dendiae 320 mm et de hauteur 250 mm. La
cible, circulaire de diamétre 75 mm et d’épaisgeomm, est composée de carbone graphite de
pureté 99,999 %. Le bati possede deux alimentatiome alimentation RF de 300 BNI
reliée au porte substrat, et une alimentation D@OMY (générateuhdvanced Converter MP-

1) pour la cible carbone/cathode.

Les dépbts sont réalisés avec une pression deote de 0,4 Pa dans I'enceinte.
Dans notre cas, le plasma est constitué d’'un méldraygon et d’azote, la pression partielle
d’azote variant de 0% a 30%. La puissance appligpaéde générateur DC a la cible est de
200 W pendant 20 minutes pour tous les échantillsasf mention contraire).

Par la suite, les protocoles P3, P7, P15, PO etsBRfht définis comme indiqué dans

le Tableau II-1 :

Nom | Pression totale Pression partielle de N Puissance duTemps de dépodts
(Pa) dans le plasma dépdt (W) (min)

P3 0,4 3% 200 20

P7 0,4 7% 200 20

P15 | 0,4 15% 200 20

P30 | 0,4 30% 200 20

PO | 04 0% 200 20

Tableau II-1 : Protocoles de dépdts des films de @Nx sur verre/ITO par pulvérisation cathodique utilisé
dans cette thése.

11.2.5. Fabrication des électrodes de a-CNx sur verre/ITO

Sur la face ou le a-CNx est déposé un disque dsstyokne de diamétre 6 mm et de
hauteur de 4 mm est collé. Ce disque nous perragbul’des électrodes de surface constante
(0,282 cm?) et aussi d'éviter la distribution desi@nts primaires. Par la suite, les bords de

I'électrode ainsi que le pourtour de la face awea-CNx sont isolés pour que seul le disque
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défini soit en contact avec I'électrolyte. Cettelasion est réalisée avec de la résine époxy.
L’électrode est connectée au niveau de la zonereocouverte de a-CNx. Le courant passe
donc a travers la couche d’lITO et arrive par-desdalrcouche de a-CNx au niveau du puits
(Figure 11-12).

Résine époxy

\
a-CNx A « 3CNx
ITO <+« ITO

<+— Verre

Figure II-12 : Géométrie des électrodes de travajpour les tests électrochimiques. a) Vu de dessusg. W
de profil.

11.3. Principe d’analyse des dépots

11.3.3. Spectrométrie photoélectronique X (XPS : X-Ray
Photoelectron Spectrometry)

11.3.3.1Principe

La spectrométrie de photoélectrons induits parmay$ est une technigue d’analyse
qui permet la détermination de la composition amse la nature des éléments chimiques
présents dans I'extréme surface du matériau étudié.

Lors de l'analyse XPS, des photons X monochromatq(Al Ka ou Mg Ka)
bombardent I'échantillon & analyser. Chacun depbesons posséde une énerlgie Suite a
cette irradiation, I'énergie cinétique des élecsrqinoto émis est mesurée. Dans le cas ou
I'énergie de liaison de I'électron est inférieurBéaergie du photon X, celui-ci est absorbé et

un photoélectron est éjecté avec une énergie gireds, (Figure 11-13).
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P
7}1\‘
‘%, » Niveau du vide

Bande de valence

l Niveau de coeur

e

Figure 11-13 : Diagramme énergétique de la photoénssion.

L’énergie de liaison de cet électron est alorsatinment accessible par application de
la conservation d’énergie aprés mesur&gde
E= hv- E.. Equation 11-32
aveck, , I'énergie de liaison en Joule.

E., I'énergie cinétique électronique en Joule.
h, la constante de Planck en Joule.s.
v, la fréquence de radiation eh s

Les spectres XPS présentant les énergies densides électrons de coeur sont
caractéristiques de la nature de I'atome. Ceci perionc d’'identifier I'élément chimique.
L’XPS détecte tous les atomes possédant des niveauxoeur (c'est-a-dire tous sauf
I’hydrogéne et I'hélium).

Le photoélectron peut subir des interactions sti&aes lors de son transfert vers la
surface a travers le solide. La distance que paxtoprir le photoélectron entre deux chocs
inélastiques est le libre parcours moyey). (Celui-ci dépend de I'énergie cinétique de
I'électron et des propriétés du matériau (densiéposition)A limite donc I'épaisseur qu'il
est possible d’analyser. De ce fait, cette techmiggt une méthode d’analyse de surface non
destructive.

L’XPS est une méthode d’analyse chimique. En gliéstniveaux de cceur réagissent a
la modification de leur environnement électronigiténergie de liaison varie donc de fagon

significative selon cet environnement. Cette varigt appelée déplacement chimique, est
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caractéristique du type et du nombre d’atomes litatbome émetteur. Ce déplacement
chimique permet d’avoir des informations sur launatdes liaisons, le degré d’oxydation et

d’identification des composés.

11.3.4. Microscopie a force atomique

La microscopie a force atomique AFM (atomic foro@croscope) permet de
visualiser la topographie d’'une surface d'échanillLes images en trois dimensions sont
obtenues par balayage d’'une surface a I'aide dhoiete dure ou sonde. Cette microscopie
permet également des mesures de conductivitések¢aB], [14]. Plusieurs modes d’AFM

existent suivant I'application : mode contact, montact, tapping et current-sensing.

11.3.4.1Principe

Le principe physique de cette technique est basksuesure des forces d’interaction
s’exercant entre deux corps en fonction de leutade® de séparation. Dans un AFM,
I'échantillon & analyser est déplacé dans les tdisensions a l'aide d’'une céramique
piézoélectrique. Le microscope est constitué delate de dimension nanométrique montée
sur un microlevier souple. Ce systeme peut étrandésa un systéeme masse-ressort de
raideur k trés faible, ce qui lui permet d'étre sensible daibles variations des forces
d’interactions. La détection des déformations @éfins ou frictions) est mesurée par un
faisceau laser. Celui-ci est réfléchi par la face&ee du microlevier a travers une photodiode
a quatre cadrans. Ces déformations se traduisetd gaviation du faisceau par rapport a une
position de référence. Ce procédé est répété pfiérettes positions verticales aboutissant a
la construction d’'une image tridimensionnelle. Lasifion de I'échantillon par rapport a la
pointe, entre chaque position, est réalisée graaeex boucle d’asservissement (contre
réaction). Les difféerents éléments constituant icrascope a force atomique sont référencés
dans la Figure 11-14.
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Photodiode a Laser
4 uadrans\
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Céramique
piezoélectrique

Image
topographique

Figure 11-14 : Schéma d'un AFM.

Les forces mises en jeu dans cette microscopieds@s aux interactions qui existent
entre deux atomes non liés. Ces forces d'intenastipeuvent étre des forces de Van der
Wallls, de capillarité, d’adhésion, magnétique acktbstatique. A grande distance, les forces
attractives de Van der Walls prédominent tandisagiaible distance ce sont les forces

répulsives qui sont prépondérantes.

11.3.4.2 Mode de fonctionnement

Plusieurs modes de fonctionnement existent selodidtance séparant la pointe de
I'échantillon : le mode contact, non-contact et mothpping. Ces différents types de
fonctionnement permettent de mesurer différentegyde forces. De plus, ces modes de
fonctionnement non pas les mémes applications.

Le mode contact permet d’obtenir directement lao¢paphie de la surface. Dans ce
cas, la force exercée sur le microlevier supportamiointe est maintenue constante et est
proportionnelle a la déflexion du levier qui sesadrandeur mesurée. Dans ce mode, des
forces de frottements importantes sont induitesedit pointe et la surface de I'échantillon.
Cette technique limite donc le type d’échantillared’on peut analyser. En effet, ces forces
de frottement peuvent dégrader les échantillonstitags de matiere molle ou bien dégrader
la pointe AFM si I'échantillon présente un caraetébrasif. Dans ce cas la pointe n’est pas en

contact avec la surface (mode non contact) I'aeatiss forces de longues portées sont de
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type magnétique ou électrostatique. Dans le mogdpirg, la sonde est au contact de la
surface de maniere intermittente. Le microleviaiiltessa une fréquence fixée. Cette technique
permet de limiter les forces de frottement appleguéur I'échantillon par rapport au mode
contact, car le temps de contact est relativemaunt.c

Un autre type de mode de fonctionnement de 'AFMemode « Current —Sensing »
(CS-AFM). Il résulte du couplage du mode contact’d&M avec un dispositif de mesure
électrigue nécessitant l'utilisation d’'une pointenductrice [15]. Ce mode permet une
caractérisation électrique des surfaces condustrifeur cela, un bias est appliqué entre
I'échantillon et la sonde AFM. Le courant qui trese le contact pointe/échantillon est alors
enregistré pour chaque position durant le balaykgka pointe. Des courbes représentant le

potentiel en fonction du courant mesuré peuvensate enregistrées.

11.3.4.3Appareillage

L’équipement AFM utilisé au LISE est de marque Malar—Imaging (baxse Pico
SPM-LE). Celui-ci est composé d'un nez AFM spéciégfabriqué au LISE, d’'un scanner
large zone (100x10Qm?) ou petite zone (10x1Qm?) et d'un contrdleur (Picoscan SPM
2100). L'ensemble est piloté par le logiciel Pica$&.3.2.

Les sondes pour le mode contact sont constituéssiclam SgN,4 et sont formées des
4 cantilevers triangulaires (deux petits et deuands). Les données des cantilevers sont

notées dans le Tableau II-2.

cantilever| Longueur @m) | largeur um) | Epaisseur (nm) Constante de raideur (N:h

grand 200 28 600 0,08

petit 100 13,5 600 0,32

Tableau II-2 : Valeurs des dimensions et des consties de raideur des cantilevers.

Ces sondes sont recouvertes d’'une couche de clmosw la face arriere afin de
permettre la réflexion du faisceau laser. La cowtdnehrome sert d’accroche pour la couche

dor.
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Les pointes CS-AFM sont revétues d’'une couche atnida constituée d’'un alliage
Ptirs (I'iridium est présent a 5% dans l'alliage). Cetende comporte un cantilever
rectangulaire de 22fmm de longueur, 28im de largeur et 3um d’épaisseur (valeurs
indicatrices données par le fournisseur) de cotestale raideur de 1,2-5,5 N/m. Pour
I'application CS-AFM, des nez CS-AFM donnant acaédes gammes de courant plus large
ont été élaborés au laboratoire par I'électroni@éne mécanicien du laboratoire. Ces nez
offrent des gammes de courant de = 100 nA etuA tontrairement au nez CS-AFM

commercial qui offre une gamme de £ 10 nA
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Le a-CNx est un matériau présentant une large rieri& polarisabilité et une réactivité
électrochimique modulable. Le a-CNx peut étre sdilbour plusieurs applications. En effet, le
a-CNx peut servir de matériau d’électrode pour égection sur puce ou comme interface
idéalement polarisable pour le contréle du fluxct&@smotique.

Ces deux utilisations ne nécessitent pas les m@nogsiétés des matériaux. Dans le cas
de l'utilisation comme électrode, le a-CNx doit mvone large fenétre de potentiel et la
meilleure réactivité électrochimique possible. Déngas de I'utilisation comme l'interface
polarisable, le a-CNx doit avoir une grande fenékeepotentiel. La modulation du flux a
I'aide de l'interface polarisable dépend de la aarivité de celle-ci. Une bonne réactivité
électrochimique n’est pas nécessaire.

Les films de a-CNx sont déposés sur des couch&®©dCTes substrats permettent d’avoir
une sous couche d’accroche du CNx transparenteneluctrice. La transparence des dépots
sur ITO permettra d'utiliser une technique de diéecoptique et électrochimique. De plus,
I'utilisation d’'une sous couche conductrice pernagvoir des conductivités des films

suffisantes pour pouvoir contrler le flux élecsowtique [1].

[11.1. Caractérisations microstructurales des couches d€dx

La stoechiométrie des films de a-CNx ainsi quedeeneurs relatives en sites €sp
Csp’ sont déterminées par XPS. En effet, la composiiies) films est un paramétre influant
sur les propriétés électrochimiques des films. eCedactivité électrochimique dépend de leur
structure chimique et notamment du nombre de l&<oN sp. En effet, des études réalisées
par Cacheet al ont montré que les liaisons’qmissent comme des sites isolants [2][3]. Nous
avons entrepris une caractérisation XPS des filmsa«€CNx déposés a l'aide des quatre

protocoles présentés dans la partie 11.2.2.3.

l11.1.3. Spectroscopie de photoélectrons X (XPS)

Les analyses XPS ont été réalisées sur les édbastpréparés avec quatre pressions
partielles dans le plasma (3, 7, 15 et 30%). Lauféidll-1 montre les spectres XPS des
couches minces selon la pression partielle d’agates le gaz. Ces spectres sont composés de
pics superposés a un signal de bruit de fond a#thle aux photoélectrons ayant perdu de
I'énergie apres des chocs inélastiques. Les picsidentifiés a partir de I'énergie a laquelle

ils se trouvent. Les électrons, issus de la codshdes atomes d’oxygene, sont situés autour
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de 536 eV, ceux des couches 1s de I'azote et dwwarsont respectivement situés a 400 eV
et 282 eV (Figure 1lI-1).
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Figure 1ll-1 : Spectre général des films minces a-8x déposés sur verre/ITO par pulvérisation cathodige
DC selon différents protocoles. (a) P3. (b) P7. (B)15. (d) P30.

La présence de I'oxygene est vraisemblablementdigux raisons. La premiéere étant
la mise a I'air des échantillons entrainant destiéas avec I'eau et 'oxygene de l'air. La
seconde étant 'oxygéne présent en trés faibletg@atans les gaz du dépdét dont la pureté est

supérieure a 99,998% pour I'argon et supérieur@® 39%% pour l'azote.

[11.1.3.1 Détermination du taux d’azote incorporé en surface

L'XPS permet de déterminer le taux d’azote a Idase des différentes couches de a
- CNx pour les différents pourcentages en presgatielle d'azote dans le plasma (3%, 7%,
15%, 30%). Pour cela, chaque pic est isolé, ebmhal fcontinu est soustrait en utilisant la

méthode de Shirley [4]. La composition chimiquel@lsurface de la couche est déterminée
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par l'aire des pics pondérée en utilisant les ddefits de Scofield liés a la nature des
éléments [5].
Le Tableau IlI-1 montre les pourcentages calculagate, d’oxygene et de carbone

dans les couches de a-CNx en fonction de la pregsidielle P(N) dans le plasma.

PN O] N C

3 39 114 844
7 31 174 79,7
15 3.6 244 714
30 43 284 66,¢

Tableau IlI-1 : Valeurs des pourcentages atomiquesalculés d'azote, d'oxygéne et de carbone dans les
films minces selon les protocoles P3, P7, P15 elOP3

Le pourcentage d’oxygene dans le film mince ne dépmas de la pression partielle
d’azote dans le gaz. D’autre part, le pourcentdgeote dans le film augmente de fagon non
linéaire avec la pression partielle d’azote dangde, tandis que le pourcentage de carbone
diminue de fagon non linéaire.

Les données XPS permettent de déterminer la steeétrie des films minces en
considérant le rapport du pourcentage d’azote danflm divisé par la somme des

pourcentages d’'azote et de carbone dans le fildol¢aa 111-2).

P3 P7 P15 P30
a-CNo 14a-CNo.1ga-CNg 2da-CNo 34

Tableau 111-2 : Stoechiométrie des films minces efonction du type de protocole de dépots.

L’évolution de la quantité d’azote incorporée emfate en fonction de la pression
partielle dans le plasma est tracée et celle-cétnpas directement proportionnelle a la
pression partielle dans le plasma (Figure llI-2¢. il€sultat a également été observé sur des
déepots de CNx déposé par pulvérisation magnétiqdefréequence sur des substrats de
silicium dopé n [6]. Cependant, les films mincesad€Nx contiennent plus d’azote atomique
dans le film pour tous les pourcentages d’azote rpaport a ceux réalisés au LPCM
d’Amiens [6]. Cette différence peut étre attribwééa présence d’hydrogene dans ces films
cependant celle-ci n'a pas été quantifiee. Lesnigcies de pulvérisation sont également
différentes, une pulvérisation radiofréquence dareas des dépobts réalisés par Lagginal.
et en courant continu dans notre cas. Cependanttrds analyses réalisées au laboratoire sur
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CNx/Si dopé n sans radiofréquence et sur CNx/8nsagque avec radiofréquence ont montré
une stoechiométrie identique [7]. On peut donc egppque la différence de stoechiométrie

observée entre nos expériences et celles réahsdleBCM est due a la présence d’hydrogene.

o
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1
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i
o
1
1

o
=
(6]
n 1 n
1

0. 10 T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

% N2 dans le plasma - P(N,)

Incorporation de l'azote dans le film
%N/(%N+%C)

Figure 1lI-2 : Variation de l'incorporation dans le film en fonction de la pression partielle de Bldans le
gaz pour les protocoles P3, P7, P15 et P30.

La variation que nous trouvons est conforme awsultéts d’études précédentes sur
d’autres substrats. Ainsi, la non linéarité de darbe traduit deux régimes d’insertion de
'azote. L’insertion d’azote dans les films se fpdar remplacement des atomes de carbone
dans les agrégats graphitiques [7].

[11.1.3.2 Exploitation des spectres XPS
[11.1.3.2.1  Niveau Carbone 1s

Les spectres Cls des quatre échantillons indiquestaugmentation de la largeur de

pic lorsque la pression partielle de #ans le gaz augmente (Figure 1lI-3).
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Intensité10%cou ps/s

300 295 290 285 280
Energie de liaison (eV)
Figure 111-3 : Spectres XPS Cl1s selon le protocolde dépéts. a) P30. b) P15. ¢) P7. d) P3.

La déconvolution du pic en 3 gaussiennes permetéterminer la contribution des
différents types de liaisons dans le film (TablékB). Une énergie de liaison de 288 eV
correspond & une liaison C-N dans des configuratimm aromatiques,N, ou SPCN, 286
eV pour une liaison C-C*=N et 284 eV pour une baiC-C ou C=C [8-12].

Pression Aire en % pour une |Aire en % pour une énerdie Aire en % pour une
partielle de N | énergie de liaison 288 el de liaison 286 eV énergie de liaison
dans le gaz C-N C-C*=N (en %) 284 eV
(en %) (en %) C-CouC=C

(en %)
3 2,9 37,8 59,3
7 5,2 40,0 55,9
15 8,0 47,6 44,4
30 11,6 47,7 40,6

Tableau 111-3 : Aire correspondante aux différentstypes de liaisons selon la pression partielle de, NMlans
le mélange de pulvérisation pour les protocoles PB7, P15 et P30.

Une augmentation du pourcentage de liaison carbaote et une diminution du

pourcentage de liaison Carbone-Carbone est obsew@e 'augmentation de la pression
partielle d’azote dans le film. Avant d’atteindneeupression partielle d’azote dans le film de
15%, les liaisons carbone-carbone sont majoritadeess les films tandis qu’apres 15% les
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liaisons dans les dépdts de a-CNx sont en majdagliaisons carbone azote. Les liaisons
carbone azote dans les dép6ts de a-CNx sur ITOmontipalement des liaisons C-C=N*

tandis que les simples liaisons carbone-azotersordritaires.

[11.1.3.2.2 Niveau Azote 1s

La contribution des différentes liaisons est égalenetudiee pour le pic N1s (Figure
[lI-4). Les courbes intensité en fonction de I'éierde liaison sont déconvoluées avec 3
gaussiennes de centre 398,6 ; 400,6 ; et 402,9.e¥.gaussiennes de centre 398,6 eV et
400,6 eV sont respectivement nommées N1 et N2.

Intesnité(l@coups/s)
w
3
qD

W/

410 408 406 404 402 400 398 396 394 392
Energie de liaison (eV)
Figure 1ll-4 : Spectres XPS N1s selon le protocolde dépéts. a) P30. b) P15. ¢) P7. d) P3.

L’énergie de liaison de 398,6 eV correspond a usisdn Nsp3 non aromatique et
C=N, 400,6 eV pour une liaison N=C et 402,5 eV paw llaison N-O (Figure 11I-4) [8-12].

La formation des liaisons nitrile &Bl) entraine une cassure dans la structure grapauitiq
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Pression partiellg  Aire en % pour une | Aire en % pour ung Aire en % pour une
azote dans le gax  énergie de liaison énergie de liaison | énergie de liaison
(en %) 398.6eV Nspet =N 400.6 eV N=C 402.5 eV N-O
3 43,8 48,6 7,6
7 41,4 51,4 7,2
15 38,9 54,8 6,5
30 33,1 56,2 5,7

Tableau llI-4 : Aire correspondante aux différentstypes de liaisons pour les protocoles P3, P7, P15R30.

La présence d'une liaison N-O confirme la présend®xygene dans les dépots.
D’autre part, une variation du rapport N1/N2 estexgée contrairement aux déepots de a-CNx
contenant de I'hydrogene ou le rapport N1/N2 esistant [13] (Tableau 1l1-5). Hammext
al. ont également observeé un rapport N1/ N2 qui dimiavec le pourcentage d’azote dans les
films déposés par faisceaux d’'ions tandis que Dfred al. ont trouvé un ratio N1/ N2 qui
augmente avec le pourcentage d’azote dans les @itpssés par pulvérisation magnétique
radiofréquence [10][14]. Alibaret al. ont comparé les propriétés de films de a-CNx dépos
selon trois techniques : la pulvérisation radiofiéuce, la pulvérisation en courant continu et
en courant continu pulsé. Cette étude a montréingueporation d’'azote différente selon la

technique (selon la vitesse de bombardement de} [ib5].

la pression partielle azgte

dans le gaz (en %) |[Rapport N1/NR
3 1,11
7 1,24
15 1,41
30 1,70

Tableau 111-5 : Rapport N1/N2 selon la pression peielle de N, dans le mélange de pulvérisation pour les
différents protocoles.

D’autre part, pour savoir si la couche de CNx recewien I'ensemble de la surface,
il peut étre utile de contrdler I'absence du picrespondant au Sn3d. Pour I'ensemble des
échantillons analysés, aucun pic du Sn n’est @il XPS.
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l1l.1.4. Caractérisation des films par microscopie électromjue
(SEM-FEG)

Des analyses sont réalisées pour déterminer I'spaisdes couches de CNx sur ITO.
Les coupes des 4 dépodts sont représentées suguee HIlI-5. Sur chaque image, la zone la
plus foncée correspond a la couche a-CNx, soue gette en gris plus clair se trouve la
couche d’ITO puis encore en dessous se trouverte.vPour tous les dépots, les couches de
CNx et d’'ITO sont observées mais aucune couchenddiaire n’est visible contrairement a
I'expérience de Feet al. sur des dépodts de a-gNsur Si(100) [16]. D’autre part, la couche
d’'ITO est d’environ 100 nm. Le léger décapage iarigprécédant les dépodts de a - CNx
n'affecte donc pas I'épaisseur de la couche d'ITO.
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Figure 11I-5 : Coupe d'une électrode de a-CNx dépase sur verre/ITO a)P3. b) P7. c) P15. d) P30.

Les épaisseurs des films minces de a-CNx sont rdétées pour chaque pression
partielle de N dans le plasma et en fonction du pourcentage gtemi’azote dans le film
(Figure 111-6). Une augmentation de I'épaisseutaleouche de CNx est observée en fonction
de l'augmentation de la pression partielle d'aztdées le gaz. On peut supposer que cette
augmentation d’'épaisseur avec le taux d'azote estalla formation de groupement plus
volumineux (Csp plus volumineux que C8pou & la création d’'une porosité a I'échelle
atomique par rupture de chaines a cause de lationrde groupements nitriles [7].
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Figure 11I-6 : a) Variation de I'épaisseur en foncion de la pression partielle en Blen % b) Variation de
I'épaisseur en fonction du % atomique d’azote dank film ¢) Tableau des valeurs d'épaisseur mesurées
pour les protocoles P3, P7, P15 et P30.

111.1.5. Caractérisation par microscopie a force atomique (AM)

Les images SEM-FEG nous montrent que pour toutepressions partielles de; N
dans le gaz les couches de CNx sont assez lissesretigénes. Les mesures SEM-FEG ne
possedent pas la résolution suffisante pour awiruigosité de nos dépodts de a-CNx.
L’influence du taux d’azote sur la rugosité, sumarphologie des films ainsi que sur leurs

conductivités électriques locales a été étudiée\pa.

[11.1.5.1 Propriété de rugosité des substrats

Les images des films obtenus en mode contact poersurface analysée deph?
montrent que les films de a-CNx présentent un agpanuleux régulier (Figure 1lI-7). Une
vue en coupe est présentée avec I'image de topugrppur le protocole P3. Les images pour
les protocoles P7, P15 et P30 sont identiqueszamrss trés claires représentent des points de

hauteur plus importante, cependant ces points pent nombreux et ont une hauteur
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relativement faible. A titre de comparaison, undase d’'ITO seul et une surface de carbone
a P(N) = 0 sont analysées.

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1600 nm

Figure 1lI-7 : Topographie des films de a-CNx sur TO P3 avec une vue en coupe.

Les valeurs de rugosité pour les films figurentgdenFigure 111-7.

Pourcentage Ndans le plasma 0 3 7 15 30 | ITO
Rugosité RMSA) 14,30| 20,37| 25,77| 35,79| 32,31]| 8,35

Tableau I1I-6 : Rugosité en fonction du pourcentagetomique d'azote dans le film pour des dépéts
correspondant aux protocoles PO, P3, P7, P15,P30EO nu.

La rugosité moyenne est tracée en fonction dugemtiage d’azote dans le film avec
une barre d’erreur a 5%. La rugosité dépend biepalucentage d’azote dans le film avec
une augmentation de celle-ci jusqu'a des dépbtsc amee stoechiométrie de 0,26
(P(N2)=15%) puis une légére diminution de celle-ci (Fegul-8).
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Figure 111-8 : Rugosité en fonction du pourcentageatomique d'azote dans le film pour des dépbts réalks
avec les protocoles P3, P7, P15 et P30, en rougegdéeur de rms pour I''TO nu.

On n'observe pas de corrélation directe entre lergemtage d’azote dans le film et la
rugosité contrairement aux études sur d’autrestatbsDans le cas des dépdbts de Lagpini
al. la rugosité des couches a-CNx est une fonctisdalrement croissante en fonction de la
pression partielle d’azote, comportement typiquend’ croissance planaire et non en flots
[13]. Cette courbe non linéaire en fonction du talazote traduit un mécanisme complexe
de l'influence du taux d’azote sur la croissanes films. Par rapport aux dépéts faits sur Si
dopé « p » ou Si intrinseque au laboratoire, lgosités de nos films sont aussi différentes.
En effet, les valeurs obtenues sur ces substratsdgo3 a 5 fois inférieures pour le silicium
dopé p et de 1,2 a 6 fois inférieures pour leisiticintrinséque [7]. Ceci confirme que la

rugosité des films dépend de la nature des subgtake leur conductivité [13],[7].

[11.1.5.2 Conductivité électrique locale des films de a-CNx

La conductivité électrique locale relative des déple a-CNx a été déterminée par CS-
AFM. Cette conductivité des films est déterminéarpa future application des films de a-
CNx comme interface polarisable. En effet, la langude contréle dépend de la résistance
électrigue de l'interface polarisable. Les courbesrant-tension sont enregistrées entre -5 et
5V ou entre -1 V et +1 V et présentent une alkymétrique par rapport a 'offset (de - 0,1
V). Une saturation de la gamme de courant est vésgrour les dépbts avec un pourcentage

de N> dans le plasma de 3 et 7 %. De plus, lorsque lecpatage d’azote augmente dans le
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plasma une diminution du courant mesuré est obsgruér une méme gamme de potentiel.
Les courbes représentées correspondent aux counnes, c'est-a-dire a un balayage des

potentiels négatifs vers les potentiels positfggire 111-9).
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Figure 11I-9 : Courbes courant-tension obtenues parCS-AFM sur des dépbts a-CNx sur ITO pour
différents protocoles a) P3. b) P7. c¢) P15. d) P3® gauche la courbe compléte et a droite un
agrandissement a faible bias.

Pour déterminer la conductivité locale a particde courbes, la pente proche de I'offset

est calculée et multipliée a la constante de aelliff.

Lf Equation 111-1
o = pentd4+——
Spe

Dans le cas de ces manipulatiobscorrespond a I'épaisseur du film tandis dje
correspond a la surface de contact entre la pahtBéchantillon. L’aire de contact est

calculée en utilisant la théorie de Herz applicale deux contacts rigides [17-19] :

2/3
Fc I:\>tip
E*

Equation IlI-2

A =T1

Avec Ry, le rayon de courbure de la pointe AFM (donnél@dournisseur : environ 15 nm),
F., la force qui mesure la raideur du contact,
E’, le module d’élasticité réduit calculé & I'aide tarhule suivante :

Equation 111-3

1 3 1_Vt?p +1_V$ilm

*

E 4 E, E

film
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Avec, Eqp et Eqnm respectivement les modules d’élasticité (modulé/deng) des matériaux
de la pointe et du film.
vip €t viim, respectivement les coefficients de Poisson ddgriaax de la pointe et du film.
Les valeurs des modules d’élasticité ainsi quecdeficients de Poisson sont référencés dans
le Tableau IlI-7.
Fcest la somme de plusieurs forces :
- la force appliquée par la pointe AFM sur I'échdati| calculable a partir de la
constante de raideur du cantilever et de sa défiexi
- la force d’adhésion qui dépend des conditions étpats, chimiques, physiques et
environnementales du contact.

La force d’adhésion est négligeable par rappaatfarce appliquée estimée a 40 nN.

Matériau | Module d’élasticité (GPa)Coefficient de Poisson
Platine [17] 170 0,39
CNx[20-22] 47-822 0,26

Tableau IlI-7 : Valeurs des coefficients de Poissoet des modules d'élasticité pour différents matéaiux.

En considérant la pointe en platine et en prenaet valeur moyenne pour le CNx

(Esim = 435 GPa), l'aire de contact est estimée a 6,7 nmz?

Les valeurs des pentes et des coefficients derétation R2 figurant dans le Tableau I11-8
ont été obtenues a partir de la Figure 111-9 : Coubes courant-tension obtenues par CS-AFM sur des
dépdts a-CNx sur ITO pour différents protocoles aP3. b) P7. ¢) P15. d) P30. A gauche la courbe corbid
et a droite un agrandissement a faible bias.

. Les valeurs des pentes sont déterminées damséliméaire de part et d'autre de l'offset.
Dans le cas du protocole P30, la droite est tracée les points compris entre -0,3 et +0,1V,
et pour P15 de -0,15 et +0,15 V. Dans le cas detRPB, les courbes présentent des droites
de pentes trés importantes, seulement quelquesspdénla courbe autour de I'offset sont

considérés.

% N, dans le plasmaPente en nA/\f R2
30 23,6 0,996
15 2642,8 0,996
671990 0,939
3 324122 1)
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Tableau 111-8 : Valeurs des pentes proche de I'offst et leurs coefficients de corrélation pour différets
dépbts de a-CNx sur ITO avec les protocoles P3, 715 et P30.

Les valeurs de pente augmentent rapidement aveouecentage d’azote dans le

plasma. Ces valeurs nous permettent donc de déermne conductivité électrique locale

relative a l'aide de I'équation IlI- 1 (Tableau-B) :

% N, dans le gaz de Valeur de x dans les | Epaisseur | Conductivité électrique
pulvérisation films de a-CNx (nm) (S.cm?)
30 0,3 472 15
15 0,26 320 1250
7 0,18 260 6,8.70
3 0,12 215 1,3.10

Tableau III-9 : Valeurs de la conductivité électrique locale pour les dépdts de CNx sur ITO selon les
protocoles P3, P7, P15 et P30.

Les valeurs des conductivités sont comprises emteedizaine de S.cha 16 S.cni'.
Une diminution d’un facteur fOest observée avec 'augmentation du pourcentageot
dans le film de 0,12 &4 0,3.

Pour vérifier la contribution de I'lTO a cette vatede conductivité, la méme expérience
est réalisée sur des dépbts sans azote dans lmaples sur ITO nu. Les valeurs de
conductivités varient sur une large plage de valallant de 1900 S.cha 31800 S.cih pour
une moyenne de 25000 S:¢m

La conductivité est tracée en fonction du pouragmtdazote dans le film (Figure llI-
10).
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Figure I1-10 : Variation de la conductivité électrique locale en fonction du taux d'azote dans le fil pour
des dépdts de a-CNx sur ITO réalisés avec le protae P3, P7, P15 et P30.

La conductivité des films de carbone amorphe ess$ da méme ordre de grandeur que
celle des films de carbone amorphe azoté P3. De lgs conductivités des films de a-C et de
a-CNx sont beaucoup plus homogeénes que celleswdstesur les films d’'ITO seul. La Figure
[1I-11 montre la topographie, de déflexion et detfon des films de ITO nu ainsi que la
conductivité¢ du film. L'image de topographie monttme surface lisse relativement
homogene (Figure 1ll-11 a). Les zones sombres’snade de conductivité représentent les
zones de conductivité de I'lTO les plus faibles.cAnme zone ou la conductivité serait nulle
n'a été observée (Figure IlI-11 d). Les 400 desimanometres ne sont pas représentatifs de
la conductivité de I''TO, la pointe de CS-AFM déitre Iégérement abimée. Cette zone n’est

pas a prendre en compte.
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Figure 11I-11 : Image AFM 2 pm*2 pm d’un substrat d'ITO compléte et vue en coupe. aJopographie. b)
déflexion. c) friction. d) Conductivité.

D’autre part, la conductivité des films ITO/a-CN¥3 est nettement supérieure a la
valeur moyenne de la conductivité de I'I'TO tandig gcelle des films ITO/a-CNx P30 est
inférieure a la valeur moyenne de la conductivéd’'ld O seul.

On peut donc supposer que la décroissance de donttuades films avec le
pourcentage d’'azote dans le plasma est due ad'aCettte décroissance des conductivités en
fonction du pourcentage d’azote a également étérods par Demichelist al. [23].

Pour observer l'influence de la sous-couche d'I® ls conductivité des films, les
mémes expériences sont réalisées pour des filnas@dx (P3, P7, P15 et P30) déposés sur

verre. Les résultats sont reportés sur la Figur&2l
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Figure 1lI-12 : Variation de la conductivité électrique locale en fonction du taux d'azote dans le fil, en
noir pour des dépbts de a-CNx sur ITO réalisés avee protocole P3, P7, P15 et P30, en bleu pour des
dépdts de a-CNx sur verre.

Une décroissance des conductivités est observdesstiims de a-CNx/verre cependant
cette décroissance est nettement moins marquésugues films de a-CNx sur ITO. Entre la
conductivité des films P3 et P30, une diminutionrdfacteur supérieur a 46st obtenue pour
les films déposés sur ITO mais seulement d'un &6 dans le cas du verre nu. L'ITO joue
donc un rdle dans la conductivité des films. Deuplieations sont alors possibles pour
expliquer cette différence. Le courant peut papserdeux chemins dans le cas des films sur
a-CNx/ITO (par I'I'TO et par le a-CNx) ce qui n'epais le cas sur verre. La deuxiéeme
possibilité est une différence dans la structurenmméu CNx lorsqu’il est déposé sur verre ou
sur ITO.

Cependant, la gamme des conductivités obtenue $ahFbBl semble trés élevée. En
effet, a titre de comparaison le Tableau llI-10eréprie les valeurs de conductivité électrique

de quelques métaux.
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Matériau Conductivité électrique (S.cIn
Platine [24], [25] 8,9.10
Au [24], [25] 0,45.10
Ti [24], [25] 7,4.16

Carbone amorphe (noir de carbone) [24], [25] 1,252
Film a-CH [26—28] 16-10"°
Film a-C[26] 10-10°
Film a-CNH [29], [30] 10°-10°
Film a-CNx [6], [10], [14], [15], [23], [31-33 10°-10°

Tableau 111-10 : Valeurs de conductivités électriqe de quelques matériaux.

Ces valeurs de conductivité sont beaucoup plus rtapes que celles obtenues
couramment pour les films de a-CNx. De plus, lawade conductivité obtenue pour le P15
est dans le méme ordre de grandeur que les valewsnductivité du noir de carbone. Cette
procédure permet de donner une valeur relative vaésurs élevées de conductivité peuvent
étre dues a la signification que I'on donne au oapp/S en CS-AFM. En effet, le terme L/S
correspondrait a un tube de courant de longueur deesection constante S, et donc a des
lignes de courant paralléles. En réalité les ligiescourant divergent a partir de la zone de
contact et donc ce terme est probablement pludefajbe celui calculé d’ou des valeurs
surestimées de la conductivité.

Les valeurs des conductivités sont également mesypar la méthode a 4 pointes
(méthode de Van der Pauw) (détail en Annexe). Daas des mesures a 4 pointes sur le a-
CNx déposé sur ITO les contributions des deux rzabérsont prises en compte. La
séparation de chacune des contributions est délicate. Dans cette méthode, l'intensité et
le courant sont mesurés, la résistafm;@st alors déterminée en appliquant la loi d’'ohm.

Cette mesure de résistance permet de remontegsistivité en multipliant la résistance

par I'épaisseur du film et un facteur multiplicatif
Résistivié = épaisseur Résistanct 453 Equation 1ll-4
La conductivité peut alors étre estimée en prehianerse de la résistivité. Les valeurs
de conductivité obtenues sont répertoriées dansMaleurs de conductivités électriques

déterminées avec la méthode a 4 pointes et par ENs{#our les dépbts de a-CNx sur des

substrats de verre et d'ITO.
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% N dans le film| Conductivité électrique (S.¢h | Conductivité électrique (S.¢H
Sur verre Sur ITO
Méthode 4 pointes CS-AFM  Méthode 4 pointes CS-AF

0,30 0,3 2300 749 15

0,26 2,2 7200 944 1250

0,18 5,7 1,25.10 1368 6,8.10

0,12 5,9 2,2.10 1502 1,3.10

0 - - 1557 1,2.10

Tableau IlI-11 : Valeurs de conductivités électriques déterminées avec la méthode a 4 pointes et pa8-C
AFM pour les dépbts de a-CNx sur des substrats deexre et d'ITO.

Aucune dépendance linéaire des valeurs de condéctle CS-AFM en fonction des
valeurs des mesures 4 pointes n'est observée. Aucoimection des valeurs de CS-AFM a
I'aide des valeurs 4 pointes ne peut donc étresgzal Cependant, les valeurs de conductivité
électriqgue obtenues par la méthode a 4 pointesentadie la méme facon que celles obtenues
par CS-AFM. L'ordre des valeurs obtenues par CS-AE81 donc bon. On peut aussi
mentionner que la zone de contact peut subir uaudfdment notable (grosses densités de
courant) et que le transport électronique poumeatgriaux est thermiquement active, d'ou un

décalage des conductivités apparentes vers le haut.

[11.2. Propriétés électrochimiques

111.2.3. Détermination des conditions optimales pour les déjs a-
CNx sur ITO

[11.2.3.1 Fenétre de potentiel

Les mémes dépbts sont réalisés avec les proto&8esP7, P15 et P30 définis
précédemment. L’analyse est dans un premier terdplisée sans traitement particulier
(activation) des échantillons. Les fenétres de mi@k de chacune des électrodes sont
enregistrées dans LiCljCGen voltammeétrie cycligue a une vitesse de balaym®&0 mV/s
(Figure 11I-13).

Un pic d’'oxydation et de réduction apparait sur Iiainsi que sur les dépots P3 et

P7 -0,5 VIECS et -1 V/ECS respectivement. L'apparitle ce pic entraine la détérioration de
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la couche de CNx. Ce pic n'est pas observé sudédpsdts de 15% et de 30%. D’autre part,
dans le cas de I'I'TO nu, la partie immergée deQ@I@levient sombre et il n'y a plus de
conduction entre la partie immergée et la partie momergée. L’ITO, sans surprise, n'est
donc pas inerte électrochimiqguemeDes études ont montré que le $re3t sensible a une
polarisation cathodique de l'ordre de -1V/ECS etréduit sous forme d'étain [34]. La
mauvaise tenue mécanique des dépb6ts de a-CNx €uavEc une faible pression partielle
d’azote dans le plasma (inférieure a 7%) entraime détérioration du film. Les propriétés
meécaniques des films de a-CNx sont liées au potagerd’azote dans le plasma. Gilvagty
al. ont montré que pour des films de a-CNx déposégpuiaérisation magnétron le stress et la
dureté des dépbts sont diminués par l'incorporati@zote dans les films, ce qui permet
d’augmenter I'adhésion des films [35]. Les dép@xPP7 sont donc plus durs que les dépbts
P15 et P30 et ont donc une moins bonne tenue nuyemanie potentiel ne devrait donc pas

dépasser -1,5 V/IECS, impératif qui a pour inconméhde limiter la fenétre de potentiel.

1.0 1 s 1 s 1 s 1 s 1 s 1 s 1

0.5+
0.0+
-0.54

-1.0

J(mA/cm?)

-1.5+

-2.0+

15 -1.0 -05 00 05 10 15
E(V/ECS)

Figure 11I-13 : Voltammogrammes dans LiCIO4 0,5 M a 50 mV/s sur des électrode de a-CNx déposdr
ITO selon les différents protocoles a) ITO nu. b) B. ¢) P7. d) P15. e) P30.

La fenétre de potentiel des films de a-CNXx estrd@teée dans une solution de LiGIO
et de KCI. La solution de KCI a été choisie pourmsettre dans les mémes conditions
expérimentales pour I'étude des interfaces polalésaen Pont Wheastone Fluidique (PWF)
de Pleciset al.[36] .Les modulations de flux électroosmotiquetgulns importantes pour des

solutions avec une faible force ionique.
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Comme indiqué précédemment, la tenue mécaniquélassP3 et P7 ne permet pas
leur utilisation dans les solutions de KCI. En eftes dépdts P3 et P7 se détériorent de la
méme facon que dans LICJO Seuls les dépbts avec un pourcentage d’azoseimiportant
ont donc pu étre utilisés en solution (P15 et PBA)fenétre de potentiel des dépbts P15 et
P30 est étudiée par voltammétrie cyclique danssahgtion de LiCIQ 0,5 M et dans des
solutions de KCI de quatre concentrations difféerfEigure I11-14).

a b
0.2 : ; ! 0.3
e
0.2
= 0.1 g ¢ &E\ e
E d g 0.1 1
g 0.0 c 1 d
N — S ool
-0.1 _0.1_-
a1 0 1 45 -10 05 00 05 10 15
E(V/IECS) E(VIECS)

Figure 111-14 : Voltammogrammes des dépbts de a-CN.S = 0,282 cm?) dans une solution de LiCl®,5 M
et dans KCI. a) P15. b) P30 c) LiCIQ0,5 M. d) KCI 0,1 M. e) KCI 0,2 M. f) KCI 0,5 M. g KCI 1,0 M. 4 50
mvi/s.

Nous avons choisi comme limite de densité de cayraar déterminer la fenétre de
potentiel +50uA/cm?, définie comme étant la fenétre de polarigabiLes valeurs de ces

fenétres de polarisabilité sont répertoriées danableau I11-12.

KCI 0,2M | KCI 0,2M | KCI 0,5M | KCI 1,0M | LiCLO4 0,5M
CNx 15%| 2,85V 2,64V 2,63V 2,60V 3,00V
CNx 30%| 2,80V 2,64V 2,60V 2,60V 2,70V

Tableau 111-12 : Fenétre de potentiel dans les diffrentes solutions pour des dépéts de a-CNx sur
verre/ITO suivant les protocoles P30 et P15.

Les dépodts P15 présentent une fenétre de poténtglalente a celle des dépdts P30.
La fenétre est limitée par la réduction dedtl par 'oxydation de I'eau dans le cas de LiCIO
ou des chlorures dans le cas de KCI. Cette langétre de potentiel permet I'application de
ces films comme électrode et comme interface «ed&ant polarisable ».

L’influence de la concentration en KCI sera expéieiau paragraphe 111.2.2.
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[11.2.3.2 Prétraitement électrochimique

Un prétraitement électrochimique est mis en ceuwer augmenter la réactivité
électrochimique des films de a-CNx. Le prétraitetn@ectrochimique généralement utilisé
consiste a faire des cycles de balayages de patentie -1V et 0 V/ECS dans une solution
de SO, 0,5 M, d’'une durée de 5 a 10 minutes a une vitdedealayage de 50 mV/ECS [2],
[3]. L'augmentation de la réactivité électrochimggaprés activation électrochimique est due
a la modification de la composition atomique erfaag des films. En effet, avant traitement
les analyses XPS ont montré un pourcentage enrakdoen azote de respectivement 87% et
13%, ce pourcentage devient 91% en carbone et 98&atr apres traitement pour des dépbts
sur Si [2]. L'étude complémentaire par spectroseapimpédance électrochimique sur des
films de a-CNx déposés sur Si a montré une dépeedda la résistance de transfert de
charge en fonction du prétraitement des électroBeseffet, le prétraitement cathodique
augmente la réactivité électrochimique [37].

Dans un premier temps, nous avons donc repris ceenpgotocole d’activation pour
les dépdts P15 et P30.

Dans le cas d’'une solution de$0,, il se produit durant I'activation une réaction de
dégagement d’hydrogene a la surface de I'électrode.

2H" + 26> H, Equation I1I-5

La Figure 1lI-15 montre le voltammogramme d’'unecéiede de a-CNx déposée sur

ITO lors de I'activation électrochimique.
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Figure 111-15: Voltammogramme a 50 mV/s d’'une éleatode de a-CNx ayant subi le protocole P15 dans
une solution de HSO, 0,5 M.

Lors de l'activation, un pic d’oxydation apparait@5 V/ECS caractéristique de la
réponse de I'I'TO. Une détérioration de la couche @Nx est également observée.
L’activation ne peut pas étre réalisée dans uneitisal d’acide sulfurique a cette
concentration. Une expérience d’activation avee econcentration moins importante en acide
sulfurique (0,05 M) aboutit aux mémes résultates bxpériences d’activation sont réalisées
pour tous les protocoles et la méme réponse esingdis En conclusion, l'activation des
films minces n’est pas possible dans un milieu &gpessif comme une solution deSd,
0,5M (pH =0,3).

[11.2.4. Etude dans KCI

Dans cette partie nous cherchons a déterminer bgations des propriétés
électrochimiques des dépbts P15 et P30 en fonationpotentiel par spectroscopie
d’'impédance électrochimique. Le domaine des patlngixplorés se situe autour du potentiel
de circuit ouvert &, avec un pas de 100 mV. Les expériences sontsééaliavec les
électrodes de a-CNx ayant subi le protocole P1B3& sans prétraitement électrochimique
préalable dans 4 solutions de KCI (0,1 M/0,2 M/ BIA.,0 M). Les pH des solutions sont
autour de 6,9.
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[11.2.4.1 Modélisation électrique de [linterface verre/ITO/a-
CNx/Electrolyte.

Tamiasso-Martinhoret al. ont étudié la dépendance en potentiel de la c@paci
interfaciale en fonction du pH et du pourcentagamafjue d’azote dans le film d’a-CNx
déposé sur Si/N&Q, 0,5 M. La variation de la capacité en fonctionpadentiel passe par un
maximum, celui-ci étant plus marqué dans le cak@ioechiométrie en azote des films vaut
0,3 [37].

Dans notre cas, nous allons étudier, I'influencepdientiel sur la valeur des capacités
pour deux stoechiométries en azote différentes6(@20,30) a un méme pH mais pour
différentes concentrations en électrolyte.

Les diagrammes sont simulés a l'aide du logicieha®l et du circuit équivalent

suivant (Figure 1lI-16).
CPE

—

R:

—| Rur

Figure 111-16 : Circuit électrique équivalent de I'interface a-CNx.

Dans ce circuit, R est la résistance haute fréquencee® la résistance de transfert de
charge et CPE est I'élément de phase constantespamdant a la capacité de double couche.
L’'expression globale de 'impédancg &st :

R Equation 111-6
+
1+(R)Q(jw)”

La qualité des simulations avec le logiciel Simatlévaluée de la fagon suivante : I'erreur sur

Zg:RHF

les mesures, est imposée et un facteur de corrélation engsgpBrience et la théorig?, est

obtenu.

[11.2.4.2 Spectroscopie d'impédance électrochimique pour les
électrodes P15 dans KClI

Une série de mesures d’'impédance a différents peler{en partant des potentiels

négatifs vers les potentiels positifs) est réalipear déterminer les parametres du circuit

102



Chapitre llI- Caractérisation des dépots de a-QINXIBO

équivalent de la Figure 111-16 dont les résistarRgset R et le coefficient du CPE et Q.

Les Figure 1lI-17 a et b représentent les diagrammegpérimentaux dimpédance en
représentation de Nyquist et les simulations apjéstement des parameétres avec le logiciel
Simad. Les simulations sont en pointillées tandis lgs courbes expérimentales sont en trait
plein. Pour toutes les électrodes, les expérieanegte réalisées dans 4 solutions de KCI en
commencant par la solution la moins concentréendingssant par la plus concentrée. Pour
chaque expérience trois spectres d’'impédance sestinds a la suite a chaque potentiel. Les

trois spectres obtenus sont superposables.

a b
' ' ' ' 50000 e
300000+ -
mHz 40000+ i
< O
£ 200000+ E £ 30000+ E
S S
@] ©]
N N
S & 20000+ .
£ 100000 . £
1 1
10000 .
0+ B 04 i
T T T T T T T T T T
0 100000 200000 300000 0 10000 20000 30000 40000 50000
Re(2) (Q.cm?) Re(2) (Q.cm?)

Figure 111-17 : Diagramme de Nyquist expérimantaux(—) et ajustés (--) pour des électrodes a-CNx sur
ITO protocole P15 dans KCI 1M (Eoc =-0,223 V/ECS)u)-0,523 V/ECS, @&)-0,423 V/ECS, ¢)-0,323
V/IECS, (V¥)-0,223 V/ECS, )-0,123 V/ECS, () -0,023 V/ECS, @)+0,023 V/ECS. a) Fenétre entiére b)
Agrandissement.

La représentation en Nyquist montre des courbes ipeurvées pour les valeurs
élevées de potentiel. Dans le cas des potentigjatifee une boucle commence a apparaitre
avec des valeurs dg Rlativement importantes. La boucle signifie squéuéaction faradique
de transfert de charge a lieu a l'interface. Cepahdaucune réaction faradique ne peut étre
due a la solution de KCI dans cette gamme de pelerie courant faradique est
probablement di a la réaction de réduction desdratoxygene encore présent dans la
solution malgré le dégazage ou a la réduction €aul’ La Figure 1ll-14 a est retracée en
présentant l'intensité en logarithme pour mieux poendre d’ou vient le courant faradique
(Figure 111-18). Cette représentation a le mérie mieux visualiser les changements de

pentes.
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Figure 111-18 : Courbes intensité-potentiel en repeésentation semi-logarithmique pour une électrode Fla
différentes concentrations en KCI. 0,1 M (en noir)0,2 M (en rouge). 0,5 M (en vert). 1,0 M (en bleu)

Dans la partie cathodique, deux pentes différestesd observées. La premiére pente
allant du potentiel degi(minimum de la courbe) a environ -1,3V/ECS coroegfant
vraisemblablement a la réduction de l'oxygene e¢ wente plus importante pour des
potentiels plus cathodiques correspondant a lactiésiu de I'eau. Le courant anodique
correspondrait a priori a I'oxydation des chlorupegsents en solution. Les pentes cathodique
et anodique permettent respectivement de déterf@aaroefficients de Tafel cathodiquk,
et anodiquep,.

Au potentiel &, io = -i(02) = i(CI), la valeur de la résistance de charge de charge
globale est égale a :

Equation -7
ﬁOZIgcl— q

" 2303,(8, - fo,)

R

Les valeurs déterminées graphiquement pour leiceats de Tafel et pour ainsi
qgue pour la résistance de transfert de chargeléal@ul’aide de I'équation 1lI-7 sont listées
dans le Tableau IlI-13. Les concentrations en onggéissous sont estimées a partir de la
Figure 111-14 : Voltammogrammes des dépots de a-CBIx 0,282 cm?) dans une solution de
LiClIO40,5 M et dans KCI. a) P15. b) P30 c) LiGIO5 M. d) KCI 0,1 M. e) KCI 0,2 M. f)
KCI 0,5 M. g) KCI 1,0 M. en utilisant I'équation-8, le coefficient de diffusion de I'oxygene
étant de 2.18cmz2.s".
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concentration | 0,1M0,2M|05M|10M
B(Oy) -0,85| -1,3| -0,60 -0,74
B(CI) 1,9 | 22| 1,11] 0,98
io(10° A) 0,85 | 1,41| 0,442 0,59

R (10°Q .cm?) | 8,62 | 7,09| 11,4/ 8,98
[O,] 10° mol.L™" | 4,6 51| 15| 15

Tableau 111-13 : Valeurs des coefficients de Tafelde et de la résistance de transfert de charge;Rn
fonction de la concentration en KCI pour des électides P15.

Une concentration en oxygéne dissout de I'ordra@emol.L™ est déterminée et les
valeurs de Rsont autour de £@2 .cm2. Le courant faradique a donc pour originprésence

non négligeable d’'oxygene dissous en solution.

Les valeurs moyennes de la résistance a hautesinégurouvées apres ajustement des

parametres du circuit a I'aide du logiciel Simadtgarésentées dans le Tableau 1l1-14.

concentration 0,L1M | 0,2M|05M|1,0M
Rue (Q.sz) 55 43 29 25

Tableau IlI-14 : Valeurs des résistances a haute équence aprés ajustement des parametres avec le
logiciel Simad.

Une diminution de la résistance a haute fréquersteobservée en augmentant la
concentration en KCI, cette diminution est liée’@admentation de la conductivité des
solutions avec la concentration en électrolyte supfCependant, les valeurs trouvées sont
largement supérieures a celles attendues pousistagce de I'électrolyte [38][39]. En effet,
la valeur de résistance de I'électrolyte devraié &utour d’'une dizaine d’'ohms dans le cas
d’'une solution de KCI 0,5M. Le schéma équivalerdgsh’donc pas complet. L’hypothese la
plus vraisemblable est que la résistance a haégeidénce est la résultante de deux résistances
en série correspondant a la résistance de I'élgte#rd=. et une résistance due a l'interface
ITO/CNX, Rroens (Figure 111-19).

CPE

- Re Ritorienx

Rt
Figure 111-19 : Circuit équivalent modifié de I'int erface Electrode/KCI.
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Un moyen indirect de détermination derdRnx consiste a estimer la résistance de
I'électrolyte. Pour cela un spectre d’'impédancetébehimique sur une électrode de platine
de 5 mm de diametre est réalisé. Les valeurs distagse d’électrolyte pour chaque
concentration en KCI sont par la suite calculéedagiction du diameétre en utilisant la
formule de Newman [40].

1 Equation 111-8

4r K

Re:

Avec : ro le rayon de I'électrode de platine,

K, la conductivité de la solution,
Les valeurs des résistancBs sont calculées avec la formule de Newman et lawatle
Ritoicnx est déduite de celles &R et deRyr. Pour vérifier la contribution du substrat d’'ITO
sur ces valeurs de résistance, les résistancedépéss de a-CNx sur des substrats de verre
sont également mesurées par SIE (Tableau lll-1&Jahbrication des électrodes en verre/CNx

est présentée en annexe.

concentration | 0,1M0,2M|{0,5M|1,0M
Re (Q.cm?) 17,6 8,2 3,5 2,0
Rirocns (Q.cm?)| 37,4 | 34,8] 255 23
Ruemeicn(Q.cm2) | 440 | 324 | 296| 264

Tableau 111-15 : Valeurs de la résistance de I'éld@mlyte et de la résistance Rojcnx €t Rierreicnx €N fonction
de la concentration en KCI.

Les valeurs des résistances sur verre sont largesupérieures a celle sur ITO.
L'utilisation d’'un substrat conducteur comme I'I'T@mparativement au verre rend la
résistance haute fréquence beaucoup moins impertambiet al. ont également obtenu ses
valeurs de résistance haute fréquence plus impgesgtignour des dépots sur Si intrinseque que
sur Si dopé n ou p [7]. Dans leur cas, ce compaitera été attribué a la géométrie des
électrodes de a-CNx sur Si intrinseque. Dans ledaas substrat isolant, le contact avec le
film de a-CNx est réalisé avec de la peinture adatdcf. Annexe), les lignes de courant sont
alors orientées des bords de I'électrode versngeet générent une résistance plus grande.

Ces valeurs permettent, a I'aide de la formule degRetablie en 1984, de calculer la

capacité équivalente en fonction de Qadele la résistance de I'électrolyte et de la réarst
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de transfert de charge dans le cas d’'une distabulies constantes de temps le long de la
surface [41]:
1-a) Equation 111-9
Cd = Q%RQ 4
Avec R, la combinaison de la résistance de haute fréquetrleerésistance de transfert

de charge.

-1 _ -1 -1 i -
R, " =R, "+R Equation I111-10

Les Figure I1I-20 a-d représentent les variatioasdadrésistance de transfert de charge,
de a, de Q et de la capacité équivalente en fonction du pisterde l'impédance
électrochimique pour les différentes concentratiensKCl. Les résultats pour deux autres
électrodes sont présentés en annexe. Une des peearaéprendre en compte est que les

électrodes de a-CNx ne peuvent pas étre polies eh&ique expérience.
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Figure 111-20 : Parametres du circuit selon le potatiel pour une électrode P15 a) variation de la
résistance de transfert de chargeR; b) variation de a b) variation de Q d) variation de la capacité de
double coucheCy pour différentes concentrations en KCI. 0,1 M (emoir). 0,2 M (en rouge). 0,5 M (en
vert). 1,0 M (en bleu).

Une dépendance de la résistance de transfert dgechat observée en fonction de la
surtension appliquée. Pour mieux observer ces tiar@a on traceR en échelle
logarithmique. Dans la plupart des cas, hormisdarlee & 0,2 M, de -0,2 V/ECS a -0,5
VIECS, la résistance haute fréquence diminue &a00,6 V/ECS puis de -0,2 V/IECS a 0,2
V/IECS elle reste stable. Comme expliqué précédemrizaeule réaction faradique possible
est la réduction de I'oxygene résiduel. La résistade transfert de charge correspondant a
cette réaction faradique diminue donc lorsque léalgnce est réalisée a des potentiels
proches du potentiel de réduction de I'oxygenedaude -0,5 V/ECS). Les valeurs des
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résistances de transfert de charge déterminéesda bes droites de Tafel sont dans le méme
ordre de grandeur que les résistances détermiréespédance, ce qui confirme la présence
d’une réaction faradique due a la réduction deyiyene.

Dans notre cas, les valeurs @&arient entre 0,83 et 0,89. Dans la plupart dsslea
valeurs deg varient avec le potentiel. Les expériences de Tsspidartinhoret al. sur des
dépbts d’'a-CNx sur Si avec une stoechiométrie 86 8ans des solutions de 48&, de pH
2,5 et 5 ont montré également une dépendanaeatefonction du potentiel. Dans leur cas,
une courbe en forme de cloche est obtenue et pwasedninimum aux alentours de 0,2
V/ECS [37]. Dans notre cas, hormis pour la concentratien0,2 M, les valeurs de
augmentent avec le potentiel. Les surfaces sont dienplus en plus homogénes et les
constantes de temps moins distribuées.

La Figure I1I-20c montre les variations @eselon le potentiel et la concentration en
KCI. Pour les concentrations en KCIl de 0,5 M et WM0la courbe présente une forme de
cloche avec un maximum. Pour la concentration deMDen KCI, la courbe est en forme de
cloche avec un minimum.

De plus, les capacités de double couche variesieégnt avec les potentiels pour
toutes les électrodes et pour toutes les concemtsagén KCI. La plupart des courbes montrent
un minimum entre -0,6 et -0,3 V/ECS, puis une augaten de celui-ci, pour finir par une
légere diminution a partir de 0 V/ECS. Cependapeg Valeurs de capacité selon la
concentration en KCI obtenues pour les trois &eets ne varient pas de la méme fagon.
Tamiassaet al. ont montré que la capacité dépend a la fois dul@ha solution, de la teneur
en azote du film ainsi que du potentiel. La cagaaiontre un maximum plus ou moins
marqué. Cette valeur est plus élevée lorsque legitdcide et que le pourcentage d’azote est
de 30% dans le plasma. De plus, le maximum estdéplers les potentiels plus cathodiques
lorsque le pH augmente. Cet effet du pH est difauxes imines et amines qui agissent
comme des bases de Bronsted [37]. Les courbes seimé décaler en fonction de la

concentration en KCI mais ont relativement la méonme.

Les valeurs moyennes des capacités (en preaeantaleurs de capacité pour les 3
électrodes et pour tous les potentiels) sont nataes le Tableau IlI-16 :
[KCI] (M) | 0,1 0,2 0,5 1,0
Cy(uF/cm?)| 941 | 9,2+0,9/ 9,4+0,9| 9,8+0,8

Tableau I1I-16 : Valeurs de la capacité équivalent@our les 4 concentrations en KCI.
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Les valeurs de capacité de double couche sontldam&me ordre de grandeur que
celles déterminées pour le a-CNx sur d’autres saissel que sur Si (valeurs comprises entre
2 et 10uF/cm?) [37] ou sur Acier 316L (valeurs comprisegeR2 et 7uF/cm?2) [39].

La double couche électrochimique est composéa amuiche de Helmhotz et de la
couche de Gouy-Chapman. La capacité de double eoeshalors la combinaison de deux

capacités en série : la capacité de Gouy-Chap@rnet de la capacité de Helmhalty, .

1 1 1 Equation 11I-11
= +
C; Cy Cec
La capacité de Helmholtz est égale a :
Equation I11-12
_ gHzOEO q
C,=———
Ly,

Avec &40, la constante diélectrique de I'eau adsorlzgda constante de permittivité kt;,
I'épaisseur de la couche de Helmholtz.
La capacité de Helmholtz ne dépend donc pas denleentration en électrolyte.

La capacité de Goly-Chapman est définie comme :

Eh0€0 ZFAD Equation 111-13
GC — eX
Lec 2RT
Et
L = En0€0
¢ zF272c Equation 111-14

Avec Lgc, I'épaisseur de la couche de Golly-Chapnzast,c, la charge et la concentration
des ions en solution, iy la différence de potentiel aux bornes de la dogbliche.

Donc d’apres I'équation IlI-13, IlI-14 et lll-11,0tsque la concentration en ions
augmente, la capacité de Goily-Chapman et donc delledlouble couche augmentent
€galement.

Dans notre cas, une augmentation de capacité aidonde la concentration est

observée, la variation de double couche suit dost lba théorie.

111.2.4.3 Spectroscopie d'impédance électrochimique pour les
électrodes P30 dans KCI.
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Les valeurs de capacité équivalente des films @&Na-P30 sont déterminées de la
méme fagon que pour les électrodes P15. L'ordreegpériences est identique a celui réalisé
pour les électrodes P15 (des concentrations faibl®s concentrations élevées et des
potentiels les plus faibles aux potentiels élevéa).Figure IlI-21 montre les diagrammes
d'impédance expérimentaux et les simulations apjéstement des parametres avec le
logiciel Simad en représentation de Nyquist powe swlution de KCI 0,1 M. Les simulations
sont en pointillées tandis que les courbes expétahes sont en trait plein. Les expériences

sont réalisées sur deux électrodes.

100000+ =50mHz 7

50000

-Im(Z2)(Q.cm?)

0 50000 100000
Re(Z2)(Q.cm?)
Figure 11I-21 : Diagramme de Nyquist expérimentaux (—) et ajustés (--)pour pour des électrodes de a

CNx sur ITO P30 (Eoc = -0,260 V/ECS))u) -0,560 V/ECS, &)-0,460 V/ECS, $)-0,360 V/ECS, ¥)-
0,260 V/ECS, ()-0,160 V/ECS, K) -0,060 V/ECS, (€)+0,060 V/ECS.

L’allure des diagrammes de Nyquist est la mémeagllie obtenue pour les électrodes
P15, c'est-a-dire des courbes avec un début delebalica la réaction de réduction de
I'oxygeéne résiduel pour les potentiels les plusatiég) puis des courbes peu incurvées. Les
courbes de Tafel sont également tracées pour détarrtes coefficients de Tafel ef i
permettant de calculer; Erigure I11-22 et Tableau 111-17 ).
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log(J (mA/cm3))

08 00 08
E(V/ECS)

Figure 111-22 : Courbes intensité-potentiel en repésentation semi-logarithmique pour une électrode RBa
différentes concentrations en KCI. 0,1 M (en noir)0,2 M (en rouge). 0,5 M (en vert). 1,0 M (en bleu)

Les valeurs des coefficients de Tafel, gleet de la résistance de transfert de charge

sont listées dans le Tableau 1l1I-17. Les concepntraten oxygene dissout sont calculées a
partir de la Figure IlI-17 en utilisant I'équatidire.

concentration | 0,1M0,2M|05M|1,0M
B(Oy) 0,64 -0,84| -1,08 -1,26
B(CI) 1,01 | 1,26] 2,27 2,50
io(10° A) 0,39 | 0,99 1,58 1,21
R(ACQ.cm? | 431 | 22| 20| 29

[0 10°mol.L*| 23 | 26 | 23| 22

Tableau IlI-17 : Valeurs des coefficients de Tafekle et de la résistance de transfert de charge Rt en
fonction de la concentration en KCI pour des électrdes P30.

Les valeurs de la résistance de transfert de clerde la concentration en dioxygene
sont dans le méme ordre de grandeur que celleaudseour les électrodes P15. Il y a donc

comme lors de I'analyse des électrodes P15, urszipcé non négligeable d’oxygene dissous
en solution qui entraine un courant faradique.

Les parametres sont ajustés avec le logiciel Sioeadui permet de tracer pour les

guatre concentrations les valeurs @et de la capacité équivalente calculée a partilade
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formule de Brug (équation 1lI-9 et 11I-10) (Figundl-23). Les résultats pour une autre

électrode sont présentés en annexe.
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Figure 111-23 : Parametres du circuit selon le potatiel pour une électrode P30 a) variation de la
résistance de transfert de chargeR; b) variation de a b) variation de Q d) variation de la capacité de
double coucheCy pour différentes concentrations en KCI (en noir) @l M (en rouge) 0,2 M, (en vert) 0,5 M
(en bleu) 1,0 M.

De la méme facon que pour les électrode P15, istaése de transfert de charge varie
avec le potentiel. Une légere diminution des va@&yrest observée de -0,6 V a -0,5 V/ECS,
puis une augmentation de -0,5 V a -0,2 V/ECS puis {égére augmentation ou une
stagnation jusqu’ a 0,4 V/ECS selon les concentnaten KCL. Les faibles valeurs Beaux
potentiels proches de -0,5 V/ECS sont dues a [&iogade réduction de I'oxygene résiduel.

Les valeurs des résistances de transfert de clogtgeminées a I'aide des courbes de Tafel
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sont dans le méme ordre de grandeur que les msestaléterminées par impédance comme
dans le cas des électrodes P15.

Les valeurs dex sont proches de celles des électrodes P15 macs e amplitude de
variation plus grande. Dans le cas des valeurs aletenues pour I'électrode présentée dans la
Figure 111-27b, la valeur de présente un minimum proche de la valeur du pakdé circuit
ouvert. Pour les valeurs obtenues pour la deuxiéleetrode aucune forme évidente des
courbes n’est observée. De plus, les valeura dent plus faibles que celles observées pour
les dépodts P15 dans les 4 concentrations en KGte @bservation est la méme que celle
obtenue par Tamiasst al. pour I'interface a-CNx/Ng&O, pour les pH 2,5 et 5 [37].

La capacité pour les électrodes P30 varie égalemat le potentiel. Dans le cas des
valeurs présentées, en allant des potentiels megatx potentiels positifs, une diminution de
C est observée jusqu’a atteindre un minimum au piefese circuit ouvert, puis un maximum
autour de -0,1 V/ECS, puis de nouveau une diminutie celle-ci. Comme pour les dépots
P15, l'ordre des valeurs des capacités selon meerdration en KCIl est difféerente selon
I'électrode. La moyenne des valeurs des capaadiésaentes est donc calculée pour chaque

concentration en KCI (Tableau I11-18).

[KC (M) | 0,1 0,2 0,5 1,0
Cu(nF/cm?)| 5,0£0,4| 6,520,5| 7,1£0,8| 7,540,7

Tableau I1I-18 : Valeurs moyennes des capacités émyalentes sur P30 selon la concentration en KCI.

Une augmentation de la capacité de double coudte observée lorsque la
concentration en KCl augmente en accord avec taithéquation 111-11, IlI-13et 11-14)
Les valeurs moyennes des capacités dans le caglelsodes P15 et P30 sont

présentées dans la Figure 111-24.
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Figure 11I-24 : Valeurs moyennes des capacités équalentes selon la concentration en KCl en rouge pou
les électrodes P15 et en noir pour les électrode3®

Les valeurs moyennes de la capacité de doubleheopour les électrodes P15 sont
supérieures aux électrodes P30 pour les quatreentrations en KCI (Tableau IlI-16 et
Tableau 111-18). Les valeurs plus faibles de caggade double couche pour les électrodes P30
sont dues a leurs faibles conductivités companaitre aux €lectrodes P15. En effet, les
expériences en CS-AFM ont montrées une conduclgerique locale des films P15 80 fois

supérieure a celle obtenue pour les films P30.

[11.2.5. Etude électrochimique d’un couple redox sur les déjis de
CNx sur ITO P15

La réactivité électrochimique des électrodes deNa-@st également étudiée pour
déterminer le protocole optimal de dépbts pourflggres applications comme électrodes
dans une puce microfluidique pour la détectionpbess électroactives. Pour cela, la réponse
des films vis-a-vis d'un systeme redox est étudiée. couple redox choisi est le
ferricyanure/ferrocyanure, systeme réversible gbitsun transfert électronique a un électron
par sphére externe sensible a I'état de surfackkdetrode [42]. La réaction ayant lieu a

I'électrode est donc :

[FeCN)J’™ + &

[Fe(CN)J*" Equation 11I-15
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111.2.5.1 Electrode sans prétraitement

La réactivité électrochimique est étudiée par spscopie d’'impédance électrochimique.
Les spectres d'impédance sont enregistrés poumuehé@ctrode au potentiel d’équilibre du
systeme redox ferri-ferrocyanure (0,21 V/ECS), paudomaine de fréquence entre 100 kHz
et 50 mHz avec 5 points par décade (Figure llI-EB)diagramme de Nyquist est différent de
précédemment car la réaction faradique est mienk@eée par la présence du traceur redox

en solution: le ferricyanure/ferrocyanure de patamss
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Figure 11I-25 : Diagramme de Nyquist d'une électroce de a-CNx (S = 0,282 cm?) réalisé avec le protoeol
P15 dans une solution de ferricyanure ferrocyanurele potassium 1¢M dans 0,5 M KCI. L'électrode n'a
pas subi de pré-traitement.

Le diagramme se décompose en deux parties, unéebmamacitive aux hautes fréquences
(100 kHz-100 mHz) et un tassement aux basses finégae(100 mHz-50 mHz). La limite
haute fréquence du diagramme et le diamétre dedalé correspondent respectivement a la
valeur de la résistance de I'électrolyi, et a la résistance de transfert de chaRgeRour
vérifier l'idéalité ou la non-idéalité du comportent capacitif, on porte log(-Im(Z)) en
fonction de log(fréquence (Hz)) (Figure lll-26a)e @iagramme nous permet d’avoir une
premiere estimation de la valeur de de l'ordre de 0,82. Cette valeur montre un

comportement non idéal de la capacité et justifiisation d’'un élément de phase constante,

116



Chapitre 1ll- Caractérisation des dépots de a-CINXEO

CPE, dans le circuit équivalent. De plus, I'ex@tbon des valeurs de la partie imaginaire
permet d’estimer la valeur @@ (Figure 111-26b) en utilisant la formule 111-23 $.
1 arr Equation 111-16

Q= [$in(-)

CIm@Z) 02 )° 2

Il s’agit d'un tracé deQ en fonction de la fréquence, la partie haute frAgaest linéaire
et correspond a la valeur €edu CPE du circuit équivalent. La valeur Qeobtenue est de
3,5.10° F.4"Yem?.

a b
3.0_ T T T T T T ] . . . . . .
log(-ImZ)=-0.82log(freq(Hz))+3.7 104 E
2.5+ ° T .\.\
\ n
L] 4 \.
e 10?4 . 5
_ 2.0 P ] I \.
N a \ £ ] \
£ o . 2 \
= < 3| " i
S 1.5- _,/ N ] & 1073 \
o) " o 2 \
— \ I\L/ .\
A\ S “
1.0 n\ B 104 \ i
N TEccooooa,
* 1 -
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Figure 111-26 : Variation de la partie Imaginaire et de Q en fonction de la fréquence a) log(-
Im(2))=f(log(fréquence (Hz)). b) Q=f(fréquence) pou une électrode de a-CNx réalisée avec le protocole
P15 dans une solution de ferricyanure ferrocyanurele potassium 1M dans 0,5M KCI.

Le circuit équivalent a l'interface électrode/ d@un proposé est donc le suivant (Figure lll-
27) -

CPE

— I Rur |
Rt W

Figure 111-27 : Circuit électrique équivalent de I'interface électrode a-CNx/solution électrolyte condérée
en présence du couple redox ferricyanure/ferrocyame.

Avecla résistance haute fréquencegRa résistance de transfert de charge,’'Rnpédance

de diffusion de Warburg, Wet I'élément de phase constante, CPE.
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L’expression globale de 'impédancg £exprime de la fagon suivante :

R +W Equation I1l-17
+
1+ QR +W)(jw)”

Zg:RHF

Le Tableau I111-19, ci-apres, résume les résultates ajustement des parameétres du
circuit équivalent a I'aide du logiciel Simad.
Rur(Q.cm?) | Q(F.&Yem?) | a | R(Q.cm?)| S (Q.s™%.cm2))| »2
30 3,0.10 0,84 426 26 1,3

Tableau IlI-19 : Valeurs des parametres du circuitéquivalent obtenues apreés ajustement aves0,01

avec 3, le coefficient de Warburg.

Les valeurs déterminées graphiqguement et a sont proches des valeurs aprés
ajustement des parametres confirmant ainsi la baaéguation du circuit équivalent. La
capacité de double couche calculée avec la formel8rug (Equation IlI-16 et 11I-17) est
égale a 7,9F/cm2. La valeur de capacité équivalente est prahéa valeur de 8F/cm?
trouvée pour une solution de KCI 0,5 M seul. Despla valeur de R est également proche
de la valeur de 3Q.cm?2 trouvée pour KCI 0,5M.

A partir de ces résultats, nous pouvons déterméineonstante de vitesse de transfert
de charge hétérogenie, qui est inversement proportionnelle a la résistatedransfert de
charge a surtension nu(k¢—0), R 0.

_ RT
 F2SR, [C] Equation [1I-18

Ko

Avec la températurel, la constante des gaz parfalg,la constante de faraddy, la
concentration de I'espece électroactive [C] euldiase de I'électrodes

Cette expression est établie en combinant deursatjuations. La premiére eéquation
est celle donnant le courant i en fonction de laceatration en considérant I'équation
cinétique pour la réaction de premier ordre (Equmatll-19). La deuxieme relation est celle
liant le courant a la résistance de transfert dargeh selon la relation de Butler —Volmer
(Equation I11-20).

I =k,nF[C] Equation 111-19
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RT

| =— :
nFR, o Equation 111-20

avecn, le nombre d’électrons échangés lors de la réactio

Ceci nous permet de trouver une constante de gitbssransfert de charge hétérogéne
ko égale & 6,25.10cm.s*. La valeur de kest relativement faible et donc caractéristique
d’une réactivité électrochimique plutot lente. €ethleur est du méme ordre de grandeur que
celles trouvées pour les dépbts de a-CNx sur Sé dop » et « p » avec une BNe 15%.
Cependant ces valeurs sont plus de 100 fois infiérsea celles obtenues sur Si intrinséque
avec P(N) de 15% par pulvérisation DC en présence de RE.dgpdts sont réalisés en
appliguant une puissance radio fréequence pendantdépots. Les expériences sur Si
intrinseque sans application de radio fréquencéeigours d’analyse mais montrent a priori
une réactivité électrochimique tres faible [7].

Une illustration des diagrammes d’'impédance ilstta bonne concordance entre la

simulation et I'expérience est montrée dans lafeidgi-28 :
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Figure 111-28 : Comparaison des données de I'impéahce expérimentale M) et simulée (..) a I'aide du
circuit équivalent a) diagramme de Nyquist. b) parie réelle en fonction de la fréquence. c) phase en
fonction de la fréquence. d) partie imaginaire endnction de la fréquence.

[11.2.5.2 Electrode avec prétraitement dans KCI

Les électrodes doivent étre activées eélectrochiemmgnt pour augmenter leur
réactivité électrochimique. Ceci permettra de dieinla valeur de ket de la différence de
potentiel AE, et d’augmenter l'intensité des pics. Comme memngodans la partie 111.3.1.2,
une activation des dépbts couches minces dansoluteos H,SO, est trop agressive rendant
les électrodes inutilisables. Nous avons donc cldeiséaliser I'activation des électrodes dans
une solution neutre, c'est-a-dire dans KCI 0,5D& plus, pour s’assurer du bon maintien des
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électrodes de a-CNx, le potentiel de réduction’ld®I (-1 V/ECS) ne sera pas dépasseé. Les
dépbts sont donc prétraités par balayage de Smwolédries cycligues dans KCI 0,5 M de -1 a
+1,4 VIECS a 50 mV/s.

[11.2.5.2.1 Spectroscopie d'impédance électrochimique au patEnt
d’équilibre du couple ferricyanure/ ferrocyanure

Le prétraitement dans KCI 0,5 M est alors réaliselas électrodes. La Figure 111-29
montre la comparaison des diagrammes d’'impédanaem@sentation de Nyquist avant et

apres prétraitement dans KCI 0,5 M.
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Figure 111-29 : Diagramme de Nyquist d’'une électrode de a-CNx P15 dans une solution de ferricyanure
ferrocyanure de potassium 16M dans 0,5 M KCI (m) avant et (A) aprés prétraitement dans 0,5 M KCI .

De méme on porte le log(-Im(Z)) en fonction du fogguence (Hz)) (Figure 111-30a).
Ce diagramme nous donne une valeuodk I'ordre de 0,87. Cette valeur montre également
un comportement non idéal de la capacité. De laenfdigon que précédemment la valeur de
Q est déterminée en tracant Q en fonction de uééce. Ce graphique donne Q= 2,3.10
F.4"Y.cm? (Figure 111-30b). Les valeurs da augmentent avec le prétraitement ce qui

montre que la surface devient plus homogéene ave@teaitement.
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Figure 11I-30 : Variation de la partie Imaginaire et de Q en fonction de la fréquence a) log(-
Im(2))=f(log(fréquence (Hz)). b) Q=f(fréquence) pou une électrode de a-CNx (S = 0,282 cm?) réalisée
selon le protocole P15 dans une solution de ferriagure ferrocyanure de potassium 18 M dans 0,5 M
KCI.

Les parametres du circuit équivalent sont ajustégtiisant le circuit équivalent de la Figure

[11-27 & I'aide du logiciel Simad et listés dansTiableau 111-20.

Echantillons| Rye(Q.cm?) | Q( F.&*Y.cm?) a R(Q.cm?)| S; (Q.s¥.cm2)| »2
1 25,1 1,8.18 0,89 163 20 0,65
2 25,1 2,2.10 0,88 158 32 0,85
3 28,8 4,0.10 0,81 162 18 1,05
moyenne 26+2 (3+1)I10 |0,86+0,4] 161+3 23+7 -

Tableau 11I-20: Valeurs des parametres du circuit @uivalent obtenues aprées ajustement aves=0,01.

L’efficacité du prétraitement est clairement obgervtémoin en est la diminution d’'un

facteur trois de la résistance de transfert degehBrapres le prétraitement.

Une illustration des diagrammes d’'impédance mohteabhonne concordance entre la

simulation et I'expérience figure ci-dessous (Feglil-31) :
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Figure 111-31 : Comparaison des données de I'impédace expérimentale @) et simulée (..) a I'aide du
circuit équivalent a) diagramme de Nyquist. b) parie réelle en fonction de la fréquence. c) phase en
fonction de la fréquence. d) partie imaginaire endnction de la fréquence.

Les valeurs de capacité éequivalente déterminées fesu trois électrodes

indiquées dans le Tableau III-21.

sont
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échantillons Cy (uF/cm?)|  ko(cm.s")

1 6,8 1,63.10
2 7.9 1,69.10
3 8,1 1,72.19

moyenne | (7,620,7)| (1,68 +0,04)4(

Tableau IlI-21 : Valeurs de la capacité équivalentet de la constante de vitesse de transfert de clyar
hétérogene k pour les 3 échantillons.

A

Les valeurs relativement proches dee€de k montrent que les propriétés des films
de a-CNx déposés sur ITO sont reproductibles. vaésurs des capacités équivalentes restent
dans le méme ordre de grandeur que précédemmatis tane les valeurs de lont été
multipliées par 3 grace a I'activation. L’activatipue un role sur la résistance de transfert de
charge mais pas sur la capacité de double couche.

Les valeurs de la constante de vitesse de trarmdéedharge hétérogeng &ont en
accord avec le caractere quasi réversible de tioéadu ferri-ferrocyanure sur CNx.

[11.2.5.2.2  Voltammeétrie cyclique

La réactivité électrochimique est également étugarevoltammeétrie cyclique. Celle-
ci est réalisée avant et apres prétraitement da&hsK0 mV/s pour des potentiels allant de
-1,5a+1,5 VIECS.

.2.5.2.2.1 Comparaison des voltammogrammes avant et apres préitement

La comparaison des voltammeétries cycliqgues avanapees prétraitement dans KCI
0,5 M (Figure 111-32).
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Figure 111-32 : Voltammeétrie cyclique d'une électrode de a-CNXx (S = 0,282 cm?) suivant le protocle P15
dans une solution de ferricyanure ferrocyanure de gtassium 16°M dans 0,5 M KCl avant (noir) et aprés
(rouge)prétraitement dans KCI.

La comparaison des voltammogrammes montre une augtia d’intensité des pics et une
diminution deAE, apres prétraitement dans KCI 0,5M . Ces valeun$ saliquées dans le
Tableau I11-22.

Jed (Alcm?) | Jox (Alcm?) | AEp (mV)
Avant| 1,0.10° 1,1.10° 730
aprés| 1,9.18 1,8.10° 340

Tableau I1I-22 : Valeurs de l'intensité du pic d’oxydation |, et de réduction |4 et de la différence de
potentiel AEp avant et aprés prétraitement.

Les valeurs des densités de courant de réductiant@gours légerement supérieures
a celle d’oxydation. Cette différence peut étre dua différence de coefficient de diffusion
entre le Fe(CY* et le Fe(CN)™.

Les voltammeétries cycliques sont également réaig@r les trois électrodes. Une
différence de potentiedE, séparant les deux pics est de (720+60) mV avatigiement et
de (336+45) mV apres prétraitement. Dans le casedhéaction réversible, I'écart entre les
potentiels des pics de réduction et d’oxydation dest2.22RT/nF soit pour une réaction
monoélectronique de 59 mV a 25°C. La valeur ol#datgement supérieure a 59 mV laisse
supposer que le transfert de charge électroniqlimtarface électrode/solution est moins

rapide.
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[11.2.5.2.2.2  Votammeétrie cycligue du ferricyanure a différentes vitesses de
balayage
Une étude en fonction de la vitesse de balayageéaksée pour observer I'influence
de la chute ohmique sur les voltammogrammes. Limwwhétrie cyclique du ferricyanure est
réalisée a 16 vitesses de balayage allant de&®,01 V/s de 0,7 V/ECS a -1 V/ECS. Les

expériences sont réalisées a deux concentratiofermgeyanure 10 mM et 0,5 mM dans 0,5
M KCI.

Le potentiel de pic est alors relevé pour chaquetesse et celui-ci est tracé en fonction du logahine de v
(Figure 111-33 : @) Variation du potentiel de pic en fonction de log(v). b) Variation de (Eox+Ered)/Zoour
des solutions a différentes concentrations en fenyanure de potassium dans KCI 0,5Mm) 10 mM en
ferricyanure (A) 0,5 mM en ferricyanure.

a). La variation de (&+Eg/2 est également tracée en fonction du log v (feidU-
33b). Dans le cas du systeme ferricyanure/ferranyarde potassium, les valeurs des
coefficientsa sont égales. Les branches anodiques et cathodilpwesient se superposer et
donc (Ex*+Eqq)/2 devrait étre relativement constant. La décevise de (Et+Eq)/2 observée
aux hautes vitesses de balayage est due a laauigue.
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Figure 111-33 : a) Variation du potentiel de pic enfonction de log(v). b) Variation de (Eox+Ered)/2our
des solutions a différentes concentrations en feanyanure de potassium dans KCI 0,5Mm) 10 mM en
ferricyanure (A) 0,5 mM en ferricyanure.

Une contribution importante de la chute ohmiqué ebservée. Pour vérifier
importance de celle-ci, une simulation des voltlaogrammes est effectuée en utilisant le
logiciel Digielch et en prenant en compte les pames déterminés par spectroscopie
d'impédance électrochimique (kCy et R) (Tableau I1I-23). Ces simulations sont réalisées
avec et sans correction de la chute ohmique, Rediagrammes d'impédance ont été simulés

avec le méme circuit équivalent que précédemment.
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[ferricyanure]| Rur Q a R: S Cq ko
(mM) (Q.cm?) | (F.§%Y.cm?) (Q.cm?)| (Q.s¥2cm?)| (uF/icm?) | (cm.sh)
0,5 40 33.10 |0,88 817 521 13,2 6,5.10
10 35 2,010 [0,92] 121 34 10,2 2,2.10

Tableau I1I-23 : Valeurs des paramétres du circuitobtenues aprés simulation a I'aide du logiciel Sinth
pour les deux concentrations en ferricyanure.

Pour les simulations sur Digielch, les valeuremaes pour la simulation sont les

valeurs dek, les valeurs de la capacité équivalente représelaaapacité de double couche

ainsi que les valeurs dg;R

Les Figure 111-34 montrent les voltammogrammes expéntaux et simulés avec le

logiciel Digielch pour les deux concentrations.
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Figure 111-34 : Voltammogrammes pour différentes viesses de balayage 10 mV/s, 20 mV/s, 30 mV/s, 50
mV/s, 70 mV/s, 100 mV/s, 150 mV/s, 200 mV/s, 300 fsY500 mV/s, 700 mV/s, 1000 mV/s, 1500 mV/s,
2000 mV/s, 5000 mV/s, 7000 mV/s, 10000 mV/s a) eoftmogrammes expérimentaux dans une solution de

ferricyanure 0,5mM b) Voltammogrammes simulés dansine solution de ferricyanure 0,5 mM c)

Voltammogrammes expérimentaux dans une solution derricyanure 10 mM d) Voltammogrammes
simulés dans une solution de ferricyanure 10 mM.
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Les valeurs des potentiels de pic sont traceesmetibn du logarithme de la vitesse
de balayage (Figure 111-35). Les relations relieast potentiels de pic en fonction de la vitesse
de balayage sont indiquées au chapitre II-1-1 (Egudl-7 et [I-8). Jusqu’a une valeur de
vitesse de balayage de 300 mV/s les valeurs desipels de pics simulés par Digielch et
expérimentaux sont assez proches puis I'écart anigmrapidement di a la chute ohmique
plus importante aux grandes vitesses de balayageomparaison des courbes en bleu foncé
et en bleu clair pour les deux concentrations eficf@nure pour une méme concentration en
KCI montre une influence beaucoup plus importané la chute ohmique lorsque la

concentration en ferricyanure est élevée.
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Figure 111-35 : Variation du potentiel de pic en fonction de log(v) pour une solution de ferricyanuredans
0,5 M KCl a) 0,5 mM en ferricyanure b) 10 mM en fericyanure . (A) Valeurs de E,;; expérimentales ; ()
valeurs de E,;. simulées par Digielech avec la chute ohmique X) valeur de E, simulées par Digielech
sans chute ohmique.

Pour notre future application en microsystemesst@-dire la détection du peptide
TTR marqué, les concentrations en TTR marqué ajuei les vitesses de balayage seront
relativement faibles, ce qui nous permet de noasegpl dans des conditions ou la chute
ohmique est peu importante.

[11.2.5.2.3  Spectroscopie d'impédance électrochimique a diffigepotentiels

Dans le cas ou le transfert de charge est contd@é, mesures d'impédance sont

réalisées a différents potentiels autour du patede circuit ouvert pour connaitre la variation
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Chapitre lll- Caractérisation des dépots de a-QINXBO

des paramétres du circuit équivalent en fonctiorpoentiel. Les diagrammes d’'impédance
sont ajustés avec le circuit de la Figure I11-27.
La Figure 11I-36 montre le diagramme d’'impédancereprésentation de Nyquist aux

différents potentiels ainsi que la simulation de degrammes.

20000

-Im(2)

10000

36Hz

01 ®s6H:
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2000 4000

Re(2)
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Figure 111-36 : Diagramme de Nyquist pour le ferricyanure/ferrocyanure de potassium & 18M dans KCI
0,5 M a plusieurs potentiels a) fenétre entiere. Bygrandissement de la fenétre.o() +1,025 V/ECS, &)
+0,625 V/ECS, (") +0,425 V/ECS, () +0,325 V/ECS, #) +0,225 V/ECS, ) +0,125 V/ECS, ¢) -0,025
VIECS, (%) -0,125 V/ECS, ¢) -0,525 V/ECS.

Le Tableau llI-24montre les valeurs des parameéttescircuit obtenues apres

ajustement avec le logiciel Simad. La valeur dgBuix est déterminée en calculantdRe
(Re=3,5Q.cm2).

E(V/IECS)| Rue(Q.cm?) | Rroienx | Q(F.&D a | R(Q.cm?)) Ca 1
(Q.cm?)) Jcm?)) (nF/cm2)

-0,525 26,1 22,6 4410 | 083] 4663 10,8 2,9
-0,125 27,0 235 2210 | 091 488 10,2 15
-0,025 25,0 215 2510 | 0,90 318 10,4 | 0,8¢
0,125 25,0 21,5 2,610 | 0,89 626 10,7 0,9
0,225 27,9 24,3 2210 | 0,90 226 9,5 1,11
0,325 25,0 215 2410 | 0,90 240 10,9 | 0,81
0,425 24,9 21,3 2410 | 091 404 11,0 | 0,6¢
0,625 27,2 23,7 1,910 | 0,93 586 10,0 3
1,025 21,8 18,3 1410 | 092 1855 6,9 0,6d
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Tableau IlI-24 : Valeurs des ajustements des parantées du circuit de la Figure 111-27 obtenues avecd
logiciel Simad aveas = 0,01.

Les valeurs des résistances de transfert de clpgmge deux électrodes différentes
sont reportées en fonctions de la surtension apggdig(Figure 111-37). Un minimum est

observé a surtension nulle.

3500 1 E
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25001 E

2

Ri( ohm.cm®)
= [ N
o [6)] o
o o o
o o o

500 E

04 N

-1.0-0.8-0.6-0.4-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
n V/ECS)

Figure 1lI-37 : Variation de R, en fonction de la surtensionn appliguée pour un couple
ferricyanure/ferrocyanure de potassium 16 M dans KCI 0,5 M sur une électrode de a-CNx P15 de

surface 0,282 cmz2.

Tamiasso-Martinhort al. ont établi I'équation 111-21 reliant la résistande transfert

de charge Ra la surtension.
i Equation 11I-21
1+2(->)cosh{n)
R = .
2/,| 2(->) + cosh(n)
|

L
avec la surtensiom, et le courant limitei, . Quandy tend vers 41, le courant limite de

diffusion anodiquei=i_a, et quand tend vers -[J, i=i ¢, le courant limite de diffusion
cathodique, avecCirc= ia= i

Cette formule est déduite de la loi de Butler-Valyren considérant les coefficients de
diffusion égaux ainsi que pour des concentrationsogydant et en réducteur égales.

L’établissement de cette relation suppose egalementles coefficientg, et 5. sont égaux.

Equation 111-22

—p =p="F
IB_:Ba _IBC_ JRT
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Cette fonction réalisée présente un maximum lorsgugej >>ip, et un minimum quand
io>i /2. La fonction est constante et égale a 1§j2hiand ¢=i /2.

Ici nous sommes dans le troisieme cas, avecylgrand par rapport au courant de
diffusion, le transport de matiere est donc lewurRconfirmer cette hypothese un ajustement
des données expérimentales de la courbe est réiligde 111-38). Dans cette ajustemeént
4,6.10°A eti_ = 2,1.10° A et le dernier point n'est pas pris en compte.effat, ce point se
situe a des potentiels tres négatifs. Dans cette de potentiel, la réduction de I'eau et du

dioxygene présent en solution devraient étre adoseeen compte.

35004 -
3000- -

2500+

R¢( ohm.cm®)
= = N
o a1 o
o o o
.2 .2

-1.0-0.8-0.6-0.4-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
n V/ECS)

Figure 111-38 : Ajustement de la variation de R, avec la surtensiom appliquée pour un couple
ferricyanure/ferrocyanure de potassium 1¢ M dans KCI 0,5 M sur une électrode de a-CNx P15,
I'expérience (noir), la simulation (rouge).

[11.2.6. Etude électrochimique d’un couple redox sur les déjis de
CNx sur ITO P30

Nous avons montré dans la partie IlI-3-1-1 quedkextrodes a-CNx ayant subi le
protocole P30 possedent une fenétre de potentigivalgnte a P15 et supérieure a 2,5
V/ECS. De plus, les dépbts P30 présentent une ctinidé électrique locale et des valeurs de
capacité de double couche inférieures aux dépds(Hil-3-2 et IlI-2-2-2). Ces différents

parametres destinent ces électrodes a une ublisatbmme interface polarisable. Cette
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interface polarisable est utilisée dans le cadre l&&R DIMIPOLE (Dlspositifs
Microfluidiques a interfaces POLarisables pour déparations Electrophorétiques de haute
résolution) en PWF pour le contréle en temps réelfldx électroosmotique. Nous avons
entrepris d’étudier, la réponse des films de a-CiNg a vis d’'une réaction électrochimique

dans la fenétre de potentiel accessible avantres ggétraitement.

111.2.6.1 Voltammeétrie cyclique

Les électrodes sont caractérisées par voltamn@tceue de -1 V/IECS a +1 V/ECS
avec une vitesse de balayage de 0,5 mV/s (FiguB9)lapres un barbotage d'un flux d’azote

dans la solution.

0.6

0.4+

0.2

0.0+

J(mA/cm?)

-0.2

0.4+

-0.61

-1.0 -0.5 ofo 0.5 1.0
E(V/ECS)

Figure 111-39 : Voltammétrie cyclique d'une électrode de a-CNx P15 (S = 0,282 cm?2) P30 dans une salati
de ferricyanure/ferrocyanure de potassium 18 M dans 0,5 M KCI, aprés prétraitement dans KCI 0,5\
(rouge), et avant prétraitement (pointillé) .

Les voltammeétries cycliques sont réalisées pous tétectrodes. Une différence de
potentielAE, séparant les deux pics est de (1500+100) mV guétrtaitement et de (710+50)
mV aprés prétraitement. La valeur obtenue largensemterieure & 60 mV montre un
processus de transfert encore moins rapide quesglles électrodes P15. De plus, les pics
ne sont pas bien définis avant prétraitement. &fisité des pics est relativement faible a
cause de la mauvaise réactivité électrochimiquealdpéts avant activation.

Le prétraitement dans KCl a permis d’améliorerdsotution des pics en divisant par

deux I'écart entre les pics. Ceci laisse supposerog prétraitement dans KCl agit également
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sur les dépo6ts P30 comme activation électrochienige la méme facon que pour les dépots

P15.
L’efficacité de ce prétraitement est égalementaarasée en faisant des mesures en

spectroscopie d’'impédance électrochimique.

111.2.6.2 Spectroscopie d'impédance électrochimique

De la méme facon que pour les électrodes de CNx R%5électrodes P30 sont
caractérisées avant et aprés prétraitement dans pEEl spectroscopie d'impédance
électrochimique au potentiel de circuit ouvert. Emure 111-40 montre les diagrammes

d'impédance dans une représentation de Nyquiss agbr@vant prétraitement.
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Figure 111-40 : Diagramme de Nyquist d'une électrale de a-CNx (S = 0,282 cm?) suivant le protocole30
dans une solution de ferricyanure ferrocyanure de gtassium 16°M dans 0,5 M KCl avant et aprés
prétraitement a) Diagramme de Nyquist complet. b) Arandissement de la fenétre.A) avant
prétraitement (o) aprés prétraitement.

Pour les électrodes P30 et P15, le diagramme deiblyprésente une boucle pour les
fréquences allant de 10 kHz a 50 mHz dans le castgwétraitement et de 10 kHz a 100
mHz aprés prétraitement. Apres prétraitement unutdéle droite est observé pour les

fréequences allant de 100 mHz a 50 mHz. Une dinonutmportante de la résistance de

transfert de charge;®st observée a 'aide de I'activation.

La valeur dea est obtenue graphiquement en tragcant log(-Im(4)) fenction de
log(fréquence (Hz)) (Figure IlI-41). Ce diagrammeus permet de faire une premiére
estimation de la valeur de, de l'ordre de 0,83 (avant prétraitement) et de0Qapres

prétraitement). Cette valeur montre également ummpootement non idéal de la capacité pour
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les électrodes de CNx ayant subi le protocole RB& augmentation de valeur deest

observée. On suppose que le prétraitement a pfetidef rendre la surface plus homogene.

45 : : :
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Figure 111-41 : Représentation de log(-Im(2))=f(logfréquence (Hz)) pour une électrode de a-CNx suivan
le protocole P30 pour une solution de ferricyanurderrocyanure de potassium 16 M dans 0,5 M KCI
avant prétraitement (A). Apres prétraitement dans KCI 0,5 M ().

L’'ajustement des parameétres avec le logiciel Simaalvec le méme circuit équivalent de la Figure 111-27

Circuit électrique équivalent de l'interface électiode a-CNx/solution électrolyte considérée en présemdu
couple redox ferricyanure/ferrocyanure.

donne les parametres listés dans le Tableau lI-2fustement des paramétres apres
prétraitement est réalisé pour trois électrodes.

Rar | Q(F.8*Y.cm?) o R(Q.cm?) S(@Q.s e

2 42 1,8.10 0,90 1234 140 0,58
3 54 2,1.10 0,88 1607 146 0,79

moyenne] 53+6 (1,7+0,3)1 0,89+0,0] (1,3+1) | (1,6%0,3)1 -
1 10°

Tableau I1I-25 : Valeurs des paramétres du circuitéquivalent déterminé a I'aide du logiciel Simad avat
et apres activation pour une électrode et apres dgation pour trois autres électrodes avee=0,01.
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Une diminution par cing de la résistance de trahsfe charge est observée suite au

prétraitement dans KCI 0,5 M. Les valeursodet Q augmentent avec le prétraitement ce qui

montre une homogénéisation de la surface lors élgitement.

Apres prétraitement, les différentes électrodesgntent des valeurs relativement
proches pour tous les paramétres déterminés avegitéel Simad. Il est a remarquer que
nous obtenons une bonne reproductibilité pour lestr@des. La bonne concordance entre la

simulation et I'expérience est illustrée par laurglll-42:
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Figure 111-42 : Comparaison des données de I'impédace expérimentale avant prétraitement4). aprés
prétraitement (o). expérimentale (—) et simulée () a I'aide du circuit équivalent de la Figure 111-27 :
Circuit électrique équivalent de l'interface électiode a-CNx/solution électrolyte considérée en présamdu
couple redox ferricyanure/ferrocyanure.
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a) diagramme de Nyquist. b) phase en fonction da fréquence. c) partie imaginaire en fonction deal
fréquence. d) partie réelle en fonction de la frégence.

Les valeurs de la capacité équivalente et de |stanote de vitesse de transfert de

charge sont calculées a l'aide des équationditt0 et [I-18 (Tableau IlI-26).

échantillonj C (uF/cm?)| ko . 10°(cm.sh)

avant 2,8 0,42
- | 1 | 79 | 21
apres 2 8,1 1,7
3 6,7 2,6

Tableau I1I-26 : Valeurs de la capacité équivalent@t de la constante de vitesse de transfert de clogr
hétérogéne  avant et aprés prétraitement.

Les valeurs de C et dg &pres prétraitement pour les 3 électrodes sohpsoce qui
montre la bonne reproductibilité des films P30 amtraitement dans KCI.

L'intérét du prétraitement est confirmé par speatapie dimpédance
électrochimique. En effet, la résistance de trahsfe charge est diminuée d’'un facteur 5 et
par conséquent la constante de transfert de clestgaultipliée par 5 suite au prétraitement.
Cependant, dans les deux cas, les valeurs faillds laduisent un transfert moins rapide.
L’activation a permis de multiplier les valeurs cipacité de double couche par environ 2,5.
Cette augmentation peut étre reliée a une augnamtdé la surface active aprés activation
[13].

111.2.6.3 Comparaison entre CNx P15 et CNx P30

Les valeurs des résistances de transfert de chdegéa constante de transfert de
charge k, de la capacité équivalente et de difference denpiel,AEp en fonction du

protocole sont répertoriées dans le Tableau lIp@1Tr les électrodes P15 et P30.

activation| R(Q.cm2) [ Ca(uF/cm?)| kol0°(cm.sh) [ AEp (mV)
P15 non 423 7.9 6,25 720
oui 161 7.6 16,8 340

P30| non 5640 2,8 0,42 1500
oui 1128 7.6 2,1 700
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Tableau I1I-27 : valeurs pour les dépéts de CNx P1Bt P30 avant et apres prétraitement

Les électrodes P30 non prétraitées ont des résetate transfert de charge plus de 13
fois supérieures aux électrodes P15 non prétrai¥eplus, les valeurs dgplus faibles pour
les électrodes P30 montrent bien que les électrdde€Nx présentent une moins bonne
réactivité électrochimique en comparaison aux gdes P15. Cette faible réactivité est
également confirmée par la valeMEp qui est deux fois plus élevée pour les électatie
P30 par rapport aux électrodes P15 dans le cassatldctrodes sont non prétraitées.

La différence de potentiel pour les électrodes PBfiraitées est également 2 fois
supérieure a celle des électrodes P15 dans le tcas rétraitement électrochimique est
réalisé. Les valeurs de capacité équivalente guasitement pour les électrodes P15 et P30
sont identiques. D’autre part, les valeurs desta@sces de transfert de charge sont 7 fois plus
grandes pour les électrodes P30 prétraitées ppontagux €lectrodes P15 prétraitées.

De fagon générale, méme aprés prétraitement lestrades P30 présentent une
réactivité électrochimiqgue moins bonne comparéelke ces électrodes P15 (prétraitées ou
non). Les valeurs delpour les électrodes P30 prétraitées sont 3 fois pétites que la valeur
de k pour les électrodes P15 non prétraitées et 8ofas petites que la valeur obtenue pour

les électrodes P15 prétraitées.

111.3. Conclusion

Dans ce chapitre nous avons étudié des films mideea-CNx déposés sur ITO par
pulvérisation magnétron en courant continu (DC)aliéférents pourcentages d’'azote dans le
gaz de pulvérisation (3, 7,15 et 30%). Les mesBS ont permis de déterminer la
stoechiométrie des films a-Gh, a-CNy 15 a-CNy 26 a-CNg 30 pour des P(} respectifs de 3,

7, 15 et 30%. Les mesures XPS ont également mantm@pport des liaisons=0l sur les
liaisons C=N variant selon la pression partiellazdte dans le plasma. L'épaisseur et la
rugosité varient de facon non linéaire en fonctionpourcentage atomique d’azote dans le
film. Cette non linéarité confirme un mode d’'ing@mtcomplexe de I'azote dans les films. De
plus, les études en CS-AFM ont montré que la candtécélectrique dépend du pourcentage
d’azote dans le film et en particulier des valéorportantes de conductivité ont été obtenues
pour de faibles taux d’azote. Les études CS-AFMégaiement montré que la conductivité

des dépbts CNx sur verre/ITO est beaucoup plus peneque celle des substrats d’'ITO nu.

137



Chapitre 1ll- Caractérisation des dépots de a-CQINXEO

D’autre part, les dépbts de CNx sur un substratetee/ITO n’alterent pas la transparence
initiale.

La caractérisation des films CNx sur ITO en sohlt® montré la mauvaise tenue
meécanique des films principalement pour une faisession partielle d’azote dans le gaz de
pulvérisation (3 et 7%). La tenue mécanique de®weNX sur ITO dans les solutions de
H,SO, ne nous permet pas d'activer nos électrodes desisautions. Un des parametres
important pour les électrodes de a-CNx est leuétfende polarisabilité. Celle-ci est
caractérisée dans des solutions de KCL et de LiQi& voltammeétrie cyclique, pour les
électrodes ayant une bonne tenue mécanique enoso(30 et P15). Les autres électrodes
P3 et P7 ne possedent pas une bonne résistancaiguécan solution a cause de leur faible
taux d’'azote. Cette fenétre de polarisabilité egieseure a 2,5V et est équivalente pour les
deux types de protocoles (P15 et P30). Les carsati®ns par SIE ont montré la présence
d’'un CPE dans le circuit équivalent de I'interfac€Nx/solution traduisant le caractere non
idéal de cette capacité. Ceci est di a la non hénmé@tg de la surface des dépbts de a-CNXx
sur ITO. Les caractérisations par SIE en fonctiorpdtentiel ont montré une dépendance de
a, Q, G et R en fonction du potentiel appliqué. Les valeurscd@ugmentent avec le
potentiel, ce qui montre une homogénéisation dsuléace. Les valeurs de Rugmentent
avec le potentiel puis restent relativement stalllesracé des courbes de Tafel a permis de
conclure que la résistance de transfert de chagéée a la réduction du dioxygene et de
'eau. La diminution des valeurs de Rrsque le potentiel se déplace vers les potantiel
négatifs est causée par la réduction de ces dgéxes Les valeurs dg @iminuent jusqu’au
potentiel d’environ -0,2V puis augmentent. Les uademoyennes de capacité de double
couche augmentent avec la concentration en KChuceest conforme avec la théorie de la
double couche. De plus, ces valeurs moyennes amnfgibles pour les électrodes P30 ce qui
est probablement di a la conductivité inférieure électrodes P30 par rapport aux électrodes
P15. Dans un deuxieme temps, la réactivité élduimique a été caractérisée avec un traceur
redox le ferricyanure/ferrocyanure de potassiuns tésultats par voltammeétrie cyclique et
par impédance ont montré que la réactivité dessfifiminue lorsque le pourcentage d’'azote
dans le gaz de pulvérisation augmente. De pluspihaparaison des valeurs des différents
parametres du circuit équivalent avant et aprasaditins dans KCI a confirmé I'efficacité du
prétraitement dans KCI. Une optimisation du pré&raent d’activation devrait étre
envisageable pour une amélioration de la cinétgidransfert de charge sur les substrats
CNX/ITO.
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La faisabilité de substrats verre/ITO/CNx en tant'ébpctrodes pour une puce
microfluidique tout en verre ou en verre/PDMS estdue possible. Nos résultats ont permis,
de retenir les dépodts avec un pourcentage d’aztb#é comme matériau d’électrodes pour
les puces microfluidiques dues a leurs meilleuréactivités et leurs bonnes tenues
meécaniques. Les dépbts avec une pression pardelld0 % dans le plasma plus résistifs
servent d'interface « idéalement polarisables >y poaduler le flux électroosmotique dans les
microcanaux. La charge de surface dans les micanasera donc modulable en temps réel a
l'aide des interfaces polarisables, ce qui permetteffectuer des analyses en puce
microfluidiqgues en corrigeant en temps réel la ltdgn de celles-ci. La faible réactivité
électrochimique et la large fenétre de polarisebitlevraient étre un avantage pour les
matériaux a interfaces polarisables. En effet, diayd fenétre de polarisabilité permettra
d’avoir acces a toute la gamme de flux électroogues nécessaires a une bonne séparation.

De plus, la longueur de contrdle sera maximale sourant dans cette fenétre est faible.
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Chapitre IV- Détection du peptide TTR en macrosyste
V.1. Marquage d’acides aminés ou de peptides.

La plupart des peptides ou des acides aminés h’'gtaectroactifs, ni fluorescents,
I'utilisation d’agent dérivatif est nécessaire poue détection indirecte. Les acides aminés ou
les peptides sont pour la plupart dérivés a pairleur groupement amine. Différentes
molécules de marquage existent, comme le 3-(2-Fugpyinoline-2-carboxyaldéhyde (FQ),
'othophthalaldéhyde (OPA), le naphthaléne-2,3+«oayaldéhyde (NDA), le 6-
aminoquinolylN-hydroxysuccinimidyl carbamate (AQC) et lisothiocyde de fluorescéine
(FITC). Le NDA, I'OPA et le FQ sont des composéasfbgenes. C'est-a-dire qu’ils ne sont
pas naturellement fluorescents, mais qu’ils formame molécule dérivée fluorescenta

Tableau IV-1 suivant répertorie quelques marqupats les groupements R-NH

Nom (abréviation) Formule développée de la Détection Dérivation
molécule dérivée fonction
secondaire
3-(2-furoyl) quinoline-2- CN fluorescence Non
carboxyaldéhyde (FQ) =
C1sHoNOs OO N=R
720
—
Orthophthaladéhyde SR fluorescence Non
(OPA) _— électrochimie
CeHeO2 ~ VR
N-subtituant-thiolisoindole
naphataléne-2,3- CN fluorescence Non
dicarboxyaldéhyde _— électrochimie
| O
C12HsO:
Cyanobenzo[substituant]isoindole
fluorescence Non
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SR électrochimie
—
N—R
\

N-substituant-1-

ou

alkylthiolben[flisoindole

6-aminoquinolyIN- H H fluorescence Oui
hydroxysuccinimidyl N N\H/ N\R électrochimie
carbamate (AQC) | _ @)
C14H13N40s N

6-quinolenylaminocarbonyl-aminre

Tableau IV-1 : Différents marqueurs pour les groupenents R-NH,.

Plusieurs techniques de marquage existent: po#gel en-colonne, post-colonne.
Dans le cas de la dérivation pré-colonne, I'étapen@rquage est effectuée avant I'injection
de la solution dans la colonne. Si I'étape de @éiown a lieu aprés I'étape de séparation, on
parle de marquage post-colonne. Dans la pluparadal/ses de biomolécules, le marqueur
est injecté dans le canal de séparation, I'anadgsealors plutbét une analyse en-colonne. Les
meéthodes en-colonne pbst-colonne nécessitent une réaction rapide otéré de la seconde,
entre le marqueur et la molécule a marquer. Lalgéd long terme de la dérivation n’est pas
nécessaire. Il est a noter que la durée de laioéade dérivation n’est pas limitée en pré-
colonnemais que celle-ci doit étre stable.

Le 6-aminoquinolylNhydroxysuccinimidyl carbamate (AQC) est un marqueéont
'emploi est simple, les dérivés sont trés stablesnt une forte intensité de fluorescence. En
effet, des tests de stabilité ont été réalisés [@odérivation de polyamines et ont montré une
bonne stabilité de la réponse en fluorescence dagéd. L'AQC a été utilisé initialement
comme agent dérivatif fluorescent pour la détectitatides aminés par Cohex al. [1].
Contrairement aux trois autres agents dérivatitQC réagit avec les amines primaires et
secondaires [2],[3]. Il a également été montré lguproduit de dérivation est électroactif
grace au groupement aromatique aminoquinoline Ud] dérivation d’acides aminés et de
peptides a été éetudiée, un pic d’'oxydation irrébégsapparait autour de +1,2 V/(Ag/AgCl).
Les études en fonction du pH ne montrent aucuniati@ar vis-a-vis du potentiel de pic.

D’autre part, la dérivation d’'acides aminés élemttds montre un pic plus large di a une
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oxydation sur les deux sites. Dans cette étudémite de détection d’acides aminés a été
mesurée a 2,5 pM.

L’OPA est une molécule couramment utilisée poutldavation d’amine primaire en
présence de groupement thiol [5-9]. Plusieurs mseees de formation du dérivé formé ont
ete proposes [10]. Cependant le marquage avec I'@ié8ente certains inconvénients. En
effet, le marquage permet de dériver des acideséamninais pas des peptides [11], et la
molécule isoindole formée peut s’oxyder a I'air railieu aqueux pour former 4 nouveaux
composes [12].

Montigny et al. ont testé différents nucléophiles 3(NNCS, HSQ, ~ et CN) afin
d’augmenter la stabilité des molécules formées paudérivation de I'alanine [13]. Ces
nucléophiles ont été choisis pour leur caractesadéant. En effet, la réactivité du cycle
aromatique vis-a-vis de la substitution nucléoptilminue en leur présence. Dans I'étude de
Montigny et al, seules les dérivations utilisant HS€& CN comme nucléophiles ont données
des molécules fluorescentes. Cependant, bien gumiaposés formés avec le cyanure soient
plus stables, I'intensité de fluorescence est monportante comparée au 2-mercaptoethanol
(2-ME) couramment utilisé [13].

Le naphthaléne-2,3-dicarboxyaldéhyde (NDA) a ét@hstisé pour pallier différents
problemes liés a I'utilisation de 'OPA comme agelérivatif. Dans un premier temps, la
molécule de NDA a été synthétisée a partir du Hy®thylnaphtaléne. Cependant, ce
composé n’étant plus commercialisé, un autre psécura été développé par Carlsiral
[14]. Dans une premiere étape olg,a,a-tetrabromo-o-oxyléne et I'acide maléique anhydre
réagissent grace a une réaction de Diels Alder doumer I'acide naphthalene-2,3-
dicarboxylique. Deux réductions en présence dahgtroaluminure de lithium permettent
d’obtenir le 2-3 bis(hydroxyméthalnaphtaléne). Uderniere étape correspondant a une
oxydation de Swern dans du DMSO, du chlorure oxalieet du CHCIl, permet d’obtenir le
NDA. Le Schéma IV-1 récapitule les difféerentes étage synthése du NDA.
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CO,H
o
NaOH H,0 HO+ cop
COH . CH,OH
LIAIH,/EL,0
CO,H CH,OH
'! 'l :CHZOH oxalyl chloride Me,SO CH,CI, COH
CH,OH “:OO

COH

Schéma V-1 : Synthése du NDA a partir de l'acide mléique et de I'a,a,a,a-tetrabromo-o-oxyléne[14].

Le NDA réagit avec les groupements R-Nldn présence de cyanure ou de
groupement R-SH. En utilisant le cyanure comme éuapttile, il se forme alors un composé
N-2-substituant-1-cyanobenz-[f]-isoindole (CBI) qeist fluorescent et électroactif. Le
Schéma V-2 montre la réaction de formation du €Blprésence de NDA et d’ion cyanure

comme nucléophile.

0
I

CN
CN —
+ RNH, ———> N—
~

(0]

Schéma V-2 : Réaction du NDA avec un groupement R, en présence de cyanurfl4].

Carlsonet al. ont donné une hypothése de mécanisme de formdtic@BI, avec dans une
premiere étape, la réaction avec le groupement RNii$ I'addition du cyanure et enfin la

perte d'un groupement (Schéma IV-3) [14].

Schéma V-3 : Réaction de formation du CBI, d'apreg14].
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Les composeés isoindoles issus de la dérivation idmdiécules avec le NDA ou
I'OPA présentent une stabilité différente. En effes produits de dérivation avec I'OPA sont
peu stables. Pour exemple, les dérivés de la glyauec 'OPA sont rapidement dégradés
(ty2= 1,5h) tandis que seulement 10% des composésdarirec le NDA ont disparu aprés 10
h. De plus, I'exces d’OPA accélere la dégradatiorcdmposé de dérivé, ce qui n'est pas le
cas avec le NDA [13]. D’autre part, l'utilisatiorudNDA comme agent dérivatif permet
d’augmenter la limite de détection en fluorescef@est le groupement isoindole formé lors

de la dérivation qui donne l'activité électrochimédu composé.

La détection par fluorescence de peptides ou déacidminés possédant deux
groupements RNHpeut étre difficile a cause « self-quenching ».t€ettténuation de la
fluorescence est causée par un processus de reteatramoléculaire qui résulte des
interactions hydrophobes des deux groupementsgeyadiisoindoles formés par la dérivation
dans les solutions aqueuses [13],[15],[16]. Cepainda « quenching » de fluorescence n’est
pas observé pour les dérivés obtenues av@ereercaptoéthanol2cME) [17]. Les dérivés
avec le2-ME possedent également I'avantage d’avoir un tempdédgation plus court que
les ceux obtenus a partir de cyanure. Les déritibsant le 2-ME comme nucléophile sont
cependant moins stables que ceux utilisant le aeganue 2-ME étant un meilleur

groupement partant [13],[18],[19].

La détection électrochimique d’acides aminés (AA)de peptides apres dérivation
avec le NDA est couramment utilisée. Cette détacpeut étre couplée avec différentes
techniques de séparation, comme la chromatogrdpmju@e en colonne capillaire pour
analyser les acides aminés [20] [15]. Oakal ont séparé par chromatographie liquide 18
AA en 50 minutes avec une limite de détection d&%M [20]. Ce méme groupe a analysé
par chronoampérométrie 17 acides aminés avec égateme limite de détection de 52110
[15]. L’électrophorese en zone capillaire a égalemeété couplée a la détection
électrochimique pour la détection d’acides aminéscaune limite de détection allant du
femtomole a lI'atomole selon les acides aminés [22], Le marquage peut également
s’effectuer directement dans une cellule biologifR@]. Les AA dérivés présents dans la
cellule sont alors séparés et détectés par ampéieni24]. La détection et la séparation
d’acides aminés et de petits peptides peuvent @ussiréalisées en microsysteme avec une

limite de détection inférieure au micromolaire[25].

Comme expligué précédemment le NDA a été choisir pmener une étude
comparative du marquage et de la détection d'unigeege la TTR (PN) dans le cadre de
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'ANR DIMIPOLE en collaboration avec le LPNSS ougeptide est étudié par fluorescence.
En effet, le NDA a l'avantage de conduire a un\€stable et détectable par électrochimie et

par fluorescence.

V.2. Etude électrochimique du marqueur NDA

Les premiers travaux en électrochimie des compas@shydiques remontent a la
réduction polarographique du benzaldéhyde. La témucu groupement aldéhyde est un
mécanisme a deux électrons et deux protons [26inéeanisme de réduction du groupement
aldéhyde a I'électrode (H> € > HH- e, HH-e—»e—>H - €, 5> H - e— H oué—
€ — H" —H") et dépend donc du pH. Ces mécanismes ont étérmésidence par I'étude de
la variation des potentiels de demi vagues en fomctu pH. Le chemin suivi dépend du pH
de la solution comme le montre la Schéma V-4 cisdes :
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B O B*- @) a

+e
+F{+‘ H\?tH o
C°\ H
7 e O

BH,™ BH,

pH<25
—— 2,5<pH< 5,5
5,5 <pH< 9
pH> 9

M Réduction masquée par celle des protons

[Szzr]léma IV-4: Réduction du benzaldéhyde en milieu lapon (acétate, borate ou phosphate) a 0,04mol/L
Dans le cas ou le pH < 2,5, la solution acide piessie quantité non négligeable de
BH". Dans ce cas, une vague a un électron est obseowéspondant a la réduction de BH
pour former BH. Celui-ci est susceptible d’étre protonné pourrgimrie composé BfY'. La
réduction de ce composé est masquée par cellerdemg. Si le pH est compris entre pH =
2,5 et pH = 5,5, deux vagues de réduction sontreées. La premiére vague correspond au
méme mécanisme que lorsque le pH < 2,5. En effatphcentration en 'Hest encore assez
élevée pour former le cation Ben quantité suffisante. Le composé Bidrmé se réduit de

nouveau pour former le composé Beli devient BH aprés protonation. Cette deuxieme
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réduction est irréversible. Lorsque le pH est caspntre 5,5 et 9, une seule vague a deux
électrons est observée. Celle-ci est due a la tiédude B et de BM Puis lorsque le pH est
supérieur a 9, la vague a une intensité qui dimpuis elle se scinde en deux. La premiére
vague correspond a la réduction de B &neBla seconde correspond a la réduction de I'anion
B* en B. Cette derniére réduction peut également étre néaspar la réduction des protons.

Il y alors protonation du dianion pour former BH

Dans le cas du NDA, I'hydratation des deux groupEs@ldéhydes ne peut pas étre
négligée en milieux aqueux. Un groupement aldéhydedialdéhyde va s’hydrater pour
former une espéce monohydratée acyclique qui éstned@me en équilibre avec la forme
hémiacétale cyclique (Figure IV-1). La forme hémiate cyclique n’est en principe pas

électroactive dans les gammes de potentiels @digZ6].
Dialdéhyde (DA) Monohydraté acyclique (MA) Hemiacétal cyclique (HAC)
OH
CHO CH(OH),
eno == (I I =1 Ly
CHO CHO
OH
Figure IV-1 : Schéma d’hydratation et équilibre ente les formes du NDA en solution aqueuse.

Zumanet al. ont étudié la réduction de 'OPA par polarograpiiepar voltammeétrie
cyclique sur carbone vitreux. L'étude par polarphia a été réalisée dans un milieu aqueux
en présence de 1% et de 30% d’acétonitrile powbsdier 'OPA. Cette étude a montré une
différence notable de réponse du NDA en fonctionmdlieu (potentiel de pic, densité de
courant). De plus, la comparaison des résultatsnoist sur goutte de mercure et sur carbone
vitreux présente également des différences. Dates éide, le mécanisme de réduction a été
établi a deux électrons et deux protons. Le mémeanigme a généralement été admis pour
le NDA [27], [28].

Le milieu aqueux, considéré dans ce travail deethést constitué de tampon borate 100
mM/MeOH dans une future application en puce micidfjue pour une séparation par
électrophorése capillaire en collaboration avetRSS. En effet, le méthanol permet de
solubiliser le NDA. Les conditions de séparatiogceophorétiques ont été optimisées dans la
thése (en cours) de"W Sonia Korchane dans le cadre de TANR DIMIPOLE. hiieu est
constitué d’'un tampon borate dans un mélange eddHM80/50 (v/v) tandis que dans les
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analyses de Zumaet al le milieu était constitué d’'un meélange eau/acétta avec 1% ou
30% d’acétonitrile. Les conditions étant différentéa caractérisation électrochimique du
NDA est nécessaire dans un tel milieu. Les teclasqutilisées pour cela sont: la
voltammeétrie cyclique (VC) et la voltammeétrie dié@tielle pulsée (DPV) dans le but
d’étudier le mécanisme de réduction. Pour détemrimeype de réactions mises en jeu, le
potentiel et la densité de courant des pics onététdiés en fonction de la vitesse de balayage,
et de la concentration globale en NDA.

Nos résultats dans un milieu tampon borate 100 MBOH (50/50 v/v) montrent que
le NDA présente deux vagues de réductions irrédviesichimiquement en VC. A pH 9, les
deux vagues de réduction se situent respectivemenviron -1,1 V/ECS et -1,4 V/ECS pour
une vitesse de balayage de 100 mV/s (Figure IVLA)réponse électrochimique en DPV est
donnée a titre indicatif (le potentiel du premiac pst égal a -1,11 V/ECS et celui du
deuxieme pic est égal a -1,34 V/ECS) pour une siétede balayage de 25 mV/s. Nous

reviendrons ultérieurement sur les avantages de thnique électrochimique

a b
0.10- ' : : 0.00- ' : :

0.05+
0.00+

-0.05—- L -0.094
-0.10+
-0.154

-0.204

J(mA/cm2)
J(mA/cm?)

1 -0.18+
-0.254 2

-0.30

{ 2
-0.35
-0.40 . . -0.271 .

16 1.2 038 0.4 2 1 0
E (V /ECS) E (V/ECS)

[

Figure IV-2 : a) Voltammétrie cyclique a 100 mV/s d NDA & 1 mM en milieu tampon 100 mM pH 9
borate / MeOH 50/50 v/v sur une électrode de carbenvitreux, S = 0,071 cm2. b) DPV a 25 mV/s du NDA
a 1 mM en milieu tampon 100 mM pH 9 borate / MeOH 6/50 v/v sur une électrode de carbone vitreux, S
=0,071 cm2

Les vagues en VC sont dues aux réactions de iédudes fonctions aldéhydes :
réductions supposées a deux protons et deux éisct® on se base sur la littérature, le
premier pic serait dd a la réduction d’'un groupeihadehyde du dialdéhyde [27]. Dans un

premier temps, on considére que les équilibres fagés. Cette hypothese sera vérifiee dans
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le chapitre 1V.2.4. D’autre part, le rapport desisiges de courant des pics 1 et gedJico)
n'étant pas inférieur ou égal a 1, il ne peut pagisuniquement d’'une réaction consécutive a
la premiére réduction, c'est-a-dire la réductionaddeuxiéme fonction aldéhyde de la forme
reduite du dialdéhyde. En effet, le rappqstpic: est €égal a 4,0 pour une vitesse de 100
mV/s. Le pic 2 est donc di a deux réactions se ymsadt au méme potentiel,
vraisemblablement la réduction du second groupenadiéhyde du dialdéhyde et du

groupement I'aldéhyde du monohydraté acyclique éorm

V.2.1. Etude du mécanisme de réduction par volta mmétrie
cyclique.

V.2.1.1Etude en fonction de la vitesse de balayage et dea |
concentration totale en NDA

L’étude de la variation des densités de couramtickeet des potentiels de pics en fonction
de la vitesse de balayage et de la concentratialeten NDA nous permettra de déterminer le
type de mécanisme qui est mis en jeu.

Une étude, en faisant varier la concentrationfag pour cing concentrations comprises
entre 1 mM et 5 mM et pour une vitesse de balafiage & 100 mV.$. L’augmentation de la
concentration en NDA est réalisée en ajoutant lanen@uantité de NDA entre chaque
expérience. La densité de courant des pics esttégpen fonction de la concentration totale
en NDA (Figure IV-3).
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Figure IV-3 : Variation de la densité de courant de différents pics 1 et 2 en fonction de la concemttion
totale en NDA dans un mélange tampon 100 mM pH 9 bate /MeOH 50/50 v/v, en bleu, le pic 1 ,et en
rouge, le pic 2, sur une électrode de carbone ving (S = 0,071 cm?) avec une vitesse de balayagel@@
mV.s™.

La variation de la densité de courant des picsosttion de la concentration est

linéaire. Les variations des potentiels de picg s&pertoriées dans le Tableau 1V-2.

Concentration (mM) 1 2 3 4 5
Epic1 (VIECS) -1,189| -1,191-1,199|-1,189| -1,189
Epico (VIECS) -1,451| -1,447-1,450| -1,444| -1,450

Tableau IV-2 : Variations des potentiels de pics &t 2 en fonction de la concentration totale en NDA

Les potentiels de pics expérimentaux ne varientgva@e la concentration. On peut
donc écarter les mécanismes de réduction impliquaatréaction de type second ordre, telle
gu’une réaction de dimérisation entre les formesIBé en solution.

Par la suite, la variation de la vitesse de balaydla solution de NDA est étudiée en
gardant une concentration constante en NDA totdlendl. La densité de courant des pics est

reportée en fonction de la racine de la vitesseadi®yage (Figure IV-4).
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Figure V-4 : Variation des densités de courant depics pour 1 mM NDA totale dans une solution tampon
100 mM pH 9borate / MeOH 50/50 v/v en fonction dealvitesse de balayage sur une électrode de carbone
vitreux (S = 0,071 cm?). En bleu le pic 1 et en rge le pic 2.

La variation du rapport.; est représentée dans la Figure IV-5. Le rappost de
densités de courant varie avec la vitesse de kggaga facon non linéaire. Aprés 100 mV/s le
reste relativement constant. On peut donc suppgserpour des valeurs de vitesse de

balayage de 100 mV/s, les équilibres sont figés.

- 37

33
w
2

01 02 03 04 05 06 07 08

V02 (mV/s)0:°

Figure IV-5 : Variation du rapport J »/J; en fonction de la vitesse de balayage dans unewimn tampon
100 mM pH 9 borate / MeOH 50/50 v/v en fonction di& vitesse de balayage sur une électrode de carbone
vitreux (S = 0,071cm?).

Les valeurs des potentiels de pics sont traceésnetion du logarithme de la vitesse

de balayage (Figure 1V-6).
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Figure 1V-6 : Variation des potentiels de pic en faction du logarithme de la vitesse de balayage danse
solution tampon 100 mM pH 9 borate / MeOH 50/50 v/en fonction de la vitesse de balayage sur une
électrode de carbone vitreux (S = 0,071cm?). a) Raitiel du picl. b) Potentiel du pic2.

L’aplatissement en début de courbe est di a laembion aux faibles vitesses de
balayage. Nous remarquons que les potentiels deslpet 2 sont sensibles a la variation du
logarithme de la vitesse de balayage, indiquardussi, que des réactions chimiques sont
impliquées dans le mécanisme. Nous notons entre que le deuxiéme pic est plus sensible
a la variation du logarithme de la vitesse de kmday 40 mV par décade pour le pic 2, alors

gue pour le pic 1 nous avons 10 mV par décade.

La densité de courant des pics du NDA varie bieforation de la racine de la vitesse
de balayage. Apres les quelques observations pnélires, nous prenons comme hypothese
que la densité de courant de pics en fonction détéase de balayage suit I'équation établie
pour un mécanisme EC. Dans le cas d'un systemeemible chimiquement, la densité de

courant des pics en fonction de la vitesse de bgkaguit une loi de type EC [29]:

F wj"s

Ip = 0496[h[F [C° (B Eﬁ—
RT

Equation 1V-1

avecD, étant le coefficient de diffusion de I'espéce reéda constante de Faradaly,
la températuren le nombre d'électrons échangé&s, la surface de I'électrode &° la

concentration en DA dans le cas du premier piné#lA et DA,r dans le cas du second pic.

Pour l'instant la concentration exacte de chagpe@sn’est pas connue.
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D’autre part, les ordonnées a l'origine des drogiest non nulles, vraisemblablement

dues a des réactions chimiques intervenant dangd¢anisme comme évoqué précédemment.

V.2.1.2Etude du NDA en milieu organique

Une étude électrochimique du NDA est effectuée dans solvant organique
(acétonitrile, 0,1 M tétrabuthylammonium tetraflaborate ((CH(CH,)3)4sNBF,)). Dans ce
milieu, seulement la forme dialdéhyde est théomogmt présente en solution. La Figure V-7
montre le voltammogramme de 1 mM de NDA dans |aciétle & 100 mV/s avec une
référence Ag/AgCI.

0.051
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-0.35-
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-0.55-

J(mA/cm?)

21 -18 -15 -12 0.9 -06 -0.3
E(V/ Ag/AgCl)

Figure IV-7 : Voltammogramme dans de l'acétonitrile 0,1 M CHs(CH,)3)4NBF,4 sur une électrode de
carbone vitreux (S = 0,071 cm?), v = 100 mV:sNDA 1mM (noir) blanc (gris)

Dans ce cas une vague de réduction est obseriéé ¥ vs Ag/AgCl avec un retour a
-1,33 V vs Ag/AgCI. Cependant, le pic n'est pas ptatement réversible, il doit rester de
faibles traces d’eau dans la solution (provenartagétonitrile ou du sel de fond) entrainant
la formation des formes hydratées du NDA. Le préepaitué a -0,9 V/ECS est également
présent dans le blanc. Ces observations nous egplacpeu pres dans les mémes conditions

gue précédemment (IV.1.1) avec des réactions aéleairons et deux protons.
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Pour accentuer ces observations, de trés faiblastitggs d’'eau (quL pour chaque

ajout) ont été ajoutées au milieu (Figure IV-8). pin correspondant a la réduction de la

forme hydratée devrait donc apparaitre.

0.05 1 1 1 1 1 1
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Figure V-8 : Evolution des voltammogrammes de 1mMilans de l'acétonitrile, 0,1 M CH(CH.,)3)sNBF,
sur une électrode de carbone vitreux (S = 0,071 ¥ = 100 mV.§" aprés ajout de traces de bD.

Un décalage du pic initialement a -1,4 V/(Ag/Ag@érs le potentiel plus positif est
observé ainsi qu’'un épaulement vers -1,6 V/(Ag/AgCés valeurs des potentiels du premier
pic et de la densité de courant sont indiquées tlabkau IV-3.

Sans 1*"ajout Z™ajout 3Maqjout £™ajout
ajout
Epic (V) -1,397 -1,389 -1,388 -1,384 -1,381
J pic (MA/cm?) 0,080 0,085 0,093 0,094 0,10

Tableau IV-3 : Variation des potentiels de pic et d la densité de courant avec I'ajout de traces d’'ea

La variation de la densité de courant de pic exctfon de I'ajout d’eau est linaire et a
une ordonnée a l'origine non nulle. En comparastv@tammogrammes a ceux obtenus en
solution aqueuse, on peut supposer que le prentecqrespond donc a la forme non
hydratée tandis que le deuxieme a la forme hydrat&e pré-palier situé vers -0,9
V/(Ag/AgCl) est dO au traces d’eau en solution.demsité de courant en fonction de I'ajout
d’eau est linéaire ce qui confirme le réle non igEglble des réactions d’hydratation.

D’aprés les informations obtenues par voltammaetyielique, on a donc un schéma
réactionnel suivant (Schéma IV-5) :
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H.O

DA< MA <2 HAC

A\ 4

DA,r2

Schéma IV-5 : Réaction du NDA dans un mélange tampdl00 mM pH 9 borate /MeOH 50/50 v/v.

Les résultats préliminaires ont permis de monagrésence des différentes formes du
NDA en solution. La densité de courant du pic lemépde la concentration en DA. Le
rapport des densités de courants des pics 1 eliquimque le pic 2 est di a deux réactions de

réduction se produisant aux méme potentiel, laatalude la forme DA,r et de la forme MA.

V.2.1.3Etude en fonction du pH

V.2.1.3.1  Echelle de pH dans un mélange eau/MeOH

L’échelle de pH d'un solvant amphiprotique pureesumélange est limitée par le pH
= 0 et par pH = plg avec Ky, la constante d’autoprotolyse dans le mélange. Damaélange
binaire eau/MeOH, l'autoprotolyse est définie paate equilibres de transfert de protons
[29].

HO+HO === H3o+ +OH Equation 1V-2
HO 4 MeOH=" H,0 *MeO Equation IV-3
MeOH + HO === MeOH,+ OH Equation V-4
MeOH + MeOH=—= MeOH2++ MeO Equation IV-5

La constante d’autoprotolyse est égale a :
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K =10 1400x 6+ 2082 eop) 5 10 (1298x 6, + 1456Xeo1) Equation IV-6
ap — H0 Ho0 XMeOH

Dans le cas d'un mélange eau/MeOH 50/50 v/v, lg,@ist égal a 14,14 (le pKa dans I'eau
pure est de 14).

Boschet al. ont montré que la méme limite de pH acide pew étitisée dans le cas
de mélange eau pure et eau/MeOH [30]. Dans leesapld inférieur a pH 8 (eau pure), le pH
eau pure et eau /MeOH sont identiques. Cependanmtdes pH plus basiques, I'activité du
solvant MeOH doit étre pris en compte. Dans ce leagH de la solution est calculé comme
suit pH = pky, —log(activité du solvant). Dans notre cas, leewed de pH sont obtenues avec

une erreur maximale de 0,14.

V.2.1.3.2  Etude des densités de courant de pic en fonctiomél

Le but de cette étude est de déterminer a quelgsHprmes DA et MA sont le plus
présentes en solution. En effet, ces deux formes saosceptibles de réagir avec des
groupements R-Nj L'optimisation du pH est un critére important p@voir les meilleures
conditions de marquage possible. Le NDA étant pmtéseus trois formes en solution, la
variation des pics en fonction du pH est étudeeeur ! Source du renvoi introuvable.).
Cette étude est réalisée en voltammétrie difféetlatpulsée (DPV), cette derniére est utilisée
pour augmenter la sensibilité de mesure du codiaaatlique par rapport au courant capacitif.
Le potentiel et la densité de courant de pic seletves en fonction du pH des solutions adapté
pour un mélande binaire,B/MeOH.

L’irréversibilité est confirmée en DPV pour uneedse de balayage de 25 mV/s
(Figure 1V-9). En effet, les largeurs a mi-hautelwr premier pic et du second pic sont
respectivement de 95 mV et 97 mV pour le pH 9,35 @eux largeurs a mi-hauteur sont
supérieures a la valeur théorique de 90,4/n mV4&®@mV pour deux électrons. La Figure
IV-9 montre une forte sensibilité de la densité abeirants des pics et des potentiels en
fonction du pH.
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Figure IV-9 : Effet du pH sur la DPV a 25 mV/s d’'ure solution de 1 mM NDA dans une solution tampon
100 mM borate / MeOH (50/50 v/v) sur une électrodde carbone vitreux (S = 0,071 cm?). En bleu le pic
et en rouge le pic 2. a) pH 2,6. b) pH 9,3. c) pi21

Les mesures de variation des pics ont été faiggspatiguement pour la gamme de pH allant

de 1,8 & 13. La variation de la densité de cowganindiquée dans la Figure IV-10.
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Figure 1V-10 : Variation de la densité de courant @&s pics en fonction du pH d'une solution de 1 mM NB
dans une solution tampon 100 mM borate / MeOH (v/%0/50) sur une électrode de carbone vitreux (S =
0,071 cm3). En bleu le pic 1 et en rouge le pic 2.

Nous remarquons que les densités de courant dé,picst Jpico sont indépendants du
pH pour des pH inférieurs a 3. De plus, la demd&é&ourant du second pic est inférieure a
celle du premier pic dans cette gamme de pH. Pasémuent, la concentration en MA est
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inférieure a la concentration en DA. Pour la déndi couranty}; une légere augmentation
est observée entre les pH 3 et 8, la concentratioBDA augmente donc entre ces deux pH.
D’autre part, entre les pH 3 et 9, une forte augatemn de la densité de courant pic 2 est
observée. Celle-ci est liée a 'augmentation dedacentration en DA en DA,r ainsi qu’en
MA. L’augmentation conjointe de ces deux formesiihdne diminution de la concentration
en hemiaceétal cyclique. Pour les pH allant de 8ald densité de courangid augmente
fortement et donc la concentration en DA égalemegite augmentation est probablement

due a la déshydratation catalytique par (&théma 1V-6).

Diol géminal
COH
Tt — — X
COH

Schéma V-6 : Déshydratation catalytique par OHde HAC pour une augmentation de pH.

Ceci a également été observé par Zureairal dans un milieu aqueux avec 1%
d’acétonitrile [27], [28].

La densité de courant du pic 1 est de nouveau erdgmte du pH lorsque celui-ci est
supérieur a 12. D’autre part, la densité de coutdanpic 2 chute apres pH 9. Lorsque le pH
est supérieur a 12, la concentration en DA reststente, et donc celle en DA,r également.
La concentration en MA diminue donc et la conceitnaen HA augmente.

On observe un troisieme pic de réduction visibp#Hal3, dont la valeur depk est de
-1,53V/ECS. Nous pouvons attribuer ce pic a la ¢édn du diol germinal (Schéma V-7 et
Figure IV-11)). L'existence de cette forme a ddg@groposée par Zumat al. dans le cas de
I'OPA dans une solution eau avec 1% d’acétonitidenous avons une observation claire de
ce pic en DPV dans le cas du NDA (Figure IV-11).
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Schéma V-7 : Schéma réactionnel adapté pour la faration du diol géminal a partir de la réduction du
NDA d'apres le schéma proposé par Zumaet al. pour I'OPA [27].
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Figure IV-11 : DPV a 25mV/s d’'une solution de 1mM NDA dans une solution tampon 100 mM borate /
MeOH (v/v 50/50) & pH 13 sur une électrode de carbe vitreux (S = 0,071 cm?). En bleu le pic 1 et en

rouge le pic 2, en vert le pic 3. a) fenétre de pattiel de 1,0V a -1,7V. b) Agrandissement de la fétre de-
1,6 VIECS a -1,47 VIECS.

Pour comparer la concentration en DA et en MA,dasité de courant du pic 2 et la
densité du pic 1 Jpienultipliée par deux (2 Jpirsont tracées en fonction du pH (Figure IV-
12). En effet, si on considere les coefficientsdifusion de DA et de MA égaux, le ratio
[MA]/[DA] devrait étre égal a (kzJic1)/ Jicic Donc, la concentration en MA est

nécessairement supérieure a celle en DAigP2ic1, €t inférieure sipl<2Jic1. D'apres la
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Figure IV-12, [MA]<[DA] avant pH 3 et apres pH 14t [MA]>[DA] pour le pH allant de 3 a
11. La Figure 1V-12 correspond au tracé de Jitc/Jpic, ce qui correspond a [MA]/[DA].

Lorsque ce rapport est compris entre 0 et 1, dlIA]<[DA], si il est égal a 1 alors
[MA]=[DA] et si ce rapport est supérieur a 1 alddA]>[DA] (pH 3 a 11). Pour les

concentrations tres acides et trés basiques, raplpig-Jpic/Jpic, est inférieur a 1, donc

il "y a pas ou peu de MA en solution, la densiécdurant est due a la réduction de la forme

DA,r.
a b
2.0X:|.0-4 T T T T T T T 4 L 1 1 1
1.8x10™ e
1.6x10*- /A 3] \
1.4x10" \1\ o \
-4 | :\ 5_
120 / & 5 \
(3] \ —~
'E 1.0X1074' X . \\ -QH
o 5 | . / A Q
<' 8.0x107 1 : . : . - N
:; -5 _. ,;-/ _u - ON
6.0x10° ) . '_5)_
4.0x10° /s / \_/ : ~
2.0x10° 7_./ ;\.-. :
004 " :
—@— . @ . -1 . . . :
0 2 4 6 8 10 12 14 0 8 10 12 14
pH pH

Figure IV-12 : Variation de la densité de courant a fonction du pH d’'une solution de 1 mM NDA dans
une solution tampon 100 mM borate / MeOH (v/v 50/50sur une électrode de carbone vitreux (S =
0,071cm2) a) en rouge Jpjcet en bleu 2Jpig. b) ratio (Jpico-Jpict)/ Jpict-

Les expériences montrent que le potentiel de pie\v@galement avec le pH, ce qui
confirme que le mécanisme de réduction est un n&oanavec un transfert de protons. Une
forte diminution du potentiel de pic est observéerpdes valeurs de pH inférieures a 4 puis

une relative stagnation et enfin une décroissaficei(e 1V-13).
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Figure 1V-13 : Variation du potentiel de pic avec &€ pH d’'une solution de 1 mM NDA dans une solution
tampon 100 mM borate / MeOH (v/v 50/50) sur une ébtrode de carbone vitreux (S = 0,071 cm?2) en rouge
Epic, et en bleu Epig.

La variation abrupte entre les pH 3 et 4 (forteidirtion) pourrait s’expliquer par la
formation d’une quantité non négligeable de la f@mpnotonée DAH en milieu acide (pH <
3,8). Dans ce cas la réduction entrainerait la &ion de I'expece DAHqui se protonerait
pour former I'espéce DA qui se réduit en DAr. On peut également supposerapmme
dans le cas du benzaldéhyde, la réduction de Besplgargée DAHest beaucoup plus rapide
gue celle de I'espéce neutre. Tandis que, poupHesupérieurs a 3,8, la réduction est due a
la forme DA et non plus DA,r ce qui entraine unalége vers les potentiels de pics plus
négatifs.

Dans ce diagramme potentiel-pH, les pentes desbesusont difficilement
exploitables. En effet, le décalage observé posirpletentiels de pics n’est pas di qu’aux
effets de pH. Le type de mécanisme de réductiomogtmment la vitesse de la réaction
chimique pourrait étre modifiee selon le pH, et panséquent influer sur la position du
potentiel de pic. En effet Molinat al ont montré que les valeurs des potentiels de grics
DPV dépendent du mécanisme mis en jeu [31]. Ent,gffeur un mécanisme CE, plus la
réaction chimique est rapide, plus le potentielpdese décale vers les potentiels négatifs.

Dans le cas d’'un mécanisme EC, les potentiels caal# vers les potentiels positifs

V.2.14 Schéma réactionnel du NDA
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Les résultats de I'étude en fonction du pH montrpré la réduction de chaque forme
est une réduction globale a 2 électrons et 23¢héma I1V-8). Le pH 9 choisi pour I'étude est
un pH ou les formes DA et MA sont en proportionpdamantes, ce pH est en accord avec les
conditions optimales du marquage qui sont obtexdgesaniéres empiriques. Les études en
fonction du pH nous ont permis de déterminer lea pKles potentiels standard des différents
couples électrochimiques. Salamnal.,ont déterminé les pKa de 'OPA et du NDA. Dans le
cas du NDA, le pKa obtenu est de 4,5 (pKa corredaona la réaction de la forme DA et MA

avec les ions hydroxyde pour former un diol genifz8].

Dialdéhyde, DA Monohydraté acyclique, MA Hémiacétale cyclique, HAC
OH
CHO CH(OH),
"o = L
CHO CHO
1 . . OH
2H 2H (non éléctroactif)
2e 2e
CHO CH(OH),
CHon ........... CHZOH
DA,r - MA,r
) 2
2e
DA,r2 CH,OH
!
CH,OH

Schéma V-8 : Schéma réactionnel de la réduction ddDA dans un mélange tampon borate/MeOH (50/50
VIV).

V.2.2. Détermination des concentrations de chaque forme

Nous avons vu que le NDA existe sous 3 formes éutisn, il est donc utile d’en
connaitre la concentration de chaque forme. Noossadécidé de comparer les densités de
courant des pics de réduction NDA avec la densitécalirant du pic de réduction de la
benzoquinone pour déterminer les concentrationsortion. La benzoquinone a été choisie
car le mécanisme de réduction est le méme que dellNDA, c'est-a-dire une réduction a

deux électrons et deux protons.

V.2.2.1Détermination de la concentration en comparant lesntensités
en voltammétrie cylique
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Dans un premier temps, les voltammogrammes du N&A somparés a ceux de la
benzoquinone (BQ) dans les mémes conditions (pkefdonique) pour déterminer les
concentrations. Cette procédure est largemenségilen électrochimie lorsque I'on cherche a
déterminer le nombre d’électrons échangés. Ici rmmiquons la méme procédure, non pas
pour connaitre le nombre d’électrons échangés pais déterminer la concentration en
chaque forme.

Le rapport des intensités de pic est obtenu arpdes relations théoriques donnant

l'intensité des pics en fonction de la vitesse dlyage ainsi que les autres parametres de

I'équation IV-7.
Le premier piclp; est relatif au dialdéhyde non hydraté, qui s’axyride la maniére
suivante :
05
F LV

L’intensité relative a la réduction de la benzogue dans le cas d'un systeme

réversible :

E Ij/]0.5

Ipgg = 044600 [F [Ty, (B[Dg,*” Eﬁﬁ

Equation 1V-8

En réalisant le rapport théorique des deux picgdaction, la concentration en DA peut étre

exprimée :

Ip, I Deg %
Con=111—- Cso Equation V-9
IPeo \ Dpa

Le deuxieme étant le pic de réduction de la foréoriite du dialdéhyde et du monoaldéhyde,
il devrait nous permettre de déterminer la conegioin en monoaldéhyde. En considérant les
coefficients de diffusion de DA,r, MA et DA égauat (notéD), I'intensité du pic 2p, peut

s’exprimer comme ci-dessous :

Equation 1V-10

05
Ip, = 0.4960h [F [{Cp,, +Cya) (B [E F B’J

RLT

dou
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% ¢

Ip, _ 11 D DA *Cua Equation IV-11
IPsq Dgo- Ceo
Equation 1V-12
— DBQ' % Ipz
CMA =111 D . | BQ _CDA,r
' Peq Equation IV-13
Con = 111 22 % Coo ~IC
MA ~ : : BQ ““DA
D IPgo

O étant la proportion de DA réduit en DA,r. Dansraatas, on considére que tout le DA s’est

réduit en DAr, alor®= 1, ce qui conduit a :

Do )2 1P |

Cya =111 —2 Cgo —Cpa Equation IV-14
D IPso

En considérant en premiére approximation, les mefits de diffusion de DA, DA,r, MA et

BQ égaux, les concentration s’expriment comme suit:

I
CDA =111 Py ECBQ Equation IV-15
IPso
I
CMA — ﬂl&CBQ - CDA Equation 1V-16
IPgo

La concentration en hémiacétale cyclique est dédies concentrations en DA et en MA de

la facon suivante.
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Criac = Crpatot ~Cpa ~Cua Equation IV-17

L’application numérique est faite avec une coneditn en BQ égale a la
concentration totale en NDA, soit 1 mM. Les rédsljgour une vitesse de balayage de 100
mV/s sont indiqués dans le tableau suivant (Tabléad).

Forme DA| MA | HAC
Concentration (mM)| 0,99 1,94 -

Tableau IV-4 : Valeurs estimées des concentratioren DA, MA et HAC, en comparant les intensités des
pics de la BQ avec ceux du NDA dans les mémes cdiudis d’analyses (v = 100 mV/s, tampon 100 mM
pH 9 borate /MeOH (50/50 v/v)).

Les résultats trouvés en utilisant la benzoquinoeesont pas satisfaisants, les
concentrations obtenues sont aberrantes. En é#fetoncentration en MA obtenue est
largement supérieure a la concentration initial®&NBrA total de 1 mM.

De maniere a expliquer cette aberration, la berninoge est étudiée dans trois milieux
différents : 100% méthanol avec 0,1 M KCI, 100% pam borate a 100mM et pH 9, et notre
milieu d’étude constitué du tampon 100 mM pH 9 beordeOH 50/50 v/v (Figure 1V-14).
En comparant, le voltammogramme dans une soluéioypon 100 mM pH 9 borate /MeOH
50/50 v/v ou 100% tampon borate a 100mM et pH @, diminution de l'intensité du pic est
observée dans le mélange 50/50. Au regard du voltagramme, la benzoquinone dans le
milieu tampon borate 100 mM pH 9 /MeOH 50/50 v/t gmobablement se dégrader.
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Figure 1V-14 : Voltammogramme de 1 mM de BQ a 100 M/s sur une électrode de carbone vitreux (S =
0,071 cm?). a) BQ dans un tampon 100 mM borate. BQ dans MeOH 100 mM KCI. ¢) BQ dans un
mélange tampon 100 mM pH 9borate / MeOH (50/50 v/v)

Une expérience dans un meélange 90/10 (v/v) tampoatd MeOH est réalisée pour
confirmer ces observations. L’évolution des dessité courants de pics en fonction du temps
est reportée. Une diminution de la densité de ctutas pics est effectivement observée en
fonction du temps. D’autre part, la solution ingment de couleur jaune devient de plus en
plus foncée au cours du temps. Ces deux résudtadent a confirmer que la benzoquinone se
dégrade dans ce milieu (Figure 1V-14 et Figure BJ-1On peut supposer qu’il y a formation
de la quinhydrone (QH) réaction de I'hydroquinohdela benzoquinone [32].
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Figure IV-15 : Voltammogramme de 1 mM de la BQ a 10 mV/s. a) BQ dans une solution de tampon 100

mM borate. b) BQ dans une solution de tampon 100 ml pH 9 borate / MeOH (90/10 v/v) pour t = 0 min.

¢) BQ dans une solution de tampon 100 mM pH 9 borat/ MeOH (90/10 v/v) pour t=10 min. d) BQ dans

une solution de tampon 100 mM pH 9borate / MeOH (9Q0 v/v) pour t = 20 min. €) BQ dans une solution
de tampon 100 mM pH 9 borate / MeOH (90/10 v/v) pau = 40 min.

La benzoquinone ne peut donc pas étre utilisée atdéme fiable pour comparer les
intensités avec celles du NDA. En effet, la benmoope se dégrade dans le temps dans notre
milieu tampon borate/ MeOH, l'intensité du pic pdumM de benzoquinone ne peut étre
déterminée dans les mémes conditions d’analyséegiBA. La benzoquinone ne permettant
pas de déterminer la concentration de chaque fdeségrmules des intensités en fonction de
la vitesse de balayage (Equation IV-7 et IV-10)tstirectement utilisées pour déterminer la
concentration des différentes formes du NDA. Cepatgour utiliser ces formules, les

coefficients de diffusion de chaque forme doivdrg déterminés.

V.2.2.2Détermination des coefficients de diffusion

Différentes formules existent pour estimer le degfht de diffusion. On peut citer
celle de Wilke-Chang [33], Scheibel [34], Reddyr@iewamy [35] et Lusis-Ratcliff [36].

L’estimation la plus couramment utilisée est lamée de Wilke-Chang établie en
1955 [32]. Cette formule est basée sur la relal®iBtokes Einstein.

L, TOXM,)”
D,s = 74107 GM Equation IV-18

HBVA, mO’6
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Dans cette formulation les indic8set A correspondent respectivement au solvant et
au solutéMg correspond a la masse molaire du solvant (en g/glest le volume molaire
au point d’ébullition (en L/mol)p la viscosité (en cP) €k la température. Le parameixe
correspond au parametre d’association du solvast.p@ramétre prend en compte les
interactions solvant/soluté. Il définit une masseléuulaire effective du solvant qui tient
compte du phénomene de diffusion. Ce paramétrelest,6 pour I'eau et de 1,9 pour le

méthanol.

La deuxieme formule est la celle de Scheibel étadoli 1954 [34].

1 YR
D,.=8210 M E—— 1{ B'mJ Equation IV-19
me YA Y,

78V Am A

m

Contrairement a la formule de Wilke-Chang, cettemidation n’inclut pas de
parameétre d’association lequel est remplacé patrdduction des volumes molaires du
solvant {/g ) et du soluté\(a n).

La troisieme formulation est celle de Reddy-Doraisw établie en 1967 [35]. De
méme que pour la formule de Scheibel, le parandtesociation n'est pas présent. Le
volume molaire du solvant est introduit pour prenein compte la diffusion.

_ TM,)*2
Dag = ConSthBVB ]/S\/A 73 Equation 1V-20

Dans cette formule la constan@gnst,dépend du rapport des volumes molaires. Cette
constante vaut 8,5x18si Vg > 1,5V et 10x10siVg< 1,5Va
La derniere formulation est celle de Lusis-Ratcliffi a été développée en 1968 pour

déterminer le coefficient de diffusion dans devaols organiques [36] :

14 [QVBJ)J/?» + VBJ |
Dag = 8510_12 T 3 Vam Vam Equation 1V-21
AB el HBVB‘mJ,/?;
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Avant de déterminer le coefficient de diffusion dbBérentes formes, les parameétregf,

My, 77) doivent étre calculés :

« La masse molaire du solvant edlg= XeaMeai*XmeoHMwmeor = 22,3 g.mof, avecxeau
et X veon les fractions molaires de I'eau et du méthanokdarmélange. Les fractions
molaires ont été calculées pour I'eau et le méthalmmnantx.,,= 0,692 et de& meon
= 0,308.

* Le parametre d’association a été calculé et ¥atitXeaXeatXmeorXveon = 2,38 avec
Xeau= 2,6 €Xyeon= 1,9.

« Le volume molaireVem = XeaNeaunt XveonVmeonm = 24,47 cm.gt.mol’ avec
Veaum= 18,9 cnmi.g.mol* etVyeonm= 37 cmi.g .mol™.

* Dans nos conditions de mélange 50/50 viOM1eOH, la viscosité du solvant est de
1,7 a 25°C [36].

« Le volume molaire du dialdéhyde est égal & 201,2ghmol* et 220,6 cmgt.mol™*
pour la forme monohydrate acyclique. Les volumefaires au point d’ébullition sont
déterminés par combinaison des volumes molaires atemes des différents
constituants. Ces valeurs ont été déterminées ta gdas données de Wilke-Chang
[32].

Les valeurs des coefficients de diffusion selon 4eformules sont données dans le
Tableau IV-2 avec un pourcentage d’erreur de 20%r [es 4 formules:

Wilke-Chang | Scheibel Reddy- Lusis-

Doraiswamy Ratcliff
Doa (x10% cm2 .&Y) | (3,92+0,78) | (3,70 +0,74)| (4,87+0,97) (4,18 +0,8B)
Dua (x10%cm2 8" | (3,71+0,74) | (3,52+0,70) | (4,72+0,94) (4,02+0,80Q)

Tableau IV-2 : Valeurs des coefficients de diffusio estimées avec les équations 1V-18 ; IV-19 ; IV-2&
IV-21.

Les marges d’erreur pour les valeurs des différeogdficients peuvent étre illustrées sous la

forme des graphigues comme indiqué ci-dessous rgiy16):
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Figure IV-16: Schéma représentant les coefficientgle diffusion et leurs écarts types, les points
correspondants aux valeurs moyennes, en vert leslgars estimées avec la formule de Scheibel, en bleu
avec la formule de Wilke Chang, en rouge avec larimule de Lusis-Ratcliff et en violet avec la formut de
Reddy-Doraiswamy.

Sur le graphique, la plage grisée correspond aleuks statistiques pour les quatre
formules (Wilke-Chang, Scheibel, Reddy-DoraiswantylLasis-Ratcliff). Dans le cas du
calcul du coefficient de diffusion de DA les valeweDpa estimées pour toutes les formules
sont comprises entre 4,89x36n7.s® et 4,44x1¢ cn?.s* pour une moyenne de 4,17510
cnt.s?, tandis que le coefficierDya est compris entre 3,78x@n’.s’t 4,22x1¢ cnt.s?
pour une moyenne de 4,00A€n?.s™.

Grace aux formules empiriques (Wilke-Chang, Schel®eddy-Doraiswamy et Lusis-
Ratcliff) nous avons pu estimer expérimentalemesitcbefficients de diffusion dans le cas de
meélange eau/MeOH. Avec la formule de Wilke-Changdet Scheibel, les pourcentages
d’erreur sont respectivement de 8% et 14 %. D’aytaet, les valeurs calculées sont
inférieures a la valeur expérimentale. Pour la éation de Reddy-Doraiswamy, le
pourcentage d’erreur moyen est également de 17%i-€est inférieur a 1% en utilisant la

formule de Lusis-Ratcliff.

V.2.2.3 Détermination de la concentration en utilisant les
coefficients de diffusion.

Pour la concentration en dialdéhyde, I'équation 3R/-de lintensité du pic 1
irréversible est appliquée :
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D'ou

By =Coa

Er 05 Equation 1V-22
0.496[h[F [B[D,,* ] —
RLT

Pour la concentration en monohydraté acycliquetdisité du pic 2 est utilisée :

05
F v . .
|p2 = 0.4960n [F [S{—R 0T j (CDA,r DDA,r "t CMADMAOS Equation IV-23

Etant donné les valeurs estimées précédemmentptdsficients de diffusion de MA et de
DA,r sont pris égaux a celui de DA, avec n = 2 deutombre d’électrons échangeés.

05
FOv
|, =1, = 0.992[F [5[€ﬁ] D ((6-1)Cp, °+C,,°)  Equation IV-24

Par la suite on suppose gde 1, d'ou :
P

05
0992[F @[ﬁmj D%
RIT

— 0
- CMA

Equation 1V-25

Le Tableau IV-5 suivant résume les résultats desautrations obtenus avec les différents

coefficients de diffusion déterminés précédemment :

Concentration en mM
Formule | Formule de
de Wilke Reddy- Formule de Lusis{ Formule de Ecart
Chang | Doraiswamy Ratcliff Scheibel moyenne| type
[MA] 0,57 0,50 0,54 0,58 0,55 0,08
[DA] 0,28 0,25 0,27 0,295 0,27 0,02
[HAC] 0,15 0,24 0,18 0,13 0,18 0,05

Tableau IV-5 : Valeurs des concentrations des difféntes formes du NDA calculées a partir des équatis
IV-22 , IV-25 et IV-17 et des valeurs moyennes desefficients de diffusion.
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Les concentrations des différentes formes peudend méme facon étre calculées en
fonction de la concentration globale en NDA (Tahld¥-6). Les valeurs données dans le
tableau sont calculées en utilisant les coeffisiade diffusion trouvés avec la formule de
Lusis-Ratcliff. En effet, les valeurs calculées artip de cette formule donne une valeur
proche de la moyenne des valeurs trouvées aveaitess méthodes. Les valeurs déterminées
avec la formule de Lusis-Ratcliff donne donc undllmge approximation de la véritable

valeur.

[NDA]o(mM) | 1 2 3 4 5
[MA[mM) | 0,57 | 0,90 | 1,14 | 1,38 1,51
[DA(MM) | 0,28 | 0,48| 068| 0,95 1,33

[HAC](mM) | 0,15 | 0,62| 1,18 1,67 216

Tableau V-6 : Valeurs des concentrations des troiformes en solution aqueuse en fonction de la
concentration globale en NDA calculées a partir desoefficients de diffusion déterminés par la formwe de
Lusis-Ratcliff.

Les graphigues des densités de courante{d}-J;) sont retracés cette fois ci en
fonction de la concentration en DA ou en MA (Figivel7), et non plus en fonction de la

concentration totale en NDA (Figure IV-7).

0.50] | | | 1 1 1 ..l. 1.1 T T T T T T l..._y._
0.45- J1=0.36[DA] (1)'8: § ]

~ 2% R=0,99 § —~ 08]  32.31=0.70[MA] ]

£ 0357 . £ 074  R=099 - ]

© 0.301 o 9 0.6 o ]
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= 0.20- —~ 041 ]
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0.10- Kl g-i- ]
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Figure IV-17 : a)Variation de la densité de courantdu pic J; en fonction de la concentration en DA b)
Variation de la densité de courant du pic ¢J; en fonction de la concentration en MA a 100 mV/s.

Contrairement a la Figure IV-4, les Figure IV-17eab donnent des corrélations
linaires pour la densité de courant en fonction degx formes électroactives du NDA.

L’ordonnée a l'origine est quasiment nulle. On paussi remarquer que I'on obtient bien un
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rapport de 2 entre les pentgsed 3-J; en fonction de la concentration en DA et MA. Ceci
confirme que la densité de courant suit bien un@éade I'équation 7 et IV-24.

Le pourcentage pour la concentration de chaqueefarst représenté dans la Figure
IV-18 en fonction de la concentration totale en NDKe pourcentage en DA reste
relativement constant, tandis que le pourcentagd&miminue et celui en HC augmente en

fonction de la concentration totale.

554 = E
50- S .
45- __AcCH
4 » A/// ”
40- 1
] l\\\
35 ~a .
S 30 & b
4 /
] [ ] // Y a ]
251 \/&.\././
20+ / -
4 /
154/ i
1 re
10 T T T T T
1 2 3 4 5

Concentration totale en NDA (mM)

Figure IV-18 : Variation du pourcentage de chaque drme en solution en fonction de la concentration
totale en NDA a 100 mV/s. a) Pourcentage pour la woentration en DA .b) Pourcentage pour la
concentration en MA. c) Pourcentage pour la concerdtion en HAC.

A titre indicatif, les concentrations des différemtformes du NDA ont été déterminées par
polarographie par I'équipe de Zumaet al dans un milieu aqueux contenant 1%
d’acétonitrile. Pour cela, les pics du NDA ont émmparés a ceux de lisophtaladehyde
(IPA). L'IPA a été choisi car il n'est présent qu3& sous forme hydratée a I'équilibre en
milieu aqueux [27]. Dans leur cas, le NDA est pnége7% sous sa forme non hydratée et a
78% sous sa forme cycligue. Pour déterminer cesettrations Zumaet al. ont considéré
les coeffficients de diffusion de I'lPA et du NDA@ux, ce qui n’est en réalité pas le cas.

V.2.3. Détermination des constantes d’équilibre

Les constantes d’équilibre des différentes réastiachimiques peuvent étre

déterminées pour le mécanisme proposé dans le adves

? Ky Ke Equation 1V-26
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K 1correspond a la constante d’equilibre de formatieMA, et K, a celle de la formation de
HAC.

avec :
__ [MAL _ Dp(lp, = Ipy) |
" [DAL[H,0]  Dyiip.[H,O] Equation V=27
«' = [MAl _ Dg;(Ip, ~1p,)
et ™ [DA] D2%Ip, Equation I1V-28
_ [HAC]
? [MA] Equation 1V-29
K, =K,.K; Equation IV-30

avecK'y, la constante de la réaction DA +®1= HAC
Les valeurs de différentes constantes sont estirdégmses les différentes formules des

coefficients de diffusion sont indiquées dans |bldau IV-7.

Coefficient de Coefficient de Coefficient de| Coefficient Ecart

Wilke Chang| Reddy-Doraiswamy Lusis-Ratcliff | de Scheibel moyenne type

Ky 2,03 2,00 2,01 2,02 2,02/ 0,01
K> 0,27 0,45 0,34 0,22 03 01
Ky’ 0,54 0,97 0,68 0,45 0,7 0,2

Tableau IV-7 : Valeurs des constantes d'équilibrealculées a partir des coefficients de diffusion ates
équations 1V-28, IV-29 et IV-30 pour une concentrabn en 1 mM.

On obtient des valeurs d&;’ etK, qui sont inférieures a 1. La formation de MA oule a
partir de HAC est donc défavorable. De pfus est supérieur a 1, la formation de DA a partir
de MA est par contre favorable. Le Tableau IV-8igue les valeurs des constantes
d’équilibre calculées a partir de la formule de istRatcliff pour différentes concentrations
totales en NDA.

[NDA] [1 mM|2 mM|3 mM|4 mM|5 mM
Ki 203 187 1.68 145 113
Kz 027 069 1,04 1,21 1,43
Kh 054 120 1,74| 1,76] 1,62

Tableau IV-8 : Valeurs des constantes d’équilibré, e t K, calculées a partir du coefficient de diffusion de
la formule de Lusis-Ratcliff et des équations 1V-291V-29 et IV-30 pour une les différentes concentrigons
totales en NDA.
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Une diminution de la valeur d&,’ et une augmentation des valeurs<g¢ et K, sont
observées lorsque la concentration totale en NDgkrente. En augmentant la concentration
totale en NDA, la formation de DA a partir de MAviEnt de moins en moins favorable

tandis que la formation de MA a partir de HAC deviiavorable.

Zumanet al.,pour les analyses de 'OPA dans de I'eau, ont abtkss valeurs dK;
et Ky inférieures a 1 et di€, supérieures a 1. De plus, ils ont montré une digese de ces
valeurs en fonction de la température. L'augmenmatie la température a pour effet de
décaler I'équilibre en faveur des formes acycliqugss études ont également montré que les
valeurs de&Ky diminuent avec le pourcentage d’eau dans les métaaau/Acétonitrile. Cette
diminution peut étre expliquée par la baisse detiVaé de I'eau due a la solvatation dans

I'acétonitrile [27].

V.2.4. Etude en fonction du temps

La densité de courant des pics est étudiée enidondu temps par voltammeétrie
cyclique sur une électrode de carbone de 1 mmataatre et une électrode de référence de
Ag/AgCI pour observer la stabilité de chaque fordeeNDA dans le temps. En effet, les
expériences en fonction de la concentration étaiteés par ajout de NDA dans la solution,
nous voulons vérifier la stabilité dans le temps diéférentes formes du NDA. Cette étude est
faite avec une concentration initiale en NDA égale mM dans un mélange 50 mM a pH 9
tampon borate/ MeOH (50/50 v/v). La procédure csiesia effectuer une voltammeétrie
cyclique toutes les 2 minutes pendant 1 heure,tpuigs les 10 minutes pendant 1 heure puis
enfin toutes les 30 minutes. Un dégazage de ldigolast réalisé entre chaque voltammeétrie.
Les densités de courant des deux pics sont meseméesction du temps (Figure 1V-19).
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Figure IV-19 : Variation des densités de courant depics 1 et 2 pour une solution de NDA 5 mM dans un
mélange tampon 50 mM pH 9 borate /MeOH (50/50 v/vEn fonction du temps sur une électrode de
carbone de 1 mm de diamétre & 100 mV/s.

Nous observons que les densités de courant deslpes?2 restent relativement
constantes au cours du temps pendant au moinsé&8is Ih second temps, le rappdpif-
Jpicy)/Jpic, est également tracé en fonction du temps en Figu®, ce rapport représente le
ratio [MA]/[DA] en considérant les deux coefficisntde diffusion égaux. Ce rapport de
densité de courant reste relativement constant tansemps et donc le ratio [MA]/[DA]
également. Sachant que le pic 1 correspondant Godaentration en DA est également
constant, on peut supposer que la concentratidfert donc en HAC est aussi relativement
constante dans le temps. On peut donc dire queglgBbres sont figés comme supposer dans
la partie IV.2.1.1.
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Figure 1V-20 : Variation de la densité de courant @ (Jsicz-Jpic1)/Jpica POUr une solution de NDA 5 mM dans
un mélange tampon 50 mM pH 9 borate/MeOH (50/50 vjven fonction du temps sur une électrode de

carbone de 1 mm de diamétre a v =100 mV/s.

En utilisant les formules IV-45 et IV-49 avec lewefficients de diffusion déterminés

grace a la formule de Lusis-Ratcliff, la concentraten chaque forme peut étre tracée en

fonction du temps (Figure 1V-21).
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Figure 1V-21 : Variation des concentrations en chage forme pour une solution de NDA 5 mM dans un
mélange tampon 50 mM pH 9 borate /MeOH (50/50 v)jven fonction du temps sur une électrode de
carbone de 1 mm de diameétre. En bleu la concentratn en DA, en rouge en MA et en vert en HAC. Les

concentrations sont calculées a partir des formuld¥/-20 et 1V-24.

Les concentrations en chaque forme sont donc takxtivement constantes dans le

temps et les équilibres figés.
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V.3. Dérivation du peptide et des acides aminés

Comme mentionné au chapitre 1.1.1, le peptide de é&tude est celui correspondant
aux acides aminés 49 a 70 de la protéine native GU® nous noterons PN. Ce peptide

synthétique est donc composé de 22 acides aminés.
N-term TSESGELHGLTTEEEFVEGIYK-C term

Le NDA est utilisé pour la dérivation de 4 acidesirgs ainsi que pour le PN. Ces
guatre acides aminés sont la lysine, la seringstittine ainsi que la thréonine. lls sont tous

présents dans le peptide PN :
- en position N-terminale ainsi qu’en position 112epibur la thréonine (T),
- en position 2 et 4 pour la sérine (S),
- en position 8 pour l'histidine (H),
- en positionC-terminale pour la lysine (K).
Le choix de ces acides aminés s’est fait en fona®différents parametres :
- la position dans le peptide, position terminalerdauhréonine et la lysine,
- la possibilité de double marquage pour la lysine,

- le caractére neutre ou basique de leur chainealatérespectivement pour la
I'histidine et la sérine. En effet, I'histidine a waractére plus basique que la sérine.
Cette deniére a une chaine latérale neutre. Le ¢d¥¥eple deux groupements NH
libres, celui de la thréonine @éhterminale ainsi que le NHle la chaine latérale de la

lysine.

V.3.3. Sur carbone vitreux

V.3.3.1Comparaison avec différents acides aminés (AA)

La détection de la dérivation du PN est analyséBRY a 25 mV/s sur une électrode
de carbone vitreux de surface 0,071 cm?. Nous agboisi une électrode de carbone vitreux
a titre de comparaison avec le carbone azoté amoipans cette partie la concentration
finale en PN est de 28Vl. Les Figures 1V-22 et IV-23 montrent les signabtenus pour le
peptide seul, le NDA seul, et pour la dérivationRNi avec le NDA. La dérivation est réalisée
pour un ratio molaire NDA/CN de 1 et un ratio NDAfpide de 100 dans une solution
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tampon borate 100 mM pH 9/MeOH (50/50 v/v). Dans pramier temps, ce pH a été
sélectionné en regardant la variation du pic du NdXonction du pH. Pour le pH choisi, les
concentrations en DA et en MA sont importantesagtcdune grande proportion des formes
électroactives du NDA peut réagir avec le cyantile peptide. En effet, a priori le CBI peut
étre formé aussi bien a partir du DA que du MA.[db&s a ce pH, HAC devient DA suivant
une réaction de déshydratation catalytique. Auciende réduction ou d’oxydation n’est
observé pour le peptide seul. Ceci confirme qupelatide n’est pas électroactif dans cette
fenétre de potentiel malgré la présence d’'un aamndmé électroactif (la tyrosine) dans le PN.
On peut supposer que la tyrosine n'est pas actes$iins le peptide pour étre oxydée. De
plus, le NDA n’est pas électroactif dans la fenées potentiels d’oxydation (Figure IV-22),
mais est électroactif dans la fenétre des potsndielréduction avec la présence de deux pics
de réduction pour les groupements aldéhydiques3d M/ECS et -1,1 V/ECS (Figure 1V-23).
Une diminution de la densité de courant pour les de réduction des fonctions aldéhydes est
observée apres dérivation du peptide PN avec le NOétte diminution est due a une
consommation du NDA en solution. La diminution dessités de courant des deux pics du
NDA libre laisse bien supposer que la dérivationtpgeffectuer aussi bien a partir de la
forme non hydratée (DA) que de la forme hydraté@)XMD’autre part, un pic est observé a
0,55 V/ECS pour le PN dérivé correspondant a I'atimh du CBI, ce pic n'est pas
réversible. D’autre part, il y a seulement un p&ci confirme que le caractere électroactif de

la tyrosine est bien non accessible.
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Figure IV-22 : DPV a 25 mV/s sur carbone vitreux (S= 0,071 cm?) fenétre de potentiel de réduction (i)
NDA dans le tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH 50/50/v. (j) PN dans du tampon 100 mM pH 9 borate.
(k) Dérivation du peptide PN avec le NDA dans du tapon 100 mM pH 9 borate / MeOH (50/50), ratio
molaire de 100.
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Figure IV-23 : DPV a 25 mV/s sur carbone vitreux (S= 0,071 cm?) fenétre de potentiel d'oxydation. (i)
NDA dans le tampon 100 mM pH 9borate /MeOH 50/50 v/ (j) PN dans du tampon 100 mM pH 9 borate.
(k) Dérivation du peptide PN avec le NDA dans du tapon 100 mM pH 9 borate / MeOH (50/50), ratio
molaire de 100.

V.3.3.2Comparaison des différents protocoles de marquage
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Nous avons cherché a optimiser le protocole de wag® en DPV, avec une
concentration finale en PN de 2. Nous avons fait varier le pH et le ratio NDA/RIdns
les proportions suivantes :

- NDA/PN = 100, pH du tampon = 10,

- NDA/PN =40, pH du tampon = 10,

- NDA/PN =40, pH du tampon = 9,

- NDA/PN =100, pH du tampon = 9.

Comme montré sur la Figure 1V-24, le pic d’oxydatiest situé a 0,55 V/ECS pour tous les
protocoles. Cette observation souligne que la i@ach’'est pas sensible aux protons.
Cependant, la densité de courant du pic dépendatagole utilisé en particulier en fonction
du ratio NDA/PN (Tableau IV-9). Les Figures IV-24etd, obtenues pour des ratios de 100
montrent deux pics tandis que les voltammogramnigenas avec un ratio de 40 ne
présentent qu'un seul pic. Les pics situés a 0,B5C% et 0,69 V/ECS seront appelés pic
CBI-PN,1 et CBI-PN,2 respectivement.
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Figure IV-24 : DPV de CBI-PN du PN vitesse de balage = 25 mV/s. (a) Tampon borate a pH = 10,
NDA/PN ratio molaire 100. (b) Tampon borate pH = 9NDA/PN ratio molaire 40. (c) Tampon borate pH
=10, NDA/PN ratio molaire 40. d) Tampon borate pH= 9, NDA/PN ratio molaire 100.
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Méthode dBI-PN.1 JeBI-PN,2 Aire pic Aire pic
(10*mA/cm?) | (10*mA/cm?) CBI-PN; | CBI-PN;
x10° x10°
NDA/PN = 100, 2,63 0,63 (3.2+0.3) | (0,5+0.1)
pH du tampon =
10,
NDA/PN = 40, 2,29 - (3.3+£0.2) -
pH du tampon = 10
NDA/PN = 40, 2,15 - (3.2+0.2) -
pH du tampon =9
NDA/PN = 100, 1,8 1,07 (3,7+0.3) | (0,7+0.3)
pH du tampon =9

Tableau 1V-9 : Aire des pics en fonction de la méibde de dérivation utilisée sur une électrode de daone
vitreux (S = 0,071 cm?) dans un mélange tampon baelMeOH (v /v 50/50) et NDA/KCN = 1, [PN]= 25
pM.

La comparaison des protocoles avec un ratio motkerd0 aux deux pH montre une
aire quasiment identique. De plus, pour un mémedpHLO, I'aire du pic pour le premier
protocole avec un ratio molaire de 100 est plusont@mte que celle obtenue avec le ratio 40.
De méme pour le pH 9, I'aire pour le quatrieme @eote avec un ratio 100 est supérieure au
protocole & 10 et ratio 100. La densité de coudanpic d’oxydation doit étre maximale
guand pHO pKa, on peut supposer ici que l'on se situe pratthpKa des acides aminés du
peptide par lequel il est dérivé [38][39]. Le pKa kA thréonine est de 9,10 et celui de la
lysine de 9. Nos observations confirment donc gueensité de courant du pic est maximale
autour des pKa des formes dérivées.

Pour les deux protocoles & ratio molaire NDA/mptE 100, le pic peut étre
décomposé en deux pics différents, un premierespondant au doublement dérivé a 0,55
V/IECS et un second correspondant au simplemenv&éi 0,69 V/ECS. Le peptide
simplement dérivé est plus difficilement oxydableedes acides aminés, car il possede une

chaine longue composée de 22 acides aminés.

V.3.3.3Comparaison avec différents acides aminés.

Le pic du CBI-PN en DPV est comparé aux potentilgspic pour 4 acides aminés
dérivés : CBI-histidine, CBI-lysine, CBI-sérine, CBréonine pour une dérivation a pH 9,
avec un rapport NDA/AA ou PN = 100 et [RN}E 25 uM (Figure IV-25). Les valeurs
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trouvées figurent dans le Tableau IV-10. Notre étodnfirme que le potentiel de pic du CBI
est caractéristique de I'acide aminé ou du peptateme observé par Nussbaetnal. [40].
Dans cette étudde parametre suivi est le potentiel de demi vaggida dérivation pour 18
acides aminés (NDA/AA = 83; NDA/KCN = 0,5) dans tempon borate pH 9,9 par
voltammeétrie sur une électrode de carbone vitreuxante.
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Figure IV-25 : DPV a 25 mV/s sur carbone vitreux (S= 0,071 cm?2) tampon 100 mM pH 9 / MeOH (50/50
viv). (h) CBI-(histidine), NDA/histidine = 100. (I) CBI-(lysine), NDA/lysine = 100. (t) CBI-(thréoning,
NDA/thréonine = 100. (s) CBI-(serine) NDA/serine Z00. (k) CBI-PN. NDA/PN = 100 [PN ou AA]; = 25
pM.

Acide amine ou peptide pKa E(mV) L 12(mV)
lysine 9,06 540 £3 170
histidine 9,33 570+ 4 240
thréonine 9,10 5805 210
serine 9,21 590+5 140
PN simplement marqué X 555+ 4 190
PN Doublement marqué 690 £ 6 190

Tableau IV-10 : Valeurs des potentiels de pic et da largeur a mi hauteur L, pour les différents

groupements NH dérivés, sur une électrode de carbone vitreux (SG;071 cm?) dans tampon 100 mM pH

9 borate/ MeOH (50/50) avec un ratio molaire NDA/(A ou peptide) de 100 et NDA/KCN =1, [PN ou AA]
=25uM.
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Nos résultats montrent que la lysine qui est doublg dérivée est plus facilement
oxydable que les 3 autres acides aminés. D’auttelpa acides aminés avec une chaine plus
basique (histidine) sont plus facilement oxydalig®e ceux avec une chaine plus acide
(sérine). De méme, la thréonine posséde une cpaisacide que I'histidine, mais moins que
la sérine. L'ordre des potentiels, selon l'acideir@mest dondEycaiysine)< Epcai-histidine<
Ep(cai-thréonine Ep(cai-serine): Ces résultats sont en accord avec les traviuklussbaurat al.
qui ont suivi des potentiels de demi-vague paramihétrie. Dans ses conditions I'ordre de
potentiels de demi vague eétddhcarysine)< Epiacarhistidine< Eprzcai-thréonine Epr2cai-sérine)
[39].

Le potentiel de pic dépend également du nombreralgpgments NEdérivé et de la
longueur de la chaine peptidique. Le potentiel idedp CBI-PN est relativement proche de
celui du CBI-lysine. Cette observation indique deeCBI-PN est relativement facilement
oxydable. En considérant, la séquence de 22 aamé®s du PN, nous supposons que le PN
est doublement dérivé, une premiere fois par laothine et une seconde fois par le second
groupement NElde la lysine pour former le CBI-TSESGELHGLTTEEERYE'K-CBI. Les
potentiels de pic sont pour le simplement marqu®,88 V/ECS et de 0,69V/ECS pour le

doublement marqué.

V.3.3.4Temps de dérivation.

Un des parametres important de la dérivation ettrtgps de celle-ci pour avoir une
densité de courant de pic optimale. La variatiordéesité de courant de pic en fonction du
temps est donc étudiée. Le protocole de dérivasireffectué a pH 10 avec un ratio molaire
de 40, et [PNJ 25 uM. Comme observé sur la Figure IV-26 a, la dend@éourant du pic
augmente avec I'augmentation du rendement de fosmdu CBI. La densité de courant du
pic du CBI peut étre corrélée a la diminution degit® de courant de pics de la réduction
successive des deux formes aldéhyde du NDA (Fityx26b). Le suivi de la diminution de
densité de courant des deux pics de réduction d& Mius permet de suivre la dérivation du
peptide PN. Bien qu’'un temps de dérivation de 3utes soit suffisant pour observer le pic de
dérivation du NDA, la densité de courant maximalepit est obtenue aprés 15 minutes de

dérivation. Pour un temps de 20 minutes la dedsitéourant ne varie plus.
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Figure 1V-26 : DPV du CBI-PN. a) Fenétre d’oxydatian sur une électrode de carbone vitreux (S = 0,071
cm?), mélange tampon 100 mM pH 10 borate / MeOH (380 v/v) ratio molaire NDA(1 mM)/PN(25uM) =
40. b) Fenétre de réduction. (i) Temps de dérivatiode 3 min. (j) Temps de dérivation de 9 min. (k) &mps
de dérivation de 15 min. (I) Temps de dérivation d&5 min.

La Figure IV-27 représente les densités de cowaspics pour les deux pics du NDA
et pour le pic de dérivation du CBI-PN. Une dimiontdes deux pics du NDA est observée.
Dans le cas du CBI-PN, aprés 15 minutes, la dedsitgourant tend a se stabiliser.
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Figure IV-27 : Variation des densités de pic en fastion du temps de dérivation. a) Densité de courarnte

pic du CBI-PN. b) Densité de courant du premier picdu NDA (correspondant a la réduction de la forme

DA). c) Densité de courant du deuxiéme pic du NDAcOrrespondant a la réduction des formes DA,r et
MA.

V.3.3.5Stabilité de la détection

La stabilité dans le temps du CBI-PN est étudiédreechaque mesure la solution est
conservée a 4°C a I'abri de la lumiére. Le tempsyad de dérivation étant de 15 minutes, les
mesures de stabilité sont réalisées aprés un tamtips de dérivation de 15 min. Le Tableau
IV-11 répertorie les mesures d’aire du pic ains ge la densité de courant. Le pourcentage

du pic initial pour ces deux grandeurs est cal@réconsidérant que 100% correspond au
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temps de 15 minutes. La Figure 1V-28 montre lesatians d’aire et de ldensité de courant

Chapitre V- Détection du peptide TTR en macrosyste

en fonction du temps ainsi que les variations amrgantage pour ces deux parametres.

Temps de dérivatiohAire (10°) | J(mA/cm?)(10°) | % Aire | % J(mA/cm?)
15 min 2,11 1,7 100 100
+10 min 2,10 1,2 99,5 70,6
+20 min 2,08 1,2 98,6 70,6
+30 min 2,07 1,1 98,1 64,7
+1h 2,04 0,98 97,1 57,6
+4 h 1,8 0,82 85,3 48,2
+24 h 1,65 0,8 78,2 47,1

Tableau IV-11 : Valeurs des aires et des densitée dourant en fonction du temps de dérivation avecru
rapport KCN/NDA =1 et NDA/PN = 40, la concentraton finale en PN de 2uM dans une solution
tampon 100 mM pH 10 borate / MeOH (50/50 v/v).

a b
22 |‘. T T T T T T 22 100_ t. T T T T T T -100
2.0 2.0 \.
80+ . leo
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Figure IV-28 : a) Variation de l'aire et de la dengé de courant en fonction du temps. b) Variation d
pourcentage du pic initial pour l'aire et pour la densité de courant en fonction du temps pour une
dérivation avec un rapport KCN/NDA = 1 et NDA/PN =40 avec la concentration finale en PN de 2EM
dans une solution tampon 100 mM pH 10 borate / MeOKB0/50 v/v).

Ces données montrent que le dérivé CBI-PN estivetaent stable dans le temps. En
effet, l'aire a diminué seulement de 20 % en 2€d&pendant, une diminution beaucoup plus
importante de la densité de courant est obserliéeest de plus de 50 % sur la méme période.
Nous observons que les pics ont donc une tendastdadgir avec le temps de dérivation.
D’autre part, apres plusieurs heures, un précipiténgé se forme. Ce précipité est

vraisemblablement le CBI-PN car une agitation @iglal de la solution avant analyse est
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nécessaire pour observer un pic. La réponse dériaation du PN a été également étudiée
par fluorescence pour un temps de dérivation dmibh5avec un ratio molaire KCN/NDA = 1
et NDA/PN = 40 dans un tampon borate pH 9. Cetideda montré que le CBI-PN est stable
pour au moins 5 heures lorsque celui-ci est cogseabri de la lumiére car il photoblanchit
rapidement pendant la manipulation de fluorescéhtle

Cette bonne stabilité dans le temps montre quétdation pré colonne du peptide
peut étre envisagée pour une détection par éléitnge, de préférence a une détection

optique, ou le risque de photoblanchiment est adnojai2].

V.3.3.6Variation de la vitesse de balayage- Déterminatiodu nhombre
d’électrons échangé.

Pour déterminer le mécanisme de réaction de ré&gudti CBI, la variation de densité
de courant des pics ainsi que le potentiel des smos étudiés en fonction de la vitesse de
balayage de 100 a 300 mV/s par voltammeétrie cyelidea Figure 1V-29 montre la variation
de densité de courant selon la vitesse de balagags soustraction du blanc constitué d'un
meélange 50/50 v/v tampon pH 10 borate /MeOH. Nauma choisi un temps de dérivation
du peptide de 15 minutes pour un pH de 10 et tim maolaire de 40. La concentration en PN
finale est de 2oM.

0.0025
0.0020
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Figure IV-29 : Variation de la densité de courant d pic en fonction de la vitesse de balayage par

voltammeétrie cyclique sur carbone vitreux (S = 0,07 cm?) apres soustraction du blanc. Mélange tampon

100 mM pH 10 borate /MeOH (50/50 v/v), ratio molaie NDA/PN = 40 et NDA/KCN = 1; vitesse de
balayage de : a) 100 mV/s. b) 150 mV/s. ¢) 200 mvd@3 250 mV/s. €) 300 mV/s. [PNF 25uM.
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De la méme facon que précédemment, le coefficiemtifflusion est calculé a I'aide de
'équation de Lusis-Ratcliff. Dans un premier temlgsvolume molaire de la molécule et la
masse molaire sont calculés dans le cas d'un doublgjuage. La molécule posséde un
volume molaire de 3100 éhg’.mol* et une masse molaire de 2805 g.fndla formule de
Lusis-Ratcliff donne la valeur de 1,5636m2.s". Le tracé dd;. en fonction de V° donne

0,5

une droite d’équationlpi0=2,29.107v +3.10°. En appliqguant la méme formule que

précédemment pour le NDA :

pente

=nQ] Equation 1V-31

05
0.496(F [C° [B.D. F
RIT

On trouve une valeur dede 3,8 soit 4 électrons.

Dans les études en milieu aqueux/ acétonitrilegsyliation du dérivé provenant de
'OPA apparait étre un transfert de 2 électrons PBpur cela, le 1-tert-butylthiol-2-n-
propylisoindole a été synthétisé et I'intensitépiltien voltammeétrie cylclique a été comparée
a celui de la methylhydroquinone. Dans le cas @®A et du NDA, c’est le groupement
isoindole qui est électroactif. On peut supposer citaque groupement isoindole induit une
oxydation a deux électrons en milieu aqueux. Orowee bien que le dérivé du peptide est
doublement marqué. Le CBI-PN possede deux groupsnsmindoles ce qui explique le fait

d’avoir 4 électrons transférés lors de la réaati@xydation.

V.3.3.7Confirmation de la double dérivation par spectrométie de
masse.

Une analyse par spectrométrie de masse (MALDI-T&t)réalisée sur une solution
contenant le CBI-PN (Figure IV-30). Cette analyss&t eéalisée a la plateforme de
spectrométrie de masse et protéomique de 'UPM@teQechnique est caractérisée par la
finesse des pics et donc possédent une bonne tiéaolue MALDI (désorption-ionisation
laser assistée par matrice) est une ionisation elcocramment utilisée pour I'analyse de
biomolécule. Le mélange matrice/échantillon démséune surface métallique est désorbé et
ionisé a l'aide d'un faisceaux laser. L’ionisatiggeut conduire a la formation d’ions
monochargés, des ions [Molécule+iiHl ou encore d’adduit avec d’autre ions comme

[molécule +NaJ. L’analyseur a temps de vol (TOF) mesure le temps met un ion a
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parcourir une distance apres avoir été accéléer@éipahamp électrique. Les ions de rapport
masse/charge plus petit parviendront au détecteypremier. La masse molaire du peptide
seul est de 2455,5 g.nmblla masse du simplement marqué est donc de 2&atI et celle

du doublement marqué est de 2805 g:m&n effet lors de dérivation, le peptide perd deux
hydrogenes, tandis que le NDA perd ces deux oxygamssi que un hydrogene pour former
le dérivé. A cette masse, il faut également ajolatanasse du cyanure. La masse du peptide
simplement marqué vaut donc : M(peptide) + M(NDAR*M(H) + M(CN) — 2*M(O) -
M(H). La masse du NDA vaut 184 g.rffolDans le cas du peptide doublement marqué la
masse vaut donc : M(peptide) + 2* M(NDA)-2*2*M(H)2* M(CN)-2* 2 M(O)-2*M(H).

La dérivation est réalisée avec un ratio NDA/PN GO ket NDA/CN =1 dans un
tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH (50/50 v/v). La @amtration finale en PN est de 25
UM. Pour éliminer les sels présents dans notreisolgelle-ci est passer a travers un ZIP-TIP
(extraction sur phase solide) pour les éliminer.

La masse m/z = 2603 (Figure IV-30) correspond eapkment dérivé qui a perdu le
cyanure (M(simplement dérivé)-M(HCN)). La masse m/2806 correspondant a correspond
au double dérivé ionisé. Les deux autres pics 808685,07 et 2559,04 sont également
présents dans le blanc et ne sont donc pas dadgeegérivés.

Spectrum Report

33.4

0 . . ; bl
2100 2300 2500 2700 2500 3100

Figure 1V-30 : Spectre de masse du CBI-PN, NDA/PN %00 et NDA/CN =1 dans un tampon 100 mM pH 9
borate /MeOH (50/50 v/v).

La spectrométrie de masse confirme que l'on a béesimplement dérivé et le

doublement derivé en solution.

V.3.3.8Limite de détection
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La limite de détection en CBI est déterminée erdaatr un rapport KCN/NDA
NDA/PN constant. L'étude est effectuée avec un pH.@ et un ratio molaire NDA/PN de 40.
Les pics du CBI-PN sont toujours situés a 0,55 \BEQuand la concentration en PN
augmente, le rendement de formation du CBI-PN au¢gnégalement. Le potentiel de pic est
indépendant de la concentration en CBI-PN IV-31).

formé guife Donc

0E, /d(log(concentraion)) =0 | j| n'y a pas de réaction de type second ordre.

0.0003 1 1 1 1 1 1 1 1
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Figure 1V-31 : Variation de la densité de pic en foction de la concentration totale en PN dans le nehge
tapon borate 100 mM pH 10 /MeOH (50/50 v/v).

Les résultats des aires et des densités de cquwante pic du CBI -PN sont répertoriés dans
le Tableau IV-12.

[NDA]{ (mM) [ [PN; (uM) | Aire (10°) [ J goublement marquéMA/CM?)(10°)
1 25 3,7 2,7
0,4 10 1,9 15
0,2 5 1,55 0,9
0,02 0,5 0,75 0,38
0,01 0,25 0,73 0,34

Tableau IV-12 : Variation de la densité de courante pic et d'aire en fonction de la concentration eRPN
final dans le mélange tapon borate 100 mM pH 10 /M&H (50/50 v/v).

De plus, on observe le simplement marqué seulep@mt la concentration la plus
élevée en PN. Il faut une concentration suffisantnir@portante pour avoir une proportion
visible de simplement marqué.
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La Figure IV-32 montre la variation de la densité courant en fonction de la

concentration en peptide final. La densité de auuda pic varie bien linéairement avec la
concentration en PN.

J (MA/cm2)(10°4)
o = = N N w
@O . e v o @ ©

o
o
1

1
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Figure 1V-32: Variation de J pour le doublement déivé en fonction de la concentration en PN final pau
une dérivation avec un rapport KCN/NDA =1 et NDA/PN=40 dans une solution tampon 100 mM pH 10
borate/ MeOH (50/50 v/v) pour un temps de dérivatin de 15 minutes.

La courbe de calibration ne passe pas par I'aigBeci peut étre dd a la présence a la
fois du simplement dérivé et du doublement déraré.effet, on peut supposer que les pics
plus larges au faible concentration sont causésaparésence a la fois du simplement dérivé
et du doublement dérive, ce qui a tendance a augmgntensité du signal si on considere
seulement la présence doublement marqué.

V.3.4. Sur CNx 15 % déposé sur ITO

V.3.4.1Comparaison avec différents AA par DPV avant et apgs
activation dans KCI 0,5M.

Les électrodes dans la puce microfluidique devarg én CNXx, la dérivation est
réalisée sur les dép6ts de CNx P15 avec un tem2€ aein et une puissance de dépdts de
200 W. Les conditions optimales de marquage poardérection électrochimique, optimisées
sur carbone vitreux, sont utilisées dans cetteeetud dérivation est donc réalisée dans un
tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH (50/50 v/v). Leiaanolaire de NDA/CN = 1 et
NDA/AA ou NDA/PN vaut 100. La concentration finad@ acides aminés ou en peptide vaut

25 uM. Le temps de dérivation est fixé a 15 minutesid expériences sont réalisées pour
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chaque dérivation. Ces expériences sont faitesaguehfois sur des électrodes de CNx P15
différentes. Le protocole de dépbts et de réatinaties électrodes est le méme que celui du
chapitre 111.1.2.3 et II1.3. Les expériences saites en DPV a 25 mV/s.

V.3.4.1.1 CNx sans activation électrochimique

Dans un premier temps, les expériences sont effestsur les dépdts de CNx P15
sans prétraitement particulier. La Figure IV-33 merles voltammogrammes pour les CBI
des 4 acides aminés, ainsi que le CBI-PN. Les strgiteins correspondent aux
voltammogrammes expérimentaux et les pointillés simulations par une fonction type

courbe de Gauss.

J(mA/cm?)

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E(V/ECS)
Figure IV-33: DPV a 25 mV/s sur CNx P15 (S = 0,28cm?) dans un tampon 100 mM a pH 9 borate
/MeOH (50/50 v/v), dérivation avec un ratio NDA/CN= 1 et NDA/(AA ou PN) = 100. (h) CBI-histidine.(l)

CBl-lysine. (t) CBI-thréonine. (s) CBl-serine. (k) CBI-PN. En trait plein le voltammogramme
expérimental et en pointillé la simulation correspadante. [AA ou PN}= 25uM.

Le Tableau IV-13 résume les valeurs des potentiles,aires, des densités de courant et des

largeurs a mi-hauteur, 1k, pour chaque pic selon les différents acides ammepeptide

dérivés.
E (mV/ECS)| Aire (10°) | Li2(mV) | I(mA.cni2) (10°)
Serine 65050 0,9+0,1 280 3,1+0,7
Thréonine 650+60 1,3+0,7 250 4,1+0,9
Lysine 610£20 1,8+0,8 220 4,5,+1
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Histidine 640+40 1,8+0,6 250 8+0,9
Peptide PN  640+20 2,1+0,9 170 11+1

Tableau IV-13 : Valeurs des potentiels de pic, déaire, de la densité de courant des pics ainsi quie la
largeur a mi-hauteur pour les différents CBI-R. Résliltats sans activation préalable des électrodes P15

Les voltammogrammes cycliqgues sans prétraitematitpiger du CNx montrent des
pics larges et possédent une densité de couragit delativement faible. De plus, les valeurs
de potentiels des pics ainsi que des écarts typoriants ne permettent pas d’identifier
clairement I'acide aminé dérivé comme sur le caebatreux. Toutes ces valeurs sont dues a
la réactivité non controlée du a-CNx déposeé sur §B@s activation. En effet, bien que le
CBI-lysine soit bien la molécule avec le potentiel pic le plus faible, les autres acides
aminés possédent relativement tous la méme valeupadentiel de pic. Une étape de
prétraitement est absolument nécessaire pour éasaotclairement la dérivation des especes

marquées.

V.3.4.1.2 CNXx avec activation électrochimique

Bien que les électrodes de a-CNx soient généraleprétraitées dans80, 0,5 M
[41], nous avons montré dans le chapitre 111.3du2 ce prétraitement était trop agressif dans
le cas d’électrodes verre/ITO/Gbs L’activation électrochimique des électrodes pdaur
détection de la dérivation est décrite dans laigdit.3.3. La Figure IV-34 montre les
résultats des dérivations des 4 acides aminés epegtide sur ces électrodes activées

électrochimiquement.

J(mA/cm2)

T T T T T 1
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
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Figure IV-34 : DPV a 25 mV/s sur les électrodes CNR15 activées électrochimiquement (S = 0,282 cm?)
dans un tampon 100 mM pH 9 borate, dérivation aweun ratio NDA/CN = 1 et NDA/(AA ou PN) = 100.

201



Chapitre V- Détection du peptide TTR en macrosyste

(h) CBI-histidine.(I) CBI-lysine. (t) CBI-thréonine. (s) CBI-serine. (k) CBI- PN. en trait plein le

voltammogramme expérimental et en pointillé la simlation correspondante. [AA ou PN]= 25uM.

Le Tableau IV-14 résume les valeurs des poterdielgic, des aires, des densités de

courants et des largeurs a mi-hauteur des pica g&saifférents acides aminés ou peptide

analysés sur CNx P15 activée électrochimiquement.

E(mV/ECS)| Aire (10°) | Li2(mV) | IJ(mA.cni2) (10%)

Serine 59045 3,5+0,5 180 2,9+0,7
Thréonine 580+3 4,5+0,5 150 2,8+0,5
Lysine 53743 5,3+0,5 140 2,9+0,2
Histidine 57045 4,0+0,3 170 2,5+0,3
Peptide PN  552+3 4,4+0,4 100 3,2+0,6

Tableau IV-14 : Valeurs des potentiels de pic, déaire, de la densité de courant des pics ainsi quie la
largeur a mi- hauteur pour les différents CBI(-R) dans un tampon 100 mM pH = 9 borate / MeOH (50/50
v/v), dérivation avec un ratio NDA/CN = 1 et NDA/(AA ou PN) = 100. Résultats obtenus aprés activation

L’activation électrochimique dans KCl a permis ddeux caractériser la dérivation

électrochimique. Les avantages sont les suivants :

les potentiels de pic ont été diminués de 60 m8&race a I'activation. D’autre part,

les potentiels de pics sont plus repérables avexart type 6 a 20 fois plus petit. Un

méme ordre des potentiels que sur carbone vitreughservé selon le groupement R-

NH2 dérivé avec ECBI—Iysine)< Ep(CBI—PN)< Ep(CBI—histidine)< Ep(CBI—thréoninef Ep(CBI—sérine)

les aires des pics sont multipliées par 2 ou faetensité de courant des pics par3a 9

selon l'acide aminé ou le peptide a l'aide de Ration. Le facteur multiplicatif

gu’entraine I'activation est répertorié dans lel€ab IV-15,

la largeur a mi-hauteur a été diminuée de 70 ard\@0Les largeurs a mi-hauteur sont

donc diminuées d’au moins un facteur 0,6 aprésiVaion.

Facteur multiplicatif pour I'aire Facteur multiplicatif pour |
Serine 3,9 9,4
Thréonine 3,5 6,8
Lysine 2,9 6,4
histidine 2,2 3,1
Peptide PN 2,1 2,9
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Tableau IV-15 : Valeurs du coefficient multiplicatif de I'aire et de la densité de courant de l'aire €s pics
pour les différents CBI(-R) dans un tampon 100 mM ®@H 9 borate /MeOH (50/50v/v), dérivation avec un
ratio NDA/CN = 1 et NDA/(AA ou PN) = 100. ElectrodeP15 (S = 0,282 cm?).

L’activation des films de a-CNx a donc permis uneilleure définition des pics avec
une aire et une densité de courant plus importa@tee activation a également permis de
caractériser I'acide aminé et le peptide dérivérppport a son potentiel de pic. De plus, le
CBI-AA et le CBI-PN pourraient étre caractérisés leair largeur a mi-hauteur 4, et leur
potentiel E,. Le protocole de dérivation avec un pH de dérorata été optimisé pour la
détection du CBI-PN, il est logique que la dend#é&ourant soit plus importante pour le CBI-

PN que pour les acides aminés, celle-ci étant @htimorsque pHIpKa.

V.3.4.1.3 Comparaison sur carbone vitreux et sur a-CNx avet sans
activation

Les voltammogrammes de la dérivation réalisés $dx 15 apres activation et sur

carbone vitreux sont compareés sur la Figure 1V-35.

J(MA/cm?)

0.1 ' 0i2 ' 013 ' 0i4 ' OI.5 ' 016 ' 0i7 ' OI.8 ' 0i9 ' 1i0
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Figure IV-35 : DPV a 25 mV/s dans un tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH (50/50 v/v), dérivation avec
un ratio NDA/CN = 1 et NDA/(AA ou PN) = 100. (h) CB-histidine. (I) CBI-lysine. (t) CBI-thréonine. (k)
CBI-PN. En trait plein sur CNx P15 activée (S = @82 cm?) et en pointillés sur carbone vitreux (S 6,071
cm?).

On peut voir que les pics sont plus fins et mieébnis sur les électrodes de CNx P15
activées que sur les électrodes de carbone vitigiex. que, les aires des pics sur ces deux
types d'électrode soient quasi identiques, lestri@ldes de CNx donnent une meilleure

réponse, car les pics sont plus fins. De pluspt#entiels de pics sont similaires sur CNx et
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sur carbone vitreux. A ce stade, la double déwvatlu peptide n’est pas visible clairement
sur les électrodes de CNXx, un seul pic trés firobservé pour cette dérivation, un autre type
d’activation électrochimique devrait augmenterdaativité des dépbts. On peut supposer que
la double dérivation n’est pas visible sur a-CNxigbend du type d’activation des électrodes
qui reste encore a optimiser en fonction de I'ajgion visée.

Pour comparer les parametres tels que la largeirtaauteur, la densité de courant, et
l'aire pour les trois types d’électrodes (carborigeux, CNx sans activation, CNx avec
activation), des histogrammes de ces valeurs sacés en fonction de I'acide aminé et du
type d’électrode (Figure 1V-36, Figure IV-37, FiguV-38). Ces histogrammes ne comparent
pas les valeurs pour le peptide, car aucun épautedeepic n’est visible sur CNx aussi bien

avant qu'apres dérivation.

Figure IV-36 : Valeurs de Ly, en fonction de 'acide aminé dérivé (lysine, thi@nine, histidine et sérine) et
du type d'électrode c'est-a-dire carbone vitreux, @€Nx sur ITO P15 non activée et activée. Dérivation
dans un mélange tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH 580 (v/v), NDA/KCN = 1, NDA/AA = 100 pour

une concentration en AA de 2uM.

Les valeurs dé&i, sont beaucoup plus importantes sur CNx sans #otivque sur les
deux autres types d’électrode. Les électrodes de &i¥es prétraitement possedent des pics
plus fins pour la lysine, I'histidine et la thréomi avec une largeur a mi- hauteur de 30 a
40 mV inférieure. Tandis que pour la séribg,, est inférieure sur carbone vitreux de 40 mV

par rapport aux électrodes CNx apres activation.
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La comparaison des densités de courant pourdesdlectrodes montre quienx apres
activation > |carbone vitreux |CNx avant activationPOUr tous les acides aminés. Les densités de moura

sont 1,2 a 1,7 fois supérieures sur CNx aprésatativque sur carbone vitreux.

Figure 1V-37 : Valeurs deJ en fonction de I'acide aminé dérivé (lysine, thréune, histidine et sérine) et du
type d'électrode c'est-a-dire carbone vitreux, a-CM sur ITO P15 non activée et activée. Dérivation des
un mélange tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH 50/50 {v) , NDA/KCN = 1, NDA/AA = 100 pour une
concentration en AA de 25uM.

La comparaison des densités de courant pour les éhectrodes montrent qunx
aprés activationr> Acarbone vitreui® ACNx avant activatiofdOUTr I'histidine, la thréonine et la lysine. Ddas

cas de la sérinf\carbone vitreux > Acnx apres activation™ Acnx avant activaiion Cependant cette

augmentation d’aire reste relativement faible.
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Aire

Figure 1V-38 : Valeurs des aires en fonction de l'eide aminé dérivé (lysine, thréonine, histidine etérine)
et du type d'électrode c'est-a-dire carbone vitreuxa-CNx sur ITO P15 non activée et activée dans un
mélange tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH 50/50 (v/y)NDA/KCN = 1, NDA/AA = 100 pour une
concentration en AA de 25uM.

En résumé, la détection sur a-CNx sans activag&immoins bonne que sur les deux
autre type d'électrodes avec des aires et destderd® courant plus faibles et des largeurs a
mi-hauteur plus importantes.

De plus, les densités de courants des pics soBtisupes et les valeurs de largeur de
pic sont inférieures sur a-CNx avec activationgggvort a I'électrode en carbone vitreux, bien
gue les aires soient relativement proches. On ugutoser que lorsque les matériaux ont une
réactivité suffisante, l'aire des pics va dépendrmcipalement de I'acide aminé dérivé
indifferemment du matériau d’électrodes choisidtamue la largeur a mi-hauteur et la valeur

deJ vont dépendre des caractéristiques de I'électrode.
V.3.4.2Comparaison entre différents acides aminés par Spgoscopie

d'Impédance Electrochimique (SIE) apres activationdu
CNXx
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Les électrodes de CNx subissent le méme protocelepiktraitement défini
précédemment. Dans un premier temps, une voltararddr la solution de dérivation est
réalisée sur chaque électrode a 100 mV/s (Figw@9\V Les expériences sont effectuées pour

les 4 acides aminés et le PN sur trois échantilien€Nx P15 différents.

J(mA/cm?)

0.3 ' OI..6 ' 0.9
E(V/ECS)

Figure IV-39 : Voltammeétrie cyclique a 100 mV/s surCNx P15 activée (S = 0,282 cm?). (h) CBI-histidine
NDA/histidine = 100. (I) CBI-lysine, NDA/lysine = D0. (t) CBI-thréonine, NDA/thréonine =100. (s) CBI-
serine, NDA/serine = 100. (k) CBI-PN, NDA/PN

Par la suite, les mesures par SIE sont réalis@ela snéme électrode de CNx autour
du potentiel de pic CBI(-RNp. La voltammétrie cycligue nous permet de déteemile
potentiel de pic du CBI(-RN§l pour l'analyse en SIE. De méme que précédemnient,
potentiel de pic dépend de I'AA ou du peptide dé&rikes pointillés sur le graphique
représentent la valeur pour laquelle la SIE esliséa Les diagrammes de Nyquist sont
simulés avec le logiciel Simad en utilisant le gitaécrit dans la partie 111.3.3. Ici la réaction
faradique est I'oxydation du CBI. La Figure IV-4®nire respectivement les diagrammes de

Nyquist expérimentaux et simulés.
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Figure IV-40 : Impédance au potentiel de pic sur CKM P15 activée (S = 0,282 cm?). (h) CBI-histidine,
NDA/histidine = 100. (I) CBI-lysine, NDA/lysine =10. (t) CBI-thréonine, NDA/thréonine =100. (s) CBI-
serine, NDA/serine = 100. (k) CBI-PN, NDA/PN

Les valeurs ddR. de la méme facon que dans le chapitre 111.3.2rit swesurées a
'aide d’'une électrode de platine. Le Tableau IV¥&pertorie les valeurs d&g en fonction
de la molécule dérivée. La valeur Bgest indépendante de la concentration en acideéamin
ou en peptide et ne dépend que de la concentraticitectrolyte (tampon borate). En effet la
concentration en tampon borate (100 mM) est largemmgpérieure a la concentration en AA
ou PN (25uM). C’est pour cette raison que la valeur R est moyennée dans le tableau

suivant.

Lysine | Serine| Thréonine| Histidine | Peptide| moyenne
Re(Q.cm?)| 14,1 | 29,6 19,7 16,9 28,2 2247

Tableau IV-16 : Valeurs des résistances d'électrolg pour nos différentes solutions dans le cas d'une
dérivation avec KCN/NDA = 1, NDA/(RNH,) = 100 [RNH,]final = 25 pM dans un mélange tampon 100
mM pH 9borate /MeOH (50/50 v/v) sur une électrode & a-CNx sur ITO P15.

Les résultats de la simulation sur le logiciel &hpour chaque molécule dérivée sont
reportés dans le Tableau IV-17. La capaCijé&quivalente est calculée a I'aide de la formule

de Brug (équation 111-9 et 111-10). Dans ce tablgaX représente la moyenne des valeurs.
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Rir Q a R (Qcm?) cd 2
(Q.cm?) | (F.€"Y.cm?) (LF/cm?)
(10°)
Lysine | 1 62 2,8 0,87 12900 10,8 1,9
E =056 | 2 50 2,0 0,89 12995 8,3 1,3
VIECS | 3 45 1,6 0,91 13300 7,6 1,6
"X | 5248 2,1+0,6 | 0,89+0,02(1,30+0,03) 16 9+2 -
Serine | 1 | 121 1,6 0,91 49070 4,9 2,3
E=063| 2 | 107 1,8 0,87 47400 3,2 2,4
VIECS | 3 | 112 1,8 0,89 50480 4,3 2,3
"X | 11316 1,7¢0,1 | 0,89+0,0R (4,9+0,2) 16 4,1+0,9 -
Thréonine| 1 132 1,8 0,83 39480 1,6 2,9
E =061 2 31 1,6 0,92 38350 5,7 1,2
VIECS | 3 90 1,7 0,92 39200 6,0 1,1
“X | 80%50 1,7¢0,1 | 0,89+0,05(3,90+0,06) 16 543 -
Histidine | 1 48 2,9 0,86 27100 10,0 1,3
E=059 | 2 75 1,5 0,91 26175 7,6 1,3
VIECS | 3 42 2,5 0,86 26620 8,1 3
“X | 60+20 2,37 0,88+0,08(2,66+0,05) 16 9+1 -
Peptide | 1 48 3,0 0,86 21030 10,4 1,7
E =057 | 2 85 2,0 0,85 21715 6,4 2,0
VIECS | 3 45 1,6 0,90 20300 7.3 2,1
X | 6020 2,2+0,7 0,87+0,08(2,10+0,07) 16 8+2 -

Tableau IV-17 : Valeurs des paramétres du circuit quivalent de la partie 111.3.3 Figure 111-27 obtenues a
l'aide du logiciel Simad pour les différents groupenents R-NH, dérivés (I'erreur imposé sur les fréquence
est des = 0,01) sur des électrodes P15 (S = 0,282 cm?).

Pour tous les groupements R-Nlds valeurs der sont en moyenne identiques et ne

dépendent pas de la molécule dérivée mais du raatéltes valeurs der traduisent une

homogénéité de la surface des électrodes. Lesrgateayennes d€ sont également proches

pour toutes les expériences, ce parametre dépetiéleltrode plus que de la solution. Les

valeurs desRyr ne pourront pas nous permettre de discriminegtespements dérives car

comme poumR,, cette valeur est le reflet de la conductivité dekitions largement due a la

concentration en tampon borate. De plus, les valewsyennes des capacités équivalentes,
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selon les acides aminés, ont des écarts type iamgeret des valeurs de capacité qui se
chevauchent, ce qui ne nous permettra pas de cerslu la nature de la molécule dérivée.
Les molécules ont sensiblement des valeursk@egh de ppour le PN voisines. Il ne peut pas
avoir de différences notables sur les interactemtse la charge de surface du matériau et la
charge de surface de I'espéece pour les differamties aminés ou le peptide.

Par contre les valeurs de la résistance de tramdarharge sont modifiées en fonction
de l'acide aminé deérivé : Barysine< Rt ca-eNS Rt (cBrhistidineS Rt (cBIthréonineX Rt (CBI-sérine).
Les molécules dérivées peuvent donc étre discrigsilggace a leur résistance de transfert de
charge. On remarque aussi que comme pour la DPdfuUble marquage a une cinétique de

transfert plus rapide.

V.3.5. Détection en systeme 2 électrodes

Nous avons fait le choix pour la détection en pmégofluidiques d’une configuration

a deux microélectrodes, une électrode de travaihetgrande contre électrode. Des analyses
préliminaires en systeme deux électrodes sonté&tadin macrosysteme en préliminaire. Le
montage classique a deux électrodes consiste &auouiter I'électrode de référence avec la
contre électrode. Celle-ci joue le réle de la cdthet I'électrode de travail de I'anode.

Deux types d’électrodes de travail sont utilisése électrode de platine (S = 0,196 cm?) et
une électrode de carbone vitreux (S = 0,071 cmaedant une contre électrode en grille de
platine. Ces deux types de matériaux pour I'éleigtrale travail seront utilisés en puce
microfluidique. En effet, les premieres puces nflaidiques auront deux microélectrodes en
platine. A terme, les microsystemes possederontddpéts microstructurés de CNx sur la
microélectrode de travail en platine. Les analysasnt réalisées par voltammeétrie cyclique,

par voltammeétrie différentielle pulsée et par imguéck électrochimique.

V.3.5.1Avec traceur redox ferricyanure/ferrocyanure

Le potentiel n’étant pas fixé avec une électrodeéfierence classique, nous avons fait
le choix d’'une pseudo référence d’ou 'ajout deitganure/ferrocyanure de potassium pour
fixer un potentiel d’équilibre. Dans le cas ou tmcentration en ferricyanure et ferrocyanure
est identique, le potentiel d’équilibre du coupse a&tendu a 0 V. Les pics du CBI et du NDA
doivent donc référencés par rapport au pic dudganiure/ferrocyanure. Cependant pour une
facilité de lecture, les pics sont notés en V/BurRavoir une meilleure séparation des pics du

ferricyanure/ferrocyanure et du CBI-PN, les concdidns en ferricyanure et ferrocyanure
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sont mises en proportion non stoechiométrique. Bdiflant le rapport des concentrations les
pics du ferricyanure/ferrocyanure vont se décaées Ve potentiel positif si le ferricyanure est
en exces et vers les potentiels négatifs si leci@nure est en défaut. Dans notre cas, nous
utilisons du ferrocyanure en exces pour avoir urelleure résolution entre les pics du
ferricyanure/ferrocyanure et le pic du CBI.

_ o . Fe(CN)GS_ Equation IV-32

Fe(CNg)3™ / Fe(CNg)*™

110 Equation 1V-33

E=E° + 0P59lo0
0 g(1.10‘3)

Fe(CNg)3~ / Fe(CNg)*~

=E° - 0059

Fe(CNg)3~ / Fe(CNg)*~

Avec les concentrations 1.401.10° en ferricyanure/ferrocyanure de potassium, ledpirait
se décaler vers les potentiels négatifs. Dans sgs@me a deux électrodesHedu couple
ferricyanure/ferrocyanure centré a 0OV et donc letemtiels de pic seront décalés de - 0,059
V.

Pour toutes les expériences, le rapport [NDA]/[ICN1 et le rapport [NDA]/[PN] =
40. La concentration finale en peptide est dgi¥bet celle en NDA et en ion cyanure est de
1mM dans un mélange tampon 100 mM pH 10 borate®@NI (50/50 v/v)

V.35.1.1 Electrode de travail en carbone

La dérivation dans un systeme a deux électrodeitediee par voltammeétrie cyclique
a 100 mV/s. Les voltammogrammes de la solution nsteechiométrique de
ferricyanure/ferrocyanure de potassium et de lavdiéon du peptide en présence de cette

méme solution sont représentés en Figure IV-41.
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Figure IV-41 : Systeme a deux électrodes avec unkeérode de travail en carbone vitreux (S = 0,071ne?)
et une contre électrode en platine. Voltammeétrie @jique a 100 mV/s dans une mélange tampon 100 mM
pH 10 borate /MeOH (50/50 wv/v). a) ferricyanure/feocyanure 0,1 mM/1 mM.
b).ferricyanure/ferrocyanure 0,1 mM/1 mM et dérivation du peptide avec un ratio molaire NDA/PN de
40. [PN} =25puM

Les valeurs des pics avant et aprés dérivation Eérencées dans le tableau ci-
dessous (Tableau IV-18) :

Eox(Fe") Erea(F€") Erea (NDA) ErcaANDA) | Eo(CBI-PN)
(VIPY) (V/PY) (VIPY) (V/PY) (VIPY)
Avant
o 0,25 0,03 - - -
dérivation
Apres
o 0,41 -0,18 -1,21 -1,58 0,68
dérivation

Tableau IV-18 : Valeur des potentiels de pic dansrusysteme a deux électrodes avec une électrode de
travail en carbone vitreux (S = 0,071 cm?) et uneaige contre électrode en platine. Avant la dérivatin
solution de ferricyanure/ferrocyanure 0,1 mM/1 mM dans une mélange tampon 100 mM pH 10
borate /MeOH (50/50 v/v) apres la dérivation solutin de ferricyanure/ferrocyanure 0,1 mM/1 mM et
dérivation du peptide avec un ratio molaire NDA/PNde 40 dans une mélange tampon 100 mM pH 10
borate /MeOH (50/50 v/v). [PN] =25uM.

Avant dérivation I'écart entre les pics du ferrinyee et ferrocyanure est de 0,21 V,
tandis que aprés dérivation la difféerence de pakke pic est de 0,59 V. Le systeme
ferricyanure/ferrocyanure de potassium est plus dems la solution avec la dérivation. Le
potentiel d’équilibre du couple ferricyanure/feryaaure est a 0,3 V/Pt. Ceci est plus
important que ce qui est attendu avec la formule33V Les pics du ferricyanure et

ferrocyanure avant et apres dérivation ne sontéoasix, les potentiels des autres pics ne
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peuvent donc pas étre référencés avec précisiomapaort au potentiel de pic du couple
ferricyanure/ferrocyanure, qui n’est pas inertesdarsolution de dérivation.

Le marquage est aussi étudié par DPV a 25mV/s (&igl+42). Avant dérivation le
pic d’oxydation du ferricyanure se situe a 0,17 t\éhdis qu’apres dérivation le pic est a
0,26 V/Pt. Les pics du NDA se trouvent respectiveinge-1,27 V/ Pt et -1,40 V/ Pt et celui
du CBI-PN a 0,6 V/Pt. La aussi, le pic d’'oxydatiiunferricyanure s’écroule en intensité et se
décale. On retrouve la méme conclusion sur la nahiléé du ferricyanrure/ferrocyanure

dans une solution de marquage.

& -0.005 0.008
(S —
2 T
<
£ S 0.006-
= <
-0.0104 E
™ 0.004
—1'.5 —1'.0 —d.5 0.002 47—
E(V/PY) . , . , .
0.8 0.0 0.8
E(V)

Figure 1V-42 : Systéme a deux électrodes avec unkeérode de travail en carbone vitreux (S = 0,071ng?)
et une contre électrode en platine. DPV a 25 mV/sads une mélange tampon 100 mM pH 10 borate
/MeOH (50/50 v/v). a) fenétre de réduction b) fené d’oxydation. c) ferricyanure/ferrocyanure 0,1 mM/1
mM c) ferricyanure/ferrocyanure 0,1 mM/1 mM et dérivation du peptide avec une ratio molaire NDA/PN
de 40. [PN] =25puM.

Les expériences menées dans un systeme a dewoddscpermettent la détection du
CBI aussi bien par voltammeétrie cyclique que paWDIRes pics caractéristiques du CBI et du
ferricyanure sont assez bien séparés. Cependantliomnution des densités de courant des
pics du ferricyanure et du ferrocyanure ainsi qutlétalage des potentiels de pic sont
observés dans la solution de dérivation. On pent donclure que la pseudo référence choisi
n’est pas tres stable car la cinétique du couplecf@anure/ferrocyanure a été modifiée et que

le transfert devient beaucoup plus lent.

V.3.5.1.2  Electrode de travail en platine
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Les premieres puces microfluidiques seront réaiskes un premier temps avec des
microélectrodes en platine. Au préalable, des éxpées a deux électrodes sont effectuées en
macrosystéme pour confirmer la faisabilité de eckon du PN a deux électrodes de platine.

La fenétre de potentiel des électrodes de platstetrep réduite pour observer les
vagues correspondant a la réduction du NDA. Danca la dérivation est contrélée

exclusivement par I'apparition du pic du CBI (Figu¥-43).

3'5 1 s 1 s 1 s 1 s 1 s 1 s 1

3.0
2.5+
2.0 CBI

154 4

J(mA/cm?)

1.0—- b
0.5+

0.0

0.0 0.2 0.4 ' 0?6 ' 0.8 1.0 1.2
E(V/PY)

Figure IV-43 : Systeme a deux électrodes avec unkeérode de travail en platine (S = 0,196cm?) et &n
contre électrode en platine. DPV a 25 mV/s dans umn@élange tampon 100 mM pH 10 borate /MeOH
(50/50 viv) a) ferricyanure/ferrocyanure 0,1 mM/1 nM. b) ferricyanure/ferrocyanure 0,1 mM/1 mM et

dérivation du peptide avec une ratio molaire NDA/R de 40. [PN] =25uM.

Le pic d’oxydation du ferricyanure avant dérivatiest situé a 0,25 V/Pt. Cette
observation est contraire a ce que nous attendibmseffet, le pic d’'oxydation devrait se
décaler vers les potentiels négatifs. Apres daeamde pic du ferricyanure s’est décalé a 0,46

V. Le pic de dérivation est également visible datipe, il est situé a 1,01 V/Pt.

V.3.5.2Sans traceur redox

Dans le paragraphe précédent, nous avons monte® de couple
ferricyanure/ferrocyanure n’était pas une pseudéreéce tres stable : décalage des pics du
couple et réaction probable avec la solution dévaéon. Pour palier ce probleme, nous
avons décidé de nous affranchir de mettre le cofgtécyanure/ferrocyanure en solution.
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Dans ce cas, il n'y a pas de couple jouant le délg@pseudo référence, le potentiel sera donc
fixé par la réduction du NDA et par 'oxydation Beau.

V.35.2.1 Electrode de travail en carbone

De la méme facon, la dérivation est étudiée par [@PYar voltammeétrie cyclique
(Figure 1V-44). Les Figure 1V-44 a et b représentes voltammogrammes tandis que les
Figure 1V-44 c et d montrent les voltammogrammeteiobs en DPV. Dans les deux cas, les
pics de réduction du NDA sont observés ainsi quadalu CBI. Une diminution de densités
de courants des pics du NDA est observée aprestieri.
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Figure IV-44 : Systeme a deux électrodes avec unieérode de travail en carbone vitreux (S = 0,071na?)

et une contre électrode en platine dans un mélangampon 100 mM pH 10 borate /MeOH (50/50 v/v) a)
Voltammétrie cyclique a 100 mV/s. b) Voltammétrie gclique a 100mV/s Agrandissemnt de la fenétre de 0
a +1,2 V/Pt. ¢) DPV a 25 mV/s fenétre de réductiah) DPV a 25 mV/s fenétre d’oxydation €) NDA 1 mM f)
dérivation du peptide avec 1 mM NDA et un ratio méaire NDA/peptide de 40. [PN] =25puM.

Les valeurs des potentiels sont indiquées danaldedu IV-19.
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technique Dérivation EreaiNDA (V) Erea2NDA (V) E (CBI-PN)(V)
DPV Avant dérivation -1,06 -1,31 -
Apres dérivation -1,22 -1,45 0,60
CcVv Avant dérivation -1,22 -1,43 -
Apres dérivation -1,35 -1,58 0,62

Tableau IV-19 : Potentiels des pics du NDA et du ABen DPV a 25 mV/s et en CV a 100 mV/s avant et
aprés dérivation du peptide dans une solution tampo100 mM pH 10 borate /MeOH (50/50 v/v).

Dans le cas de la dérivation dans le systeme a éleatrodes sans pseudo référence
ferricyanure/ferrocyanure, les pics du CBI-PN sa@férencés par rapport au premier pic de
réduction du NDA correspondant a la réduction déotene dialdéhyde (DA). Dans ce cas,
Erea (NDA)=0 V/Epa et donc le potentiel de pic en DPV est a +1,82p)/Ee potentiel de
pic en CV est situé a 1,97 HE

Cependant, les pics du NDA sont décalés d’envildnmV aprés dérivation. Ceci
peut étre di a la cinétique des réactions impligleaNDA lors de la réaction de dérivation.

V.3.5.2.2  Electrode de travail en platine

La dérivation sans traceur est également étudiée lavsysteme a deux électrodes en
platine. Cette dérivation est étudiée aussi par BR2%5 mV/s (Figure IV-45). Le pic du CBI-
PN est situé a + 0,84 V. Cependant, la fenétreotiengiel ne permet pas de la référencer par
rapport au pic de réduction du NDA car celui-cist’pas visible sur I'électrode de platine, la
réduction de I'eau est présente sur platine a uenpiel inférieur a celui de la réduction du
NDA.
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0.6 ' 0.7 ' OI.8 ' 0.9 1.0 ' 1.1
E(V/PY)

Figure 1V-45 : Systeme a deux électrodes avec unkérode de travail en platine (S = 0,196 cm?). DP¥
25 mV/s dans une mélange tampon 100 mM pH 10 boratileOH (50/50 v/v) a) 1 mM NDA. b) Dérivation
du peptide avec NDA 1 mM et un ratio molaire NDA/PN= 40.

Dans cette configuration, le potentiel est fixé lgaréduction de I'eau a la cathode et
'oxydation de I'eau a I'anode. Dans le cas d'ystéme platine-platine, l'utilisation d’'un
traceur pour référencer le potentiel est préférablens le cas ou on n'a pas de pseudo
référence le potentiel est moins stable car lerpiglese déplace sur une large gamme de
potentiel.

V.4. Conclusion

La premiére partie du quatrieme chapitre nous enigetle caractériser le marqueur de
dérivation : le 2,3-naphthalenedicarboxaldéhydea Bté montré que ce marqueur est bien
électroactif dans le milieu classique d'utilisatiem séparation électrophorétique couplé a une
détection fluorométrique. Les études de la vanmaties potentiels de pics et des densités de
courant des pics en fonction de la vitesse de bgkapnt souligné le réle de I'hydratation des
groupements aldéhyde du NDA en milieu aqueux daesr@duction suivant un mécanisme a
deux électrons et deux protons. Les variationspidésntiels de pics en fonction du pH ont
permit de faire des hypotheses sur le saut de tielenbservé entre les pH acides et les pH
basiques. La comparaison des densités de courapiatedu NDA avec la BQ n’a pas permis
de déterminer la concentration des différentes ésrgiu NDA & cause de l'instabilité de la
BQ en solution tampon borate /MeOH. La détermimaties coefficients de diffusion a partir
des formules de Wilke-Chang, de Lusis-Ratcliff,St#eibel et de Reddy-Doraiswamy, nous
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a permis de remonter a la concentration de chadesérois formes du NDA en solution (DA
MA et HAC). La forme monohydratée acyclique (MA)temajoritaire lorsque la

concentration en NDA totale est de 1mM. De plus, détudes de la stabilité des pics en
fonction du temps ont montré que les différentasnés en solution étaient relativement

stables.

Dans la deuxieme partie de ce chapitre nous avomisl@ la détection d’acides aminés
et d'un peptide synthétigue marqué avec le NDArdactivité a été analysée sur deux types
d’électrode : le carbone vitreux et le carbone @zamnorphe a-CNx P15. Les conditions
optimales de dérivation obtenues sur carbone witseunt : un rapport NDA/CN= 1 et NDA/
AA ou peptide = 100 dans un tampon 100 mM pH 9 teaftde OH (50/50 v/v) pour un temps
optimal de 15 minutes. La comparaison des potandgielpics du CBI-PN avec ceux pour les
CBI-AA a mis en évidence le double marquage duigepiar la thréonine et par le deuxieme
groupement amine de la lysine. Cette double déovat été confirmée par spectrométrie de
masse. D’autre part, nous avons montré que I'oxydatu CBI-PN est un mécanisme a 4
électrons. De plus, ce marquage permet d’avoirnamme limite de détection pour le peptide
de 0,25uM en macrosysteme inférieure d’un facteur 10 pppoéat a la fluorescence (aM)
en capillaire. Les études sur la stabilité ont cord la bonne tenue du marquage dans le
temps avec un signal correct apres 24h de dérivateo qui permettra la détection post-
colonne des échantillons dérivés. Dans une secpadie, les conditions optimales de
marquage ont été appliquées pour la détection-&lMxaP15 activée. Les mémes valeurs de
potentiel de pics sont observées pour les deuxriaaxéd’électrodes (carbone vitreux et CNx
P15). De plus, les dérivations analysées avec ldegades de CNx P15 activées permettent
d’avoir une meilleure résolution de pics pour ltldse, la thréonine, la lysine, et le peptide.
D’autre part, les mesures en spectroscopie dimpeElaélectrochimique effectuées au
potentiel de pic sur les électrodes de CNx P1%ées permettent également de discriminer
entre elles les especes dérivées. En macrosystémacides aminés et le peptide peuvent
donc étre différenciés a l'aide de deux techniques détection électrochimique: la
spectroscopie d’'impédance électrochimique (résistagte transfert de charge) et la DPV
(potentiel de pic, largeur a mi-hauteur). La DPVusigpermet, contrairement a la CV de
minimiser le courant capacitif par rapport au cotifaradique.

La troisieme partie de ce chapitre a abordé lactiétedu peptide dans un systeme a

deux électrodes qui est un préalable avant les meesen puce microfluidique a deux
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électrodes. Deux configurations ont été exploraas systeme platine-platine et un systéme
carbone-platine. Le pic caractéristique du CBlasts visible dans les deux configurations.
Cependant le traceur redox en 'occurrence ledganure/ferrocyanure n’est pas inerte dans
la solution tampon 100 mM pH 10 /MeOH avec la dolut Pour palier ce probléme nous
aurions pu rechercher un traceur redox inerte maiss avons fait le choix de tester la
détection du CBI sans traceur. Nous avons validitaction du CBI dans une configuration
simple. Cependant, des inconvénients majeurs tedslg bruit sur le signal et le seuil de
détection restent a améliorer. De plus, le systptla@ne-platine présente le désavantage
d’avoir une fenétre de potentiel ne permettant gasoir les pics de réduction du CBI. La
configuration & deux électrodes est tout de ménssiple pour I'analyse qualitative, voire

semi quantitative, de la dérivation.
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VIl.1. Interet de la miniaturisation

Un microsysteme est un systeme de petite tailEntaliu millimétre au micromeétre.
Difféerentes techniques de fabrication peuvent étilesées comme la photolithographie et la
photoablation. Les microsystemes peuvent étresésalavec différents matériaux ; le verre,
des résines (polydiméthylsiloxane PDMS) ou des meéhes (polyméthacrylate de méthyle,
polyéthylene téréphthalate PET...). Les microsysteamegerre ou en quartz sont transparents
aux UV mais ont un codt élevé. Les microsystemegodymeres sont plus faciles a fabriquer
et sont de faible colt. Cependant, ils sont moiompatibles avec certains solvants
organiques.

Les systemes miniaturisés présentent divers avesitagn effet, grace a cette
miniaturisation le temps d’analyse est diminué iagje le volume d’échantillons biologiques
qui peut étre colteux; ces deux parameétres permektediminuer le colt des analyses [1].

Lorsque gu’une puce microfluidique est utilisée plauséparation des analytes, une
meilleure résolution est obtenue [2]. En electrapke capillaire, la réduction de la section du
canal permet d’obtenir des champs électriques griaisds sans avoir des tensions électriques
élevées [3], [4]. En chromatographie liquide lexfst réduit sans modifier la vitesse et donc
la résolution [3], [4]. De plus, dans les microaaxdes distances de diffusion moléculaire et
thermique sont diminuées. Le temps de diffusiorievaomme l'inverse de la distance au
carré (1/d?). Par exemple, si une espéce met lutesirpour diffuser sur 1 mm, il ne lui
faudra que 100 ms pour diffuser surdf@. Le libre parcours moyen est également diminué
ce qui favorise les réactions [2], [5]. Hatehal. ont développé une puce microfluidique qui
permet de diminuer drastiquement le temps d’'un immessai passant de 10 min en systeme
classique a 25 seconde pour une puce [6]. La puceffoidique réalisée par Testt al.
montre bien I'amélioration des performances d’umumoessai réalisé en puce par apport a
celui effectué sur plaque. En effet, la limite d&edtion passe de 30 mg/nL a 1 ng/nL, le
volume d’échantillon de 20QL a 5L et le temps d’'analyse de 6 h a 20 min. De plus la
constante cinétique apparente du premier ordrérderaction Abl/Abll* est 1000 fois plus
important en puce gu’en systeme classique [7].

D'autre part, la miniaturisation peut permettre rdaliser des systemes portatifs,
automatisables et vise a regrouper plusieurs fometlités sur le méme support. Ceci permet
de simplifier les connectiques et de limiter leataminations entre les différentes étapes [1] .
Legendreet al. ont réalisé une puce microfluidique qui combirexifaction sur phase solide
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(SPE) d’ADN et PCR [8]. Ferrignet al.ont développé une puce microfluidique qui permet le
titrage potentiométrique. Cette puce microfluidigest réalisée en incorporant des
microélectrodes, un systeme de dilution et des mgélars. Ce dispositif est facile a fabriquer
et a utiliser, de plus il permet de diminuer lamfité d’échantillon utilisée en passant de 1 mL
pour un systéme classique a 10 en puce microfluidigue avec une limite de détacti
comparable dans les deux cas [9]. Stepharal. ont fabriqué une puce microfluidique
permettant la quantification ampérométrique avee méthode de calibration intégrée. La
courbe de calibration est générée simultanémeatcauantification ce qui diminue le temps
d’analyse. Pour cela, la puce microfluidique eshposée de microélectrodes et d’un systéeme
de dilution [10]. Salibaet al. ont développé une méthode « Ephasia » pour lato@iedes
cellules tumorales. Ce microsystéme est constituéotbnnes de billes superparamagnétiques
fonctionnalisées et autoassemblées. Cette puceoftnidique permet d’obtenir deux
informations en méme temps : une analyse morphipleget immunophenotique en utilisant
10 fois moins de volume et en diminuant le nombeecdllules requis [11]. De plus, les
laboratoires sur puce portable, automatisables,cpeuts, peu consommateurs de produit et
gui non pas besoin d'infrastructures de santé codp®ur leurs utilisations, peuvent servir

dans les pays en voie de développement pour leaktig de maladie [12].

VII.2. Hydrodynamique en microfluidique

Les écoulements des fluides peuvent étre classédeex régimes : laminaire ou
turbulent. La frontiére entre ces deux régimesdéfinie par le nombre de Reynolds Re, qui
relie les forces d'inertie a la force de viscosité.

oV, L Equation V-1
n

Avec V,, la vitesse moyenne du liquide en mouvement (est)mL , la longueur

Re=

typique de I'écoulement (en mp etn sont respectivement la masse volumique (en Rpen

la viscosité du fluide (en Pa.s). Ce nombre de Bleignest donc un nombre sans dimension.
Les forces de viscosité peuvent étre définies corarfection du fluide sur les parois du
canal. Expérimentalement, si le nombre de Reynedtisupérieur a 2000, les forces d’inertie
sont dominantes et le flux est dit turbulent etemsement pour des nombres de Reynolds

inférieurs a 2000, le flux est dit laminaire [13].
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Le mouvement des fluides newtoniens est décrilggméquations de Navier —Stokes.
En considérant, les forces externes les plus ctesar’équation de Navier —Stokes
correspondant au bilan de la quantité de mouventams le cas particulier d'un écoulement
d’un fluide incompressible s’écrit [14] :
6\7 . . R Equation V-2
ol ot (vO)v |=-OP+p0*v+p

Dans cette équationest la vitesse d’une particule du fluide.

Le premier terme_D P correspond aux forces de pression dans le fliRdetgnt la

. s . : 25 N
pression), le deuxiéme terme étant la terme de emiion /7D V. le troisiéme terme

représente les forces de volumes appliquées aleidi .

Lorsque le nombre de Reynolds est faible, c'aitéaque I'écoulement est laminaire,
les termes non linéaires sont négligeables dewesttdrmes de viscosité. Dans ce cas,
I'équation de Navier —Stokes devient :

Y, . Equation V-3
‘3—‘: =-0P+n0%

En considérant un écoulement laminaire, 'équas®mnésume a:

Pour résoudre cette équation, on considére guaXené se déplace que suivant I'axe
X, que la vitesse du flux sur les bords du canahabe et que la vitesse ne peut pas étre
infinie au centre du canal. La résolution de cétjgation donne donc la vitesse suivant I'axe
X, Vi, €n fonction de la différence de pression eneattée et la sortie du canalP et la
longueur du canal. Dans le cas d'une section circulaire, on se plagecoordonnées
cylindriques. La vitessg est donc donné en fonction du rayon de la sedii@ulaire,R, et
de la coordonnée radiale}14].

Equation V-5
Vx(r) = i(Rz - rz)
4n.L
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En intégrant la vitesse sur la section du caralgbit est obtenu

MN.R* Equation V-6
AP
8n.L

Débit = | z” [ :v.r.dr.dH =

Dans cette équation, le coefficient8/I1.R* est la résistance fluidique. La résistance
est inversement proportionnelleRd, donc celle-ci augmente radicalement lorsque yerra
diminue.

De la méme facon pour une section rectangulaires acas ou la largeur du canal est
largement supérieure a la hauteur, le profil desgé est défini par :

Equation V-7

Dans cette expressidn est la hauteur du canalyeta coordonnée de I'axe suivant la
hauteur du canal.
En intégrant la vitesse sur la section du canalglat obtenu est :

3 Equation V-8
Ap

d eh
Débit = j 0 j vdydz= 1d;7|_

avec d, la largeur du canal

La résistance fluidique vaut :
1L Equation V-9
dh?

Comptonet al. ont exprimé le flux dans un canal pour une éleetrmicrobande [15]

pour une réaction électrochimique (équation V-10).

A+ne O B Equation V-10

Dans le cas, ou la longueur du canal, L, est laege supérieure a la largeur de la
microélectrode, la résolution des équations peut étre réaliséear dimensions. Dans ces
conditions, la diffusion et la convection sont gemnées par I'équation de transport, dite de
diffusion convective suivante. Cette équation €solue dans le cas particulier d’'un état
stationnaire.

ac 92c 92 Equation V-11
E_D(cﬁx azyj Vil )_
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Dans cette équatior) et ¢ sont respectivement le coefficient de diffusionlaet
concentration en espéces redox. La diffusion a $iewant les axex ety tandis que la
convection a lieu uniquement selon I'axd_e profil de vitesse du flux dans le microcarstl e
parabolique a travers le microcannal suivant I’'aggigure V-1):

j Equation V-12

_ y y
\Y; =6u, , —|1-=
X(y) av h( h

avec WYy, la vitesse moyenne (i)

y . 1
v(y) — A B h
— —— r
X )(e

Figure V-1 : Schéma 2D du profil de vitesse dans usystéme fluidique de section rectangulaire.

VI1.3. Elaboration de la puce microfluidique

Cette premiére partie est une description non esthaudes différentes techniques de
microfabrication utilisées pour la fabrication de& puce microfluidique [16]. Dans un

deuxieme temps, les conditions de fabrication setonnées dans la partie V.2.2.

VIIL.3.3. Techniques de microfabrication
VIL.3.3.1 Techniques de microfabrication « dure»

VI.3.3.1.1 La photolithographie

La photolithographie permet de créer des structdiégaisseur uniforme dans une
résine sur un substrat. La photolithographie sepos® de trois étapes : l'induction de la
résine, l'insolation et le développement. Lors @ape d’induction, un dépodt de résine est
effectué au centre du substrat, puis l'utilisatidioin « spin-coater » permet I'étalement
uniforme de la résine. L'épaisseur de la couchesdme dépend de la vitesse de rotation du
substrat dans le spin-coater et de la viscositia désine utilisée. La résine est par la suite
chauffée pour éliminer toute trace de solvant regdidLors de la seconde étape, l'insolation,
un masque opaque est mis en contact avec le sulstranasque est alors éclairé par un
rayonnement UV. Deux types de résine existent résimes négatives, et les résines positives
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[17]. Dans le cas des résines négatives, les paitisolées restent apres I'étape de
développement et inversement pour les résines iyEsit Dans la derniere étape, le
développement, la résine est mise en contact avesolvant spécifique. Dans les cas des
résines positives, le développeur dissout les gmirtisolées et inversement pour les résines
positives. Les dimensions des micrstructures sont définies par I'étape d’induction pour la

hauteur des microstructures et par le masque psutitnensions latérales (Figure V-2).

résine 1-Induction
verre

v
YV VYV vy vy v vyt W

s ¢ M 2-insolation

. Résine

insolée
3-Développement dans 3-Développement dans
le cas d'une résine le cas d’'une résine

positive négative

Figure V-2 : Principe des étapes de photolithographk selon le type de résine positive ou négative.

VII.3.3.1.2 Gravure ionique réactive (RIE pour Reactive-lon Hting)

La RIE est un procédé de gravure séche, c'esieagdie les produits chimiques sont
en phase gazeuse et non en phase aqueuse. Latabsfilacé dans une enceinte contenant
des gaz et deux électrodes. Un plasma est aloés atrées ions accélérés par le champ
électrique réagissent avec le substrat de facanighé et physique. La gravure physique est
anisotrope et la gravure chimique est isotrope.sDarcas d’'une gravure isotrope favorisée,

les parois ont une forme plus arrondie [18-19].

VI.3.3.2 Techniques de microfabrication « douces »
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Les techniques de microfabrication « douces » peemede réaliser des puces microfluiques
dans des élastomeéres ou des plastiques. L'utdisatu polydiméthylsiloxane (PDMS) a été
introduite pour la premiere fois pour la fabricatidle microsysteme par le groupe de
Whitesides [20]. Le PDMS est un polymére courammagtilisé pour la fabrication de
systemes microfluidiques [21-30]. Il s’agit d’'unlypoére dont le motif de base est représenté
sur la Figure V-3. Ce polymére a un aspect visquetusansparent. Du fait de sa souplesse, le
PDMS est utilisé pour réaliser des membranes défloles ou des vannes [31].

s
Jr?"OJH
CH,
Figure V-3 : Motif de base du PDMS.

Pour préparer I'élastomére, le PDMS et son rétiduant mélangés, puis placés sous
vide pour éliminer toutes les bulles. Le PDMS vasHdurcir. La réaction de réticulation peut
se faire a température ambiante en une journéke-aepeut-étre accélérée a plus haute
température (1 heure a 75 °C). Les propriétés ngeas du PDMS peuvent étre modifier en
jouant sur la proportion de réticulant. Une foisrailule PDMS possede une surface
hydrophobe, ce qui permet d’assurer I'étanchéiéifjue des puces. Le PDMS présente
divers avantages par rapport aux autres polymeres :

- il est tres facile a manipuler et a couper (modldeYoung tres faible ce qui

lui permet de se déformer),

- il présente un démoulage rapide sans risque d’ald@maoule,

- il est optiquement transparent jusqu’a 280 nm. dagection UV ou par

fluorescence est donc possible,

- il est biologiguement inerte, le PDMS peut donce étitilisé pour des

applications biologiques et médicales.

Pour fabriquer le canal microfluidique, le PDMS estilé dans un moule ou « wafer »
comportant le circuit fluidique en relief. Le PDMSt alors démoulé, et les connexions sont
percées. Le microcanal est scellé sur un subsiraéee ou en PDMS. Pour rendre le collage
irréversible, un plasma est utilisé. Lorsque legxdiaces exposées au plasma sont mises en
contact, des liaisons covalentes sont créées @Hjendant, les surfaces ne sont activées que
temporairement, il donc nécessaire de réaliseollage immédiatement aprés I'application

du plasma (Figure V-4).
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moule

l Ajout du PDMS

l Démoulage

l Collage

Figure V-4 : Etapes de fabrication du canal fluidiqgge en PDMS.

VIl.3.4. Fabrication de la puce microfluidique

Le masque a été dessiné sur le logiciel L-editothporte deux dessins : le circuit
fluidique et les microélectrodes (Figure V-5). Licait fluidique sera réalisé en PDMS pour
étre ensuite scellé sur une lame de microscopesgre comportant des microélectrodes en
Ti/Pt ou Ti/Pt/CNx. Le systeme de détection élegtimmique est composé de 6 jeux de 2
microélectrodes, trois jeux pour chaque microcadaljeu de 2 microélectrodes est composé
d’'une microélectrode de travail et d’'une contrecitele avec une surface 24 fois plus
importante. Cette configuration avec une granddreoélectrode permettra de s’affranchir
d'une électrode de référence en puce. De plussibegeux de microélectrodes peuvent
permettre d'utiliser plusieurs fois la méme pucerofluidigue dans le cas ou un jeu de

microélectrodes serait abimé.
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Niveau 1 : microélectrodes et connecteurs

_|_
Electrode de travail
ET) /

|

Contre électrode

(CE)

Niveau 2 : canal fluidique

4

flrll
.‘\ 'l; .‘\ .!J’
\\\ I“I \\\ #1"

\ ;" 4 \\\ }j,‘
Mélangeurs
\ !;f/

Entrees Sorties

Figure V-5 : Masque du systéme microélectrode/conoteur et du circuit fluidique.

Le circuit fluidique propose trois entrées et dsoxties, les largeurs des microcanaux
ont été choisies pour limiter les augmentationpr@ssions et dépressions. Des arrondis sont
utilisés pour limiter I'introduction de bulles.

Les masques sont fabriqués sur transparents paci@té Selba (Suisse).
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VIil.3.4.1 Etapes préparatrices

Les lithographies sont réalisées sur un isolatedB3/sans filtre. Les masques sur
transparents sont transférés sur plaques de vewe gvoir des masques chromés. Ces
masques chromés permettent une photolithograplipidectible en mode contact et se
dégradent plus difficilement que les transparents.

Les plaques de verre et de Si sont toujours nedtoy®ec une solution de piranha
(H202/H,S O, 50/50 v/v) pendant 20 min puis rincées abondammadietau. Les plaques sont
séchées avec de I'isopropanol et par un flux d&azots lames de verre utilisées pour la puce
microfluidique font de 300 a 500 um d’épaisseur.

VIl.3.4.2 Réalisation des microélectrodes

Un masque chromé est réalisé a I'aide d'une litquige AZ5214-e positive (20 s sur

IMJB3) sur une plague chromée (200 nm de Cr) pabriduer les microélectrodes et les

connecteurs (Figure V-6).

Figure V-6 : Photolithographie AZ5214-e positive sules plagues chromées. A gauche : les
microélectrodes. A droite : les connectiques.

Ensuite, le masque chromé est placé dans le « ehetch » jusqu’a disparition totale
du chrome non protégé. A partir du masque chromé, lithographie sur plaque de verre,
préalablement nettoyée, est réalisée en AZ5214msavUne RIE est effectuée pour nettoyer

la surface pendant 1 minute 30 secondes (Figurg V-7
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EO pﬁ

Figure V-7 : Plaque de verre apres lithographie inersée et RIE. A gauche : les microélectrodes. Adite :
les connectiques.

Les échantillons sont métallisés avec du Ti/Pt§5ith) ou Ti/Pt/CNx (5/25/200nm)
apres la gravure ionique réactive. Pour n’avoir lggemicroélectrodes présentes sur le verre,
un lift-off est mis en oeuvre. Pour cela, la laneevérre est retournée dans le bain & ultrasons.
Le substrat est rincé tres abondamment avec détdae. La Figure V-88 récapitule les
étapes de fabrication des microélectrodes.
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| - - | Masque chromé

résine
verre

l Lithographie AZ5214 inversé

F___H

Dépot Ti/Pt(/CNXx)

F_-_q

Lift off

Figure V-8 : Etape de la microfabrication des micr@lectrodes sur une plaque de verre.

Par la suite une soudure ultradélicate de micrsfilsles connectiques est réalisée au
laboratoire pour pouvoir relier la puce microflgde au potentiostat voie bas courant.

VI.3.4.3 Réalisation du circuit fluidique

Une lithographie inversée est réalisée sur uneuplaromée (200 nm de Cr) (Figure
V-9) pour la réalisation du systeme fluidique. LRI est effectuée pendant 1 minute et 30
secondes pour nettoyer la surface. L'étape de enthetch » est identique a celle réalisée

pour la préparation des microélectrodes.
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Figure V-9 : Photolithographie AZ514-e inversée sules plaques chromées. A gauche : mélangeur du
canal micro fluidique. A droite : canal et sortie.

Ensuite, une photolithographie de la résine SU8028dposée sur une plaque de Si
(100) est réalisée (Figure V-10). Celle-ci se déoose en plusieurs étapes :
1-Etalement de la résine SU8 2010 a 500 rpm peridasecondes puis a 1000 rpm pendant
30 secondes.
2- La plaque de Si avec la résine est chauffée°@ §&ndant 3 minutes et 30 secondes pour
éliminer le solvant résiduel et homogénéiser ledtiép
3- Insolation pendant 40 s (le substrat est misa@rtact avec un masque opaque qui est
éclairé par lumiere UV).
4- La plaque de Si avec la résine est chauffé€@ pdndant 4 minutes et 30 secondes.
5- Développement dans le « SU 8 developper » pértlamnutes 10 secondes. Le premier
développement n'est pas toujours efficace. Damaseou il y a apparition de traces blanches
lors du ringage avec l'isopropanol, il faut reprende développement avec le « SU 8
développer ».
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Centrifugation et recuit

R R RN’

Insolation

Recuit

Développement

Figure V-10 : Etape de fabrication du masque du ciuit fluidique en SU 8.

Pour réaliser le canal en PDMS, une premiere &apsiste a mélanger le PDMS et
son réticulant dans les proportions 9/1 (m/m). €egitéparation est placée dans un
dessiccateur sous vide pendant 15 min, pour éliml@® bulles d’air. Dans une deuxieme
étape le PDMS est coulé sur la plague de Si avecokf SU8 développé, la plaque de Si
recouverte de PDMS est placée dans le dessiccaiasrvide pour dégazer le PDMS pendant
10 minutes. L’ensemble PDMS/Si avec SUS8 est platénigpérature ambiante pendant au
moins 24 h, le temps que le PDMS se soit réticulé.

Lorsque le PDMS a durci, il est découpé au cuttes démoulé. Des connexions au
niveau des 3 entrées et des deux sorties sons@éalgrace a un poincon de diametre 0,75
um.

Le PDMS et la lamelle de verre avec les microébelets sont nettoyés a I'isopropanol.
L’'assemblage final est réalisé grace a un traitérmpkrsma, le PDMS et la lamelle de verre
avec les microélectrodes sont placés sous plasamotd’ pendant 80 s. L’exposition au
plasma permet d’activer temporairement les surfapees un alignement correct du circuit
fluidique et des microélectrodes, le PDMS est ahais en contact de la lamelle de verre.

L’activation de la surface permet un collage rapigs deux couches. L'ensemble est alors
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chauffé a 100°C pendant 5 minutes (Figure V-11).

a)

7]

Figure V-11 : a) Puce finale montrant les microéletrodes alignées sur le canal microfluidique en PDIS.
b) Photo de la puce microfluidique finale.

VIIL.3.5. Mesure des dimensions de la puce microfluique

Les mesures des dimensions sont réalisées souscumscope Zeiss a objectif inversé
avec le logiciel AxioVision (Figure V-12). La hautedu canal microfluidique est de h#n.
Cette distance correspond a la hauteur des mdtitnos a I'aide de la photolithographie en
utilisant la résine SU8. La largeur de la microtlmde de travail est de 56n a la base du T
et 106pum en haut du T. La microélectrode de travail esgle de 20Qum (150pm pour la
partie fine du T et 5@m pour la partie large du T). L'aire de cette méextrode est de
13800um? (1,38.1¢ cm?). La microélectrode de travail est séparéadmntre électrode de
28 um a 79um (27um+52um) au maximum. La partie de la contre électrodeqnte dans le
microcanal a une forme de U. La longueur maximatede 1224:m tandis que les bases du
U ont une longueur de 5¢8n. La contre électrode a donc une aire de 30570@30,57.1¢

cma2).
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Figure V-12 : Valeurs des distances et dimensionsasurées par microscopie optique.

VIl.4. Optimisation des parametres et conditions d’analyse

VIl.4.3. Analyse d’'un systéme redox dans la puce
microfluidiqgue en mode statique

Dans un premier temps, la réponse des microélextrdd la puce microfluidique vis-
a-visd’'un couple redox, le ferricyanure/ferrocyanurgpdéassium est étudiée.

La variation d’intensité des pics en fonction devitesse de balayage nous permet de
déterminer le régime de diffusion observé dansenptrice microfluidique sans flux. En puce
microfluidigue un comportement couche mince ou waiféusion semi—infinie peut étre
observé [33], [34], [35]. En effet des études dar€H et al. et de Kashyagt al. ont montré
gu'un comportement quasi-couche mince pouvait éfeervé sur des microélectrodes
placées dans de petits volumes [34], [35]. Dangtedes de Rossiet al. un comportement
couche mince est obtenu avec des électrodes mimlehalacées au début du microcanal et
seulement si la dimension latérale du microsystesteeduite [33]. Cette étude a également
montré que pour différentes profondeurs de micrakda diffusion est linéaire pour des
faibles vitesses de balayage. Cette diffusion p&te comparée a un systeme ou les
microélectrodes occupent toute la section du cddalplus, ils ont démontré a l'aide de la
modélisation numérique la transition du régime itision. En effet, le régime de diffusion
passe d'une diffusion normale a la longueur du oc@nal (aux vitesses de balayage
importantes) a une diffusion latérale a la longudurmicrocanal (aux faibles vitesses de
balayage). Dans le cas ou la dimension latéralergsirtante, une diffusion semi-infinie dans

la direction du canal a toujours été observée [B8]régime de diffusion peut étre vérifié en
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tracant le logarithme de l'intensité en fonction Idgarithme de la vitesse de balayage. En
effet, dans le cas d'une cellule couche mince awee hauteur faible de microcanal, la

relation entre le courant de pic et la vitessealayage est donnée par [33]:
_n?F 2qu0 Equation V-13
ART

avecy, la vitesse de balayage (V/s)

Ip

V, le volume de la cellule (n
F, la constante de Faraday (96500 C)
R, la constante des gaz parfaits (3idol™)
n, le nombre d’électrons échangés
T, la température (K)
c?, la concentration de I'espéce électroactive (md).m
Dans le cas, d'un microcanal avec une hauteur itapta, la relation entre I'intensité et la
vitesse de balayage est caractéristique d’unesiififusemi-infinie [36]:

nE y2 Equation V-14
Ip = O,446nFS(f(ﬁJ v¥2p, ¥

avecsS l'aire de la micrélectrode, (m?)
D, le coefficient de diffusion (M3
Aoki et al. ont établi une équation entre lintensité et leesse de balayage [37], pour

prendre en compte la transition entre le compont¢rmeuche mince et la diffusion semi-

infinie.
c’D Equation V-15
Ip = 0,446nF —— A, ** tanh(056/4,** +0,0051)
Avec
Ay = iv_hz Equation V-16
RT D,

Aq représente le ratio d’épaisseur de I'espace diesibih h par apport a I'épaisseur de
la couche de diffusion.

En représentation logarithmique de I'intensité emcfion de la vitesse de balayage, le
comportement couche mince est caractérisé par eme ple 1 tandis qu’une diffusion semi-

infinie est caractérisée par une pente de 0,5.
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Le type de comportement ayant lieu dans notre puceofluidique est caractérisé en
réalisant une voltammétrie cycligue d’'une soluti@nferricyanure/ ferrocyanure de potassium
10% M dans KCI 0,1 M. La Figure V-13montre les voltangrammes pour des vitesses de
balayage de 5 a 500 mV/s.

3.0x10™
2.5x10™
2.0x10™
1.5x10™ A
1.0x10™' 4
5.0x10™% -
0.0
-5.0x10™%-
-1.0x10™ -
-1.5x10™ 1
-2.0x10™ -
-2.5x10™ 1
-3.0x10™ -
-0.4 ' -0.2 ' 0.0 ' OI.2 ' OT4 ' OTG

E(V/PY)

J(A/m?)

Figure V-13 : Voltammogrammes du systeme ferricyante/ferrocyanure 2 mM dans KCI 100 mM en
statique & différentes vitesses de balayage (S =808um?=1,38.10'cm?) a) 1 mV.5 b) 5 mV.s". ¢) 10 mV.$
! ¢) 50 mv.§. e) 100 mV.g. f) 200 mV.s". g) 500 mV.§.

Tous les voltammogrammes présentent une forme $igieo caractéristique de la
réponse d’'une microélectrode. De plus, les coudoes centrées &eq = 0 V/Pt. Ceci est
obtenu car nous sommes en systéme équimolairergyéaure/ferrocyanure (voir Chapitre
IV.3.3.1). Les valeurs des intensités de plateant selevées en fonction de la vitesse de

balayage (Tableau V-1).

V (MV/S) | Jeq (A/um2)10™* | Jox (A/pm?) 10

1 -0,83 1,11

5 -1,99 1,63
10 -2,25 1,91
50 -2,74 2,28
100 -2,54 2,38
200 -2,54 2,38
500 -2,67 2,59

Tableau V-1: Valeurs des densités de courant en rfction de la vitesse de balayage pour le couple
ferricyanure/ferrocyanure 2 mM dans KCI 100 mM.
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Les valeurs des densités de courant de réduabioint@ujours Iégérement supérieures
a celle d'oxydation. Cette différence est due d@iféérence de coefficient de diffusion du
[Fe(CN)]* et du [Fe(CN)* respectivement de 6,0.%m2.s" et de 5,7.18cm2.¢* [38]. En
effet, le coefficient de diffusion du ferricyanurest légerement supérieur a celui du
ferrocyanure. L’intensité du plateau de réductiam férricyanure est donc légérement
supérieure a l'intensité du plateau d’oxydatiorfelnocyanure.

Cependant, les voltammogrammes ne présentent @asalier en réduction, une
seconde réaction doit entrer en jeu. Cette réadsirsirement le début de la réduction de
'oxygéne présent dans la solution malgré le biadp® de celle-ci avec un flux d’azote. Ceci
peut aussi expliquer la difficulté qu’il y a a esér la valeur d€eq.

Dans notre cas, une légéere variation de densitéodeant est observée lorsque les
vitesses de balayage passent de 1 mV/s a 50 mMis, gucune variation importante
d’intensité en fonction de la vitesse de balayagstrobservée. Si on trace la variation du
logarithme de l'intensité du plateau en fonctionlolgarithme de la vitesse de balayage pour
les trois premieres vitesses une pente de 0,1&a@stée. Cette valeur ne correspond pas a
une valeur pour une couche mince ni pour une ddfusemi-infinie. Dans le cas des
microélectrodes sous forme de microbandes les esudh diffusion sont hémicylindriques
comparativement aux microhémisphéres ou microdsaueles couches de diffusion sont
hémisphériques. La diffusion hémicylindrique traoré@ moins bien les réactifs vers la
microélectrode que la diffusion sphérique ce qupasnet pas de mesurer un courant limite
de diffusion dans des solutions statiques. Lesagélectrodes sous forme de microbandes ne
permettent pas d’obtenir des courants stationnamas des courants quasi-stationnaires. En
effet, pour des électrodes microbandes, le coucpmsi-stationnairejqs, s’exprime en
fonction de la largeur de I'électrode de travail,abefficient de diffusion et du tempag,39]
(Equation V-17).

2.71.D

64.Dt
Xo-IN(———)

X

e

iqs = n.F.S.CO. Equation V-17

Dans cette equation le temps intervient au dénaeunaOr, dans le cas des expériences avec
de faibles vitesses de balayage, le temps de messirg@lus long, ce qui explique la
diminution de l'intensité des paliers de diffusion.
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Chapitre V- Détection du peptide TTR en puce miaidique

Pour les expériences suivantes, une vitesse dgdomd de 10 mV/s est fixée car les
voltammogrammes obtenus a cette vitesse de balgyagentent une forme sigmoidale bien

reproductible et moins bruitées.

Vil.4.4. Analyse d’'un systéme redox dans la puce
microfluidique en conditions hydrodynamique

Apres avoir optimiser les parametres pour I'analgsesystéme redox sans écoulement,
ceux-ci doivent étre déterminés en présence d'wulément. En effet, dans le cas des
électrodes microbandes des courants limites desilii ne peuvent étre mesurer dans des
solutions statiques, mais peuvent étre mesurer lgaoas ou les microélectrodes se situent
dans une puce microfluidque en présence d'un écmurie laminaire. Les parametres a
optimiser sont alors : la vitesse de balayage eitégse du flux dans la puce microfluidique.
Dans ce cas, le flux imposé par le pousse seridgymécision entraine une convection forcée
dans le microcanal.

Les travaux de Levich ont montré gdiens le cas d’'une microélectrode type microbande,
l'intensité du courant limite de diffusion s’expentomme suit dans le cas ou la convection

prédomine [40] :

F
l,, =0.925nFC x§’3wD”3(4—V

Y3 Equation V-18
hed j

avec :n, le nombre d'électrons échangds, le debit volumique (en chs?), C, la
concentration en espéce électroactive (en méicrat D, le coefficient de diffusion de

l'espéce électroactive (en ém'), x,w,d et h, les valeurs des distances (en cm), sont

Ir

indiquées dans la Figure V-13.

Figure V-13 : Schéma d’'une électrode microbande danun microcanal.
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Les études d’Amatoreet al. ont montré une influence de la géométrie et des
parametres hydrodynamiques sur le courant statienn&n effet, les microélectrodes
microbandes peuvent aussi présentées un compottaiy® couche mince lorsque la
diffusion est le principal régime de transport. laegeur de la couche de diffusion est alors
limitée par la hauteur du canal et le courant @t@i@ire suit un comportement type couche
mince [41] [40].

Equation V-19

=nFC,,U,dh

couchemine

avecu,, la vitesse moyenne du flux. (nf)s

Pour déterminer I'influence des parameétres géomeérde la puce microfluidique, le nombre
de PecletPe, a été introduit. Le nombre de Peclet est le retpgaire les constantes de temps
du transport convectif et du transport diffusif [41

P = Uy -N Equation V-20
* D
Par la suite, la largeur de la microélectrode sera adimensionné et donnant [44] :
Equation V-21
o

Amatoreet al ont alors montré que le courant de Levich adinoeme| est une fonction d&

tant que la largeur de la couche de diffusion cotiee est partiellement contr6lée par la
dimension de la microélectrode, et reste inférieul@ hauteur du microcannal. Le régime de
Levich est présent pour toutes valeursPdgour tout autant que la valeur ¥e soit faible.

Les conditions favorisant une diffusion type couchice sont valable pour des faibles
valeurs dePe pourvu que les valeurs d& ne soient pas trop faibles. Une zone intermédiaire

existe ou les deux contributions sont présentes.

VilL.4.4.1 Optimisation de la vitesse du flux

Le méme type d'expériences est réalisé pour unaitisol de ferricyanure/
ferrocyanure de potassium 2 mM dans KCI 0,1 M e#sgnce d'un flux laminaire Ces

experiences sont réalisées sur un deuxieme jeectiétle.
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Dans un premier temps, la vitesse du flux est apéepour avoir des réponses en
courant quasi-stationnaire. Pour cela, la vitegsbalayage optimale de 10 mV/s obtenue en

mode statique est conservée et I'écoulement vari@a0,5uL/s (Figure V-14).

4.0x10™ 1

2.0x10™

0.04

J(A/um?)

-2.0x10™% 1

-4.0x10™

-6.0x10™

-0I.3 ' -0I.2 ' -0.1 ' OiO ' 0.1 02 0.3
E(V/PY)

Figure V-14 : Voltammogrammes a 10 mV.3 d'une solution de ferricyanure/ferrocyanure de poassium 2
mM dans 100 mM KCI & différentes vitesses de fluxa) mode statique. b) 0,0pL.s™. ¢) 0,1pL.s™ d) 0,2
pL.st e) 0,3uL.s™ f) 0,5puL.s™

La densité de courant des pics est dépendantevitedae du flux car la convection forcée
contrble la couche de diffusion au voisinage desragiectrodes [42]. Cependant les pics
aller et retour ne sont pas confondus, nous ne &smpas dans un mode purement
stationnaire. L’augmentation de densité de coudantplateau de diffusion observée avec
'augmentation du flux est en bon accord avec l&oun V-18.

Lorsque le flux est trop important, les voltammagnaes sont relativement bruités. Pour
la détection électrochimique dans la puce micrditiie, la vitesse du flux doit étre
relativement faible pour éviter d’avoir trop de ibraur les voltammogrammes. Pour les

expériences suivantes une vitesse de flux deiQ,@5est choisie.

Vil.4.4.2 Optimisation de la vitesse de balayage

Une fois le flux optimisé et choisi, la vitesse liayage doit étre optimisée de nouveau

pour obtenir des réponses sigmoidales avec dessagjler et retour superposables. Pour
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Chapitre V- Détection du peptide TTR en puce miaidique

cela, une variation de la vitesse de balayagefiesttieée en conservant une vitesse de flux de
0,05uL.s™.

Les voltammogrammes obtenus possédent un courgoltiau jusqu’a 25 mV/s. Cette
forme est observée car le mode de diffusion a tagélectrode est a I'état quasi-stationnaire
[43]. Au dela cette vitesse des formes plus tygsqde voltammogrammes cycliques sont

observées avec présence d’un pic d’oxydation et gdia de réduction (Figure V-15).

6.0x10™ .

4.0x10™% .

2.0x10™ —
0.0 ]

1(A/um2)

-2.0x10™ 1 .
-4.0x10™ .

-6.0x10™ 1 .

-0.3 ' -0.2 ' -0.1 ' OI.O ' 0.1 0.2 0.3
E(V/PY)

Figure V-15 : Voltammogrammes d'une solution de 2 i de ferricyanure/ferrocyanure dans 0,1 M KCl a
différentes vitesses de balayage : 1 mV/s.; 2,5 n®//5 mV/s ; 10 mV/s ; 25 mV/s ; 50 mV/s; 75 mV{s100
mV/s. F, = 0,05x10° cm®.s™.

La densité de courant du plateau ou du pic estggait tracée en fonction de la
vitesse de balayage (Figure V-16). Les valeurs dlssités de courant avant 25 mV/s,
correspondant aux réponses quasi-stationnairesagigint peu en fonction de la vitesse de
balayage. Cependant, I'écart entre les vagues alleetour augmente avec la vitesse de
balayage jusqu’'a 25 mV/s. Au dela de cette vitets®,voltammogrammes montrent la
présence de pics. Cette transition est due au gmsban régime quasi-stationnaire a une
diffusion plane. Aprés cette valeur de 25 mV/s,deasités du courant de pic sont modifiees
en fonction de la vitesse de balayage. Cette vamiate densité de pic est non linéaire en

fonction de la vitesse de balayage.
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Figure V-16 : Variation de l'intensité du plateau @ du pic en fonction de la vitesse de balayage.

La vitesse de balayage choisie est 1 niV.selle-ci nous permet d'avoir des
voltammogrammes quasi-stationnaires avec un éoamt é&s vagues aller et retour le plus

petit possible (6 mV).

Vil.4.4.3 Optimisation de la vitesse du flux et comparaisodes
intensités de pics aux intensités théoriques de Liet

Aprés avoir déterminé les conditions optimales pauwvitesse de balayage, la variation
d’intensité des pics est étudiée en fonction datésse du flux. Dans cette étude la vitesse de
balayage choisie est de 1 mV/s. Les vitesses devitient de 0,02.L.s* & 0,3uL.s*. Les
valeurs de vitesse de flux inférieures & QB.s* permettent de ne pas avoir des
voltammogrammes bruités (Figure V-17).
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Figure V-17 : Voltammogrammes quasi-stationnaire dwcouple ferricyanure/ferrocyanure 2 mM dans KCI
100 mM & 1 mV/s. De bas en haut pour la partie oxgtion : statique ; 0,02uL.s*; 0,05puL.s™; 0,06pL.s™;
0,07pL.s*; 0,08pL.s™; 0,09puL.s*; 0,10pL.s?*; 0,15pL.s*; 0,20pL.5"; 0,25puL.5™; 0,30puL.s™.

Les voltammogrammes sont bien quasi-stationnamas des conditions (avec une vitesse
de balayage de 1 mVA=t pour une gamme de flux comprise entre QJO8* et 0,3uL.s™.
La variation d’intensité du plateau en fonction ftlix a la puissance 1/3 est tracée sur la
Figure V-18

1.6x107
1.4x107" 1
1.2x107" 1
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Figure V-18 : Variation du palier de diffusion enfonction de I'écoulement dans le microcanal en présice
du couple ferricyanure/ferrocyanure 2 mM dans KCI 00 mM a 1 mV/s.
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L’intensité varie bien en fonction du flux a laiggance 1/3 avec une équation de
droite de | = 2,89.18+1,88.1F° F,** pour un coefficient R = 0,994. L'intensité suitddbien
I'équation V-18.

Ordeiget al. ont montré que I'équation V-18 correspond a leonugation lorsque le
flux est élevé mais differe lorsque le flux esbfai( < 0,005uL/s) . En effet, I'équation de
Levich ne prend pas en compte les effets de bonshidtocanal, ni la diffusion sur les bords
des microélectrodes. La diffusion radiale sur lesdb des microélectrodes doit étre prise en
compte pour des vitesses de flux faible. Lorsquétésse du flux augmente, I'épaisseur de la
couche de diffusion diminue et donc la contributiediale sur les bords des microélectrodes
devient négligeable [44][15]. On se retrouve biemglles conditions décrites par Levich.
avec une intensité du courant de plateau qui dégerildix a la puissance 1/3.

Cependant, la valeur de lintensité expérimentaleiférieure a celle estimée avec
I'équation de Levich. Le courant de Levich est aloen prenant un coefficient de diffusion
de 6,00.18 cm2.§". Le rapport entre les courants expérimentauxsetderrants de Levich est

présenté dans la Figure V-19. Les courants expétang limites sont prit a 0,3 V/Pt.

0.34- -
0.32- -
0.30- -
n -

-
. -t \-—-/ \ .
0.261 AN -

024' \. -

levich

/l

0.28+

exp

0.02 | 0.03 | O.b4 | O.|05 | 0.06 0.07
FvY3((cm/s)1/3)

Figure V-19 : Rapport du courant expérimental sur & courant de Levich en fonction du flux pour le
couple ferricyanure/ferrocyanure 2 mM dans KCI 100mM.

Ce rapport est trés loin de ceux trouves par ledestde Comptoet al. et de Ordeiget al. ici
celui-ci est supérieur ou proche de 1 [15], [44p€ndant, notre électrode n’est pas une pure

microbande, mais a une forme de T. L’approximatienla considérer comme une simple
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microbande n’est pas totalement correcte. On pibuégalement supposer que nous ne
sommes pas dans un pur comportement de Levichquaisious sommes a la frontiére entre
un comportement de Levich et un comprtement typeloe mince. Pour cela, les paramétres
des équations V-20 et V-21 sont calculés

Dans notre cas{e vaut 0,97 si on considére la base de la microb&ade 56 um) et
1,83 en considérant la partie large de la microbafgg = 106 um). La valeur deP. est
comprise entre 108 et 1,61%16elon la vitesse du flux (de 0,2.s* a 0,3uL.s%). Les
valeurs deXd/Pe et Xe.Pe sont calculées et listées dans le Tableau V-Zparidérant les deux

valeurs deXc et les valeurs dé. maximum et minimum.

Xe=0,97| Xe = 1,83| Xemoyen= 1,4

F,=0,02uL.st | XJPe | 9,0.10° | 1,7.10° 1,3.10°
Xe.Pe| 1,7.10 | 1,7.1G 1,6.16

F,=0,3uL.s’ | XJPe| 6,0.10" | 1,1.10° 8,7.10"
XoPe| 1,5.10 | 3,0.10 2.3.10

Tableau V-2 : Valeurs des coefficients d¥/P, et X..P. selon les dimensions du microcannal.

Amatoreet al ont montré que quande/Pe< 0,04 etXe.Pe 15 le courant suit une loi
de Levich [41]. Dans nos conditions d’analysesegse du flux comprise entre 0,02.s” et
0,3 uL.s%), nous sommes dans une zone ot le courant estqhément de type Levich pur.
Cependant, la différence entre le courant de Legtdk courant expérimentale reste encore a
expliquer.

Vil.4.4.4 Modélisation a I'aide du logiciel Comsol multi phygue

Une étude de la modélisation des voltammogrammes2aksée a I'aide du logiciel
COMSOL multiphysics [45]. Pour cela, le module sport d’especes diluées est choisi. Une
densité de flux de la masdd, exprimée comme le nombre de moles traversanitd'ude
surface par une unité de temps, est calculée suictaélectrode de travail.

_ Equation V-22
M _Cofo _Crede a
avecCy et Cieq €tant respectivement les concentrations en espeeered,
avec K; et Ky, étant respectivement les constantes de vitessectéastiques

d’oxydation et de réduction

Les expressions de ces constantes peuvent s’gotiscla forme :
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a,nkFn Equation V-23
Kt = Khet E‘EXP(;—T)
—a.nFn Equation V-24

Kb = Khet Ee)(D(T

avec,/7 la surtension

)

Knhes la constante de vitesse standard du transfdeatién,
a, et a; les coefficients de transfert de charge anodiqueataodique.

Les flux sur la microélectrode de travail sont etfjyementM pourCqet+M pourCox.

Un courant, appelé currentl, est calculé a paetical flux par intégration sur la surface.
Le flux sur la contre électrode est alors le coudivisé par la surface de la contre électrode
et par la constante de Faraday pGus. PourC,y, le courant est le courant pdQikg multiplié
par -1 (Figure V-20).

Les conditions dans le microcanal sont :

- une convection avec une vitesse selon I'axeorrespondant & la vitesse du flux

divisée par la section de I'entrée et une diffusontout le domaine,

- un flux nul sur tout les autres domaines hormisiésoélectrodes,

- une valeur initiale des concentrations pGuk et Cox dans tous les domaines,

- un flux de 0,0%uL/s sur les autres zones,

- une vitesse de balayage de 1 mV/s.

Flux nul
Uy j Valeurs initiales C’eq, C’ox
::> ¢+ o ..
red PolrC..
courant - courant
F'SCOOU‘Q
«Jeontre
Z v Pour Ceq : -M
Pour Coy: +M

X

Figure V-20 : Récapitulatif des conditions dans lenicrocanal.

Pour effectuer le calcul, un maillage est réalisdi-ci est plus fin sur la surface de la

microélectrode de travail (Figure V-21).
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Figure V-21 : Maillage réalisé sur la géométrie déa puce microfluidique sur COMSOL.

Lors de la simulation, le coefficient de diffusidn ferricyanure est pris & 6,00.36m2/s
et celui du ferrocyanure & 5,7:4@n?/s [38]. La valeur d&ne est de 0,007 cm/s. Pour
résoudre les équations de diffusion-convectionpggciel COMSOI utilise la méthode des
eléments finis. La Figure V-22 compare le voltammaogme obtenu avec le logiciel
COMSOL et celui obtenu expérimentalement. Le votigramme se superpose relativement

bien au voltammogramme obtenu par le logiciel areaui de l'inclinaison de la pente. La
valeur deKyet choisi est donc la bonne.

1.0x10"

5.0x10°

0.0

I(A)

-5.0x10°

-1.0x107
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Figure V-22 : Voltamogramme pour le couple ferricyaure/ferrocyanure 2 mM a une vitesse de balayage

de 1 mV/s avec un flux de 0,0mL/s. Voltammogramme expérimental (rouge). Modélisegon Comsol
Multiphysics (noir).
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La Figure V-23 montre la concentration dans le odanal durant le calcul. A I'entrée du
microcanal, la concentration est maximale puisgoian s’approche de la microélectrode de
travail celle-ci diminue pour ré-augmenter lorsqien s’éloigne. A I'approche de la
microélectrode de travail, I'espece Ox est consoeneté@lonc la concentration en Ox diminue
(zone bleu). L'espece Ox est produite au niveau lalecontre électrode et donc la
concentration augmente zones verte, jaune et orabgerainée est due au flux qui entraine
les especes. D’autre part, la Figure V-23b noustradiépaisseur de la couche de diffusion
(zones bleu a orange). Au-dela de cette couchedpeces électrochimiques ne subissent pas
de réaction.

Temps=1001 Surface: Concentration (mol/m~3) Ve Termns=1001 Surface: Concentration (maol/m~3)

A 22543 b A 22989

0

| ¥ —0.0218 ¥ —0.0251

Figure V-23 : Concentration dans le microcanal. ayu de dessous. b) vu de coupe.

VII.5. Détection de la dérivation dans la puce microfluigie

Dans cette partie les dérivations seront réaliages une méthode ou NDA/CN =1 et
NDA/peptide = 100, dans un tampon borate 100 mMHa9p Sauf mention contraire, la

concentration finale en PN est de24.

VIL.5.3. Détection en mode statique

Dans un premier temps, la dérivation est réalisgs aine concentration égale en
ferricyanure et en ferrocyanure de 0,125 mM. Letemitels de pics doivent donc étre
référencés par apport au potentiel du couple fgnare/ferrocyanure. Cependant pour une

facilité de lecture des graphes, les potentielpide seront écrits par rapport au platine. La
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détection du peptide marqué est dabord realisées da puce microfluidique sans

écoulement. Les voltammogrammes sont réalisés &vedtesse de balayage optimale
obtenue en puce sans écoulement c'est-a-dire 10s.m\d Figure V-24a montre le

voltammogramme de la dérivation. La réponse gsi@tionnaire du ferricyanure et du
ferrocyanure est visible ainsi que le pic du CBI-BND,56 V/Pt. La dérivation est aussi
analysée par DPV a 25 mV/s (Figure V-24 b). Le ghicferricyanure est situé a 0,004 V
tandis que le pic correspondant au CBI-PN est sitO@09 V/Pt. D’autre part ce pic présente
une intensité de 1,7.78A.

a b
1 1 1 1 1 1
5.0x10™
ferricyanure
= 5.0x10™ 1 Y
€ <«
S
< 0.0 =
K <
=S
ferricyanure/ferrocyanure
0.0
-5.0x10™*+
0.0 0.4 0.8 0.0 0.4 0.8
E(V/Pt) E(V/Pt)

Figure V-24 : Dérivation du peptide avec le NDA (NB/PN = 100, NDA/KCN = 1) en présence de 0,125
mM ferricyanure/ferrocyanure de potassium en quantié équimolaire dans une solution tampon 100 mM
pH 9 borate /MeOH (50/50 v/v). a) Voltammeétrie cyefue a 10 mV/s. b) DPV a 25 mV/s.

Dans un second temps, pour avoir une meilleure ségdion des pics du ferricyanure et du CBI-PN, le
ferricyanure et le ferrocyanure ne sont pas mis equantité équimolaire. La Figure V-25a montre le
voltammogramme a 10 mV/s de la dérivation. De mémégs pics du ferricyanure et du ferrocyanure ainsi
que celui du CBI sont visibles. La dérivation estgalement analysée par DPV a 25 mV/s. Le pic allese
représenté sur la Figure V-25 : Dérivation du peptie avec le NDA (NDA/PN=100, NDA/KCN =1) en
présence de 0,125 mM ferricyanure/0,5 mM ferrocyame de potassium dans une solution tampon 100
mM pH 9 borate /MeOH (50/50 v/v) a) Voltammétrie cglique a 10 mV/s. b) DPV a 25 mV/s.

25b. La réponse du ferricyanure est située a -@,@dis que le pic correspondant au
CBI-TTR est situé a 0,37 V/Pt. L’écart entre lesspest donc de 0,43 V et est de 0,4 V dans le
cas du ferricyanure/ferrocyanure équimolaire. D'awpart, ce pic présente une densité de
courant de 3,3.18 A. La variation du ratio ferricyanure/ferrocyanure nous permet pas de
mieux séparer les pics, cependant il y a un gairésolution. En effet, le pic du CBI-PN est
beaucoup mieux résolu avec un ratio ferricyanuneéyanure non équimolaire. En effet un

troisieme pic situé a 0,59 V/Pt peut étre le CBI-gtiMplement dérivé. Ce pic est séparé du
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CBI-PN doublement dérivé de 0,22 V (le CBI-PN siempéent dérivé est séparé du CBI-PN

doublement dérivé de 0,14 V en macrosysteme).

a b
1.0x1072 : : : 1.0x10™ . . . . . .
ferricyanure
-14 |
004 %Oxlo
CBI-PN c
— 3
S <
= a
<
- ferricyanure/ferrocyanure 0.0
-1.0x10™ 4
T T T T T T T T T
0.0 0.4 0.8 -04 -02 00 02 04 06 038
E(V/PY) E(V/PY)

Figure V-25 : Dérivation du peptide avec le NDA (NB/PN=100, NDA/KCN =1) en présence de 0,125 mM
ferricyanure/0,5 mM ferrocyanure de potassium dansine solution tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH
(50/50 v/v) a) Voltammétrie cyclique a 10 mV/s. PPV a 25 mV/s.

La dérivation est aussi réalisée sans traceurcfemure/ferrocyanure. Dans ce cas
aucun pic n’est visible pour la dérivation contailent aux résultats en macrosystéme. Dans

la puce microfluidique la présence d’un traceuoredst indispensable pour pouvoir détecter

le peptide marqué.

VIl.5.4. Détection en mode dynamique

VIl.5.4.1 Dérivation du PN avec différents ratios ferricyanue/
ferrocyanure

La dérivation est effectuée avec le flux optimis&@5uL.s* en présence d'un traceur
redox. Deux différents ratios ferricyanure/ferracyee sont utilisés: un ratio de 1
(ferricyanure et ferrocyanure en quantité équimme)aet un de 0,25. On peut utiliser la
relation de Nernst pour prévoir le potentiel d'ditpue E.q (en utilisant la méme formule que
dans la partie IV.2.3 avec une concentration emicignure de 0,125 mM et une

concentration en exces de ferrocyanure de 0,5 mM).

3- Equation V-25
Eeq =E> o 4 + 0059lo0g( Fe(CN), )
Fe(CNg)“™ / FE(CNg) Fe(CN)64
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Equation V-26
012 _ o _ 0036 q

05 Fe(CN)3™ / FE(CN)gH~

= E° + 0p59l0g(

eq Fe(CNg)3 ™/ Fe(CNg)*~

Dans le cas d'un ratio 1, le potentiel du couplefaté/ferrocyanrue est situé a 0 V,
tandis qu’il doit étre situé a -0,036V lorsque &io vaut 0,25. La Figure V-26montre le
voltamogramme obtenu en DPV pour la détection d#étavation du peptide en présence de
ferricyanure/ferrocyanure de potassium pour lexdatios. Le pic caractéristique du CBI est
observé autour de 0,4 V dans les deux cas. Le’@xydiation du ferrocyanure est quant a lui
décalé vers les potentiels négatifs de 0,041 Vqglasle ratio ferricyanure/ferrocyanure
diminue. Cette valeur de potentiel de pic est peadd la valeur prevue en utilisant la formule

de Nernst.

3.00E-014 +
2.50E-014 +
2.00E-014 +

1.50E-014 +

J(A/um2)

1.00E-014 +
5.00E-015 +

0.00E+000 -

-5.00E-015 — 77—
-04 -02 00 02 04 06 038

E(V/PY)

Figure V-26 : DPV a 25 mV/s de la dérivation du pejide avec le NDA (NDA/PN = 100, NDA/KCN = 1)
avec un flux de 0,05iL.s™ en présence de ferricyanure/ferrocyanure dans unsolution tampon 100 mM
pH 9 borate / MeOH (50/50 v/v). En bleu pour un m@&nge non équimolaire en ferricyanure et
ferrocyanure et en rouge une solution égquimolaire.

La détection du peptide a été réalisée trois foisr ghaque méthode. L'intensité du
pic du CBI-PN avec ferricyanure/ferrocyanure enmiit@ équimolaire est de 1,03 1A et
de 4,55.13* A quand le ratio ferricyanure/ferrocyanure estl&y®,25. Le Tableau V-3
répertorie les valeurs des potentiels des deuxdiog/dation avec la moyenne et I'écart type

pour trois expériences.
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Méthode Ep(CBI-PN)| Ep(Fe"/F€e") Ep(CBI-PN) -Ep(F€"/F€")
(VIPY) (VIPY) V)
équimolaire 1 0,414 0,009 0,405
2 0,408 0,008 0,4

3 0,413 0,012 0,401

moyenne| 0,412+0,003  0,009+0,004 0,402+0,003
Ox/red = 1 0,414 -0,039 0,456
0,25 2 0,396 -0,021 0,417
3 0,419 -0,043 0,462

moyenne| 0,415+0,02 -0,034+0,01 0,44+0,03

Tableau V-3: Valeurs des potentiels de pic et dealdifférence de potentiels entreEp(CBI-PN) et
Ep(Fe" /Fe" ) en fonction du ratio ferricyanure/ferrocyanure.

Les potentiels de pics, avec un rapport de fernaya/ferrocyanure de 0,25, sont
décalés de 40 mV en moyenne par rapport a la métiégdimolaire. De plus, les deux
méthodes donnent des valeurs de potentiel de @iéseencées par rapport au pic d’oxydation
du ferrocyanure relativement identiques pour lesstexpériences. Ceci confirme que cette
meéthode de détection a deux microélectrodes eremprésiu couple ferricyanure/ferrocyanure
de potassium est mieux adaptée qu’en macrosystearea suite la méthodologie avec un

rapport non équimolaire sera conservée. Le Tableduliste les valeurs des intensités des

pics.
Méthode Ip(CBI-PN) | Ip(F€"/F€") (A)
(A)
équimolaire 1 9,1.10" 3,9.10"
2 8,0.10" 3,0.10"
3 9,0.10" 2,8.10%
moyenne| (8,7+0,6).10" | (3,2+0,6).10"
Ox/red=0,25 1 4,5.10" 1,4.10"
2 4,0.10" 1,9.10"
3 4,2.10" 2,5.10%
moyenne| (4,2+0,2).10" | (1,9+0,5).10"

Tableau V-4 : Valeurs des intensités de pic en fotien du ratio ferricyanure/ferrocyanure.
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VIl.5.4.2

méthode

Limite de détection du CBI-PN et caractéristiques d la

La limite de détection est recherchée dans la purmofluidique en gardant les

rapports NDA/peptide et NDA/KCN constants. L'exgéice est répétée trois fois pour

chaque concentration en peptide. Entre chaquetatétean rincage a I'eau bi-distillée et un

blanc avec uniquement du ferricyanure/ferrocyansent

reproductibilité de la mesure entre chaque expéeien

réalisés pour vérifier la

Les valeurs des concentrations en peptide testégdraliqguées dans le Tableau V-5

ci-dessous :

[PN]s (uM) [NDA] ¢ (mM) | [ferricyanurej/[ferrocyanure](mM)
1 0,1 0,125/0,25

0,5 0,05 0,125/0,25

0,25 0,025 0,125/0,25

0,1 0,01 0,025/0,05

0,05 0,005 0,025/0,05

0,025 0,0025 0,025/0,05

Tableau V-5 : Valeurs des concentrations des difféntes solutions préparées.

Pour de faibles concentrations en PN, la conceottrahn ferricyanure/ferrocyanure est

diminuée pour mieux observer le pic du CBI-PN. Gemimet de ne pas avoir une différence

d’intensité trop importante entre le peptide margquke ferrocyanure. La variation d’intensité

de pic en fonction de la concentration finale endBNreprésentée dans la Figure V-27a. Deux

domaines de linéarité sont observés, I'un corredponaux plus fortes concentrations et un

correspondant aux plus faibles concentratiobes points correspondants aux faibles

concentrations sont suréstimés. En effet, les goos plus larges, on peut donc supposer que

le pic du CBI-PN aux faibles concentrations estadia fois au doublement dérivé et au

simplement dérivé, ce qui a pour effet d’augmehigiensité du pic global. Les pics obtenus

aux faibles concentrations sont alors déconvolméderix courbes de Gauss centrées a 0,4

V/Pt et 0,5 V/Pt correspondant respectivement gatigiee CBI-PN simplement et doublement

marqué en puce (Figure V-28)
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a b
1.60E-010 T T T T T 1.60E-010 T T T T T
1.40E-010+ 1.40E-010+
1.20E-010+ 1.20E-010+
1.00E-010+ 1.00E-010+

g 8.00E-011 2 8.00E-011 1

6.00E-011 6.00E-0111
4.00E-011- 4.00E-011-
2.00E-0111 11 . 2.00E-0111
4,0.10
0.00E+000 : ; ; . . 0.00E+000 +——— ; ; . .
00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10
[PN]f (uM) [PN]f (uM)

Figure V-27 : Variation de I'intensité du pic en faction de la concentration finale en PN-TTR pour ue
dérivation avec un ratio NDA/PN = 100 et NDA/CN = ldans une solution tampon borate 100 mM pH 9
/MeOH 50/50 v/v. a) sans déconvolution des pics. Ayec déconvolution des pics.

2.5X10-ll L L L L L L L L

2.0x10™ 4

1.5x10™

I(A)

1.0x10™

5.0x10™"%

0.0

Orl ofz of3 of4 OI.5 OI.6 0f7 ofs
E(V/PY)

Figure V-28 : Voltamogramme du pic du CBI-PN avecPN]; = 0,1uM. Déconvolution des pics en deux
courbes de Gauss centrées a 0,4 V/Pt (rose) et & O/Pt (cyan).

Une limite de détection de 25 nM en puce micrailgyie est obtenue pour un courant
de 10 pA. Cette limite de détection est 10 foigiigure a celle obtenue en macrosystéeme et
plus de 100 fois inférieure a celle obtenue en poiceofluidique mais avec une détection par
fluorescence en capillaire [46].

La sensibilité et la spécificité de la présenteedidn du CBI-PN ont été réalisées en
macrosysteme (1V.3.1). En puce microfluidique,,xddomaines de linéarités sont obtenues ;

de 25 nM & 0,uM en peptide avec une sensibilité est de 6;8'20 pM et de 0,1uM et 1
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UM avec une sensibilité de 1,54. 000/ uM. La limite de détection est de 25 nM en peptide
TTR tandis que la reproductibilité est égale a 5%

A titre de comparaison, la limite de détection deglycine dérivée avec le NDA a été
déterminée par Yassirat al en puce microfluidique en PDMS/verre en détectitih est de

40 nM. De plus, une bonne reproductibilité est oldse un écart type de 1 a 2% est obtenue
pour les intensités des pics [21]. Waetcal ont déterminé une limite de détection de (82
pour l'arginine de 7,4uM pour la phenylanalanine et 3;8M pour la glycine avec une
détection par ampérométrie en puce microfluidiqua. détection présente une bonne
reproductibilité avec un écart type compris entleed 3,5% [47]. Hyunlet al. ont obtenu une
limite de détection des acides aminés dériveseBIDA en présence de 2-mercatoéthanol de
0,12fM avec un écart type sur les mesures de 4,5%. Cette dérivation est réalisée dans
une puce microfluidique en PDMS/verre avec unedtiéte LIF [26]. A titre de comparaison,
Jacobsoret al. ont une limite de détection de 0,55 fM et 0,83 fdkpectivement pour
larginine et la glycine dans un microsysteme awe® dérivation précolonne utilisant
'OPA/2ME [48] . Jacobsoret al. ont également réalisé la dérivation post-colowuiee
l'arginine, la glycine et la thréonine et ont desiles de détection de 200, 130 et 120 fmol
respectivement avec un écart type de 1,8% surifes de pics [49]. Dans leur cas, la limite

de détection de la dérivation en-colonne est sapggia celle de la dérivation postcolonne.

VII.6. Conclusions

La puce microfluidique pour la détection du peptdété réalisée en verre/PDMS. Les
dimensions de la puce microfluidique ont été clesigoour avoir un flux laminaire. Une
technique de fabrication « douce » a permis dase¥ales microcanaux fluidigues dans le
PDMS, tandis que des techniques de fabricationsdome été utilisées pour la fabrication des
microélectrodes et des connectiques. La contrérétbcprésente une aire 24 fois supérieure a
la microélectrode de travail. Une contre électradec une aire beaucoup plus importante que
la microélectrode de travail a été choisie pouffrsiachir de l'utilisation d’'une électrode de
référence dans la puce microfluidique.

Cette puce microfluidique a été caractérisee erisaiit un couple redox
ferricyanure/ferrocyanure de potassium. Les expées sans flux ont permis d’obtenir des
voltamogrammes quasi stationnaire centrés sur @. \D&ns ces conditions, une vitesse de

balayage de 10 mV/s a été choisie pour avoir umracduguasi Stationnaire sans courant
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capacitif trop important et non bruité. En écoulamé forme des courbes varie en fonction
de la vitesse de balayage : passant d'une répguasi-stationnaire a faible vitesse de
balayage, a des formes plus typiques d'une diffuplane de voltammogrammes cycliques,
présentant des pics a des vitesses supérieurem®/85La vitesse de balayage de 1 mV/s est
optimale pour obtenir une courbe quasi-stationnairec un plateau aller superposable au
plateau retour. De plus, les études en fonctiorladeitesse de balayage ont montré un
comportement type microbande bien que les intensix@erimentales soient inférieures aux
intensités théoriques obtenues avec I'équationedgch.

Dans un deuxieme temps, la puce microfluidiqueéaudilisée pour la détection du
peptide PN marqué avec le NDA. La détection a d&aliste en mode statique et
hydrodynamique. Dans les deux cas, un pic caratitgre du CBI est observe, ce qui valide
la méthodologie établie pour la puce microfluidiqueleux microélectrodes. Cependant, un
traceur redox, le ferricyanure/ferrocyanure de gsitan est nécessaire en solution pour
pouvoir fixer au mieux le potentiel. Sans écouletheme quantité non équimolaire de
ferricyanure/ferrocyanure n’entraine pas un déealagportant des pics du traceur, cependant
le pic de dérivation du PN est mieux résolu. Unstémne pic apparait qui est le CBI-PN
simplement dérivé. Avec écoulement, une concentratin ferricyanure et en ferrocyanure
non équimolaire permet de mieux séparer le picytlakon du ferricyanure et du CBI. En
effet le potentiel de pi€,(F€" Fe') est décalé en moyenne de -34 mV tandis que delui
CBI-PN restent a 0,41V/Pt. La détection en présatina flux a permis de montrer une
dépendance linéaire de l'intensité en fonction aledncentration en PN final. De plus, le
peptide PN peut étre détecté jusqu'a une conciemtram solution de 25 nM. Cette valeur est
dans le méme ordre de grandeur que les microsystéatiisant le NDA comme marqueur
[21],[47]. La valeur de la limite de détection dsien inférieure a celle obtenue en
macrosysteme ou en puce microfluidique qu’avec détection par fluorescence [46]. De
plus, la présente détection est linéaire pour desentrations en peptide de @¥ a 25 nM
avec une sensibilité de 6,0:Y0A/ uM. Pour les concentrations plus élévées en peplide,
sensibilité est de 1,54.1® A/ pM. Cependant, aux faibles concentrations en PNs avons
confirmé que le pic supplémentaire observé cormd@mu bien simplement dérivé qui vient
parasiter le pic doublement dérivé, une déconwmiuiiles pics est donc nécessaire. Le
transfert de la méthodologie sur carbone devrainptre une meilleure séparation des deux

especes. Nous y reviendrons dans la section caoilgénérale et perspectives.
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Ce travail a porté sur la synthése et la caraet#ois de dépbts de carbone azoté
amorphe (a-CNXx) sur supports de verre transpatecdrelucteur en vue de leurs utilisations
soit comme interfaces polarisables pour les pueesé@aration en électrophorése ou comme
microélectrode pour la détection électrochimiqueece. En effet, la possibilité d’agir sur les
propriétés des films minces de a-CNx en jouantlsyourcentage d’azote dans le plasma
offre une large palette de conductivités qui permet deux applications différentes et
complémentaires dans une stratégie plus large pesir« laboratoires sur puce ». Les
caractérisations des supports verre/ITO/a-CNxiadtaen solution ont permis de dégager des
conditions optimisées en fonction des deux appinatvisées.

Dans le chapitre trois, les films minces de a-CNkaié synthétisés et caractérisés. En
effet, différents protocoles de dépbts par puladios cathodique magnétron en courant
continu sur verre/ITO avec différents pourcentadjegote dans le plasma (3, 7, 15 et 30%)
ont été entrepris. Tous ces protocoles ont étésésapour une puissance de dépodts de 200W
et un temps de 20 minutes. Un léger décapage ienggti préalablement effectué sur la
surface pour avoir une meilleure adhérence. Danpramier temps, la caractérisation en
spectroscopie XPS a permis de déterminer les stoaélries suivantes a-Gh, a-CN 15 a-
CNo .26 @-CNg 30 De plus, la caractérisation en microscopie AFNS-(&FM) a montré que la
conductivité électrique locale dépend du pourcentdigzote dans le film. En effet, suite a
l'utilisation d’'un protocole de mesures de conduitds relatives par CS-AFM, nous avons
obtenus des valeurs inversement proportionnellesugmentation de la stoechiométrie en
azote. Ces sont comprises entre 2.80cm® & 15 S.crit pour le CNx déposés sur verre/ ITO
et comprises entre 2300 S:tm2,2.10 S.cm' pour le CNx déposés sur verre. En utilisant la
méthode de mesures entre 4 pointes, les valeurssomprises entre 944 S.¢m 1557 S.ci
! pour le CNx déposés sur verre/ ITO et sont coraprantre 0,3 S.cfa 5,9 S.crit pour le
CNx déposeés sur verre. Ces résultats sur verreree/ATO ont souligné l'importance la
nature du substrat avant le dép6t du a-CNx, notarhiiafluence de la conductivité du
matériau sous-jacent qui peut étre avantageusaoarpfonction de I'application visée.

La caractérisation en électrochimie suivant la dioenétrie en azote a été faite
essentiellement par voltammeétrie et par spectrascdiimpédance en milieu KCI. Il est

apparu que les contraintes mécaniques pour cestainechiométries, a-Ghb, a-CN 15 ne
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permettent pas leurs analyses en solution. Noussapa caractériser en solution que deux
stoechiométries a-GJ¥s et a-CN 30 La fenétre de polarisation pour les électrodes aesc
deux stoechiométries est supérieure a 2,5 V. Lexct@isations électrochimiques ont mis en
évidence une surface non homogene des dépbts swmléi par une capacité non idéale
(CPE) dans le circuit électrique équivalent repmém® I'interface ITO/a-CNx/électrolyte
KCI. En effet, les valeurs de trouvées sont comprises en@@84 et 0,9 pour les films a-
CNo 26 et entre 0,79 et 0,89 pour les films a4zl L'utilisation de la formule de Brug a
permis de calculer les valeurs des capacités delel@ouche des électrodes de a-CNx dans
des solutions de KCI. Ces valeurs de capacitésodblel couche sont comprises entre 9 et 10
pMF/cmz2 pour les électrodes verre/ ITO/a{;Met entre 5 et 7,5F/cm?2 pour les électrodes
verre/ITO/a-CN 30 D’autre part, les valeurs moyennes de capacitdodble couche pour les
électrodes P30 sont toutes inférieures a cellerm@iées pour les électrodes P15, résultats
qui peuvent étre corrélés aux conductivités élgeés locales qui elles aussi sont inférieures
(15 S.cm pour les électrodes verre/ITO/a-6 et 1250 S.ci pour les électrodes
verre/ITO/a-CN 2q). De plus, la capacité de double couche mesunée bien en fonction du
potentiel appliqué en spectroscopie d'impédancée®ariation est non linéaire et les valeurs
moyennes augmentent avec la concentration en E8lUjtat qui est en accord avec le modele
de la double couche. Dans un deuxiéeme temps, naussacherché a mieux maitriser la
réactivité des électrodes verre/ITO/a-CNx par ué-tpaitement électrochimique. Pour ce,
nous avons mis au point un protocole d’activatiansdKCl| beaucoup moins agressif que le
protocole utilisant KIS0, pour a-CNx sur silicium qui avait pour effet deadiliser les
électrodes a-CNXx sur verre. Le prétraitement daDkakpermit d’augmenter d’un facteur 5 la
valeur de la constante de vitesse standard deférame charge dans le cas des électrodes
verre/ITO/a-CN 3o et d'un facteur 3 dans le cas des électrodeseNED/a-CN 6 Les
valeurs des constantes de vitesse standard déoréapres prétraitement pour les électrodes
verre/ITO/a-CN o et verre/ITO/a-Chizo sont respectivement de 16,8%1€m.s" et de 2x16
cm.sh. La réactivité des électrodes verre/ITO/agGiNeste largement inférieure & celle des
électrodes verre/ITO/a-GNs Ce chapitre a mis en évidence la possibilité iliset les
électrodes verre/ITO/a-GNs suivant le protocole P15 comme matériau d’éleerod
(conductivité plus élevée, large fenétre de pdddilgé, bonne réactivité électrochimique)
tandis que les films verre/ITO/a-Ghp suivant le protocole P30 comme interface idéalémen
polarisable pour le contréle du flux électroosmagiqconductivité plus faible, large fenétre

de polarisabilité, réactivité électrochimique déigr).
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Dans le quatrieme chapitre, I'optimisation desdittons de dérivation du peptide
synthétique de la TTR a été menée. Dans un prdaemneps, la caractérisation du marqueur
Naphtalene-2,3-dicarboxaldehyde (NDA) dans un ngdambinaire eau/méthanol a été
nécessaire avant d’aborder I'optimisation du prol®ade marquage du peptide de la TTR ou
d’acides aminés contenus dans la séquence de la EiRffet, la voltammeétrie cyclique
(VC) et la voltammétrie différentielle pulsée (DPMWus ont permis de collecter de nombreux
résultats qui viennent compléter certaines obsenatdéja décrites dans la littérature. Les
études en milieu aqueux en fonction de la vitegsbalayage, du pH, de la concentration en
NDA et les études en milieu organique ont confifr@é&dle majeur de I'hydratation des
fonctions aldéhydiques du marqueur. En effet, eglugst présent sous trois formes en
solutions : le dialdéhyde non hydraté (DA), le mioydraté acyclique (MA) et le hemiacétale
cyclique (HAC). La réduction des deux premieresnies du NDA suit un mécanisme a deux
électrons et deux protons. Une des parties imptedade ce chapitre a été de trouver une
stratégie pour déterminer les concentrations emuehdorme. Dans un premier temps, les
intensités des pics du NDA ont été comparées a deua benzoquinone (BQ), cependant
l'instabilité de cette derniére dans le tamponiagjlne nous a pas permis de conclure sur la
proportion de chaque forme en solution. Le cal@d doncentrations en chaque forme a donc
été effectué aprés détermination des coefficieatdifflusion des espéces (relation de Wilke-
Chang, de Lusis-Ratcliff, de Reddy-Doraiswamy etSideibel) et en utilisant I'équation
reliant l'intensité du pic a la vitesse de balaydgas le cas d’'un mécanisme électrochimique
suivie d’'une réaction chimique (EC). Les valeursyarmes estimées pour les coefficients de
diffusion des formes DA et MA sont respectivemeatdll 7x1¢ cm?/s et de 4,00x10cm?/s.
Les valeurs des concentrations déduites pour fesefo DA, MA et HAC sont respectivement
de 0,57 ; 0,28 et 0,17 pour une concentration eA ibale de 1mM. D’autre part, les études
en fonction du pH permettent de conclure qu'a pH9=1la forme HAC subit une
déshydratation catalytique par les ions @bBur régénérer la forme DA. A ce pH, les formes
DA et MA sont majoritaires, espéces susceptiblegdgir avec les groupements Nidrs du
marquage. Ces résultats viennent confirmer leseétuanpiriques menées notamment au
LPNSS pour optimiser le pH de marquage des biomt#savec le NDA.

Dans un deuxieme temps, la dérivation a été opdenssir le carbone vitreux. Les conditions
optimales de dérivation obtenues sont un rappor&AIDl= 1 et NDA/ (AA ou PN) = 100
dans un tampon pH 9 de 100 mM borate/MeOH (50/%) pour un temps optimal de 15
minutes. La comparaison des voltammogrammes dudgepynthétique de la TTR (CBI-PN)

avec ceux des acides aminés (CBI-AA) a mis en écglde double marquage du peptide
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(Epic(CBI, PN simplement marqué) = 0,69 V/ECS gt(EBI, PN doublement marqué) = 0,55
V/ECS. La spectrométrie de masse a permis de coerfita présence de peptide simplement
et doublement marqués. En effet, un pic situé & m/2806 g.mot correspondant au
doublement marqué protonné et autre pic situé &n2830 g.mof correspondant au peptide
simplement marqué ayant perdu le groupement HCNte @G®uble dérivation constitue un
inconvénient pour les méthodes de détection optigoause du photo-blanchiment. En effet,
le signal du CBI-PN décroit rapidement obligeantrisse en ceuvre d’'une détection trés
rapide apres I'étape de dérivation d’'une dizainendteutes. Cependant, le CBI-PN est encore
détectable en électrochimie 24 heures aprés I'atamiérivation. Aprés 24h, l'intensité de pic
diminue de 60% mais I'aire de pic ne diminue quedes permettant encore une détection
correcte du CBI-PN. D’autre part, nous avons déteemn mécanisme d’oxydation du CBI-
PN suivant un transfert a 4 électrons et sansfeerde protons. Ce résultat est cohérent avec
nos conclusions précédentes sur le double marqgeiagessi avec les hypotheses formulées
dans la littérature pour un acide aminé simplenmeatqué avec OPA. Enfin, la limite de
détection du CBI-PN en macrosysteme est de ih\25

Le protocole de dérivation décrit précédemmentaesiysé en DPV sur les électrodes sans
activation et avec activation pour le verre/ITOMyGs puis comparé avec le carbone vitreux.
Les réponses électrochimiques des CBI-AA et CBI-BIN les trois électrodes sont
comparées. Les pics sur verre/ITO/againon activée possédent une largeur a mi-hauteur
tres importante et une amplitude de pic relativenfigble par rapport aux deux autres types
d’électrodes. De plus, les incertitudes sur lesemiitls de pics avec ces électrodes ne
permettent pas de discriminer les biomolécules/dés entre elles. Les pics ont des largeurs a
mi-hauteur moins importantes, des hauteurs de eicsles aires plus importantes sur
verre/ITO/a-CN 6 activée par rapport au carbone vitreux pour leg®¥ AA sur 4 (lysine,
histidine et thréonine). Dans le cas de la sérlaelargeur a mi-hauteur et l'aire sont
Iégérement supérieures sur carbone vitreux tanaid’mtensité du pic est identique. De plus,
les potentiels de pics varient de la méme fagorcatbone vitreux et sur verre/ITO/a-gN
activée. En effet, les potentiels de pic d’oxydatmour les CBI-AA et le CBI-PN sont dans
I'ordre Epcaiysine= 0,54 VIECS <Eycaren) = 0,55 VIECS <Epcai-histidine) = 0,57 VIECS <
Ep(cai-thréonine) = 0,58V/ECS < Epcaisérine = 0,59 V/ECS. De plus, les analyses par
spectroscopie d'impédance électrochimique sur l&@d¢a-CN, 26 ont permis de montrer une
dépendance de la résistance du transfert de ckarfmnction de la biomolécule dérivée. En
effet, les valeurs de Rt pour les CBI-AA et le GB¥ sont dans I'ordrcpyiysine= 1,3x10
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Q.cm? <R caipny F 2,1x10 Q.cm? <R cainisiding) & 2,7X10 Q.cm2 <R (caithréonine) T
3,9x1d Q.cm? <R cai.sérine). 7 4,9x10 Q.cm?

Enfin, dans la derniére partie de ce chapitrejdedp CBI-PN est détecté dans un systéme a
deux électrodes Pt-Pt ou C-Pt. Dans un premier sergite étude est réalisée en présence
d’'un traceur redox ferricyanure/ferrocyanure paxerfle potentiel. Dans le cas du systeme 2
électrodes carbone-platine, le pic du CBI et les piu NDA sont clairement observés. Dans
le cas du systéme platine-platine, la fenétre diarisabilité ne permet pas d’observer les pics
du NDA, mais seulement celui du CBI. Cependant) bjge dans les deux cas, le pic du CBI
soit présent, le traceur rédox choisi n’est paspseeidoréférence trés stable, nous avons donc
choisi dans un deuxieme temps de travailler saaxetir. Sans traceur le pic du CBI est

egalement visible, mais le signal est relativenenite.

Le cinquieme chapitre a porté sur la microfabraratid'une géométrie de puce
microfluidique verre/PDMS pour le marquage et lgedton du peptide de la TTR. En effet,
une configuration a 2 microélectrodes a été préfélans le but de simplifier les étapes de
microfabrication. Le ratio de surface entre la cergélectrode et I'électrode de travail est de
24 de facgon a situer en condition de pseudoréférenc
Dans un premier temps, l'optimisation des condgiatianalyses que sont la vitesse de
balayage et le débit volumique a été poursuivies sgthavec écoulement. Le couple redox
ferricyanure/ferrocyanure de potassium en quastii@molaire a été choisi en vue de cette
optimisation. Les résultats présentés dans le ncaibisont ceux réalisés en voltammétrie
cyclique et voltammeétrie différentielle pulsée awds microéléctrodes de platine. Comme
escompte, les voltammogrammes d’oxydation/rédudtiorcouple Fe(lll)/Fe(ll) en absence
d’écoulement sont centrés au potentiel d’équild@ V/Pt , et présentent surtout une forme
sigmoidale typique de la réponse stationnaire déleetrode de dimension micrométrique.
La vitesse de balayage optimisée sans écoulem&ataptimisée a 10 mV/s.

En mode hydrodynamique, les débits volumiques gpg$ sont compris entre 2X16m’/s et
2x10* cm’/s avec une vitesse de balayage n'excédant pas/4. mvur débit volumique fixé

a 5x10° cnt/s, une variation de la vitesse de balayage compmrgre 1 mV/s et 100 mV/s
montre une transition dans le régime de diffusién.effet, pour des vitesses de balayage
inférieures a 25 mV/s, la réponse de la micro&elerest stationnaire, tandis que pour des
vitesses de balayage supérieures a 25mV/s, lasépmmrespond a une diffusion plane qui se
traduit par I'apparition de pics sur les voltamnagmes bien définis a mesure que la vitesse
de balayage augmente. Enfin, l'intensité limiteadwrant mesuré varie bien en fonction du
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deébit volumique reporté a la puissance 1/3, poer utesse de balayage fixée a 1mV/s. Ces
conditions optimisées correspondent bien a la reptype microbande de I'électrode dans un
microcanal pour un écoulement laminaire. Cependast,intensités limites obtenues sont
inférieures aux intensités calculées et normalipéedes intensités théoriques déduites de la
formule de Levich, ceci pourrait étre di a la géuiadle la puce.

Dans un second temps, la dérivation du peptideaddTIR est effectuée dans la puce
microfluidiqgue sans écoulement puis en mode hydrathique. Les analyses sont faites en
VC a 1 mV/s et en DPV a 25 mV/s. La dérivation auee concentration équimolaire en
traceur Fe(lll)/Fe(ll) permet d’avoir une séparatie pic de I'ordre de 40 mV entre le pic
d’oxydation du traceur et le pic du CBI-PN. Avecuwroncentration non équimolaire pour le
traceur redox, une légére amélioration de la sépardes pics est observée, écart passant a
44 mV. Concernant la limite de détection, on gagmdacteur 1&en passant d’une détection
en macrosysteme (0,26M) a une détection en microsysteme (25 nM). De,dmusnéthode
de dérivation est sélective et spécifique. La di&eca une bonne reproductibilité (5%).
Cependant deux domaines de linéarité sont obtenngpremier domaine allant de 25 nM a
0,1uM avec une sensibilité de 6,0x¥0A/uM, et un deuxiéme domaine de linéarité allant de
0,1 UM et 1 uM avec une sensibilité de 1,54x0A/uM. Nous avons conclu que pour des
concentrations élevées, seul le CBI-PN doublemérivél est largement majoritaire, tandis
gue pour des concentrations plus faibles, les dicsCBI-PN doublement (0.4 V/Pt) et
simplement dérivé (0.55 V/Pt) se confondent, engnai ainsi une surestimation de l'intensité
du pic.

En conclusion, nous avons fait la preuve que lliestr@des verre/ITO/ a-CNx peuvent
servir d’électrode de détection. L'utilisation ddsctrodes en a-CNx permet d’avoir des pics
mieux résolus pour le CBI-PN. Le transfert de lathmdologie en puce microfluidique
montre que la détection du peptide de la TTR peme @ffectuée dans une puce
microfluidique a deux microélectrodes avec une lolimite de détection acceptable. Les
travaux encore en cours devraient permettre d’amegliencore la sélectivité et spécificité de
la détection en passant du platine au platine/a-@gliorant ainsi la discrimination entre
simplement et doublement marqué en puce. D’autaganpétres sont encore entrain d’étre
optimisés, tels que d’'autres types de prétraitempent les électrodes verre/ITO/ a-CNx, étant
donné que la réactivité et sélectivité des éleesodépendent sensiblement du type de
prétraitement mis en oeuvre. Cette orientation awegainement une incidence sur la
spécificité de la détection des espéces a anatyspuce microfluidique. Dans le cas du choix
du traceur redox pour la configuration a deux métzotrodes, la aussi, des traceurs plus
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stables et inertes devraient pouvoir amélioreritpisdlement et quantitativement les données
obtenues. La derniere étape est de pouvoir intégganodules de marquaiesitu en « pré-
colonne » et de détection en « post-colonne » daaspuce de séparation électrophorétique
optimisée pour la séparation des formes nativewgéende la TTR pour I'analyse en temps
réel d’échantillons de patients atteints de la pelyopathie amyloide familiale. Cette
méthodologie mettant a profit les propriétés deNac@ourrait aussi étre envisagée pour
caractériser et discriminer les isoformes des pregétau impliquées pour le diagnostic de la
maladie d’Alzheimer en collaboration avec le LPN&3e LPN. De plus, le principe général
d’utilisation de microélectrodes sur verre transpér conducteur et polarisable en puce
microfluidique permettraient d’obtenir des micrqabsitifs robustes combinant la détection

optique et électrochimique, voire pour I'électroniluminescence.
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Liste des Abréviations

a-CNx
AFM

AQC

BQ

CBI

CVv
CS-AFM
DA
DIMIPOLE

DPV
FAP
FQ
HAC
ITO
MA
NDA
OPA
PDMS
PN
PWF
RIE
SIE
TTR
XPS

carbone azoté amorphe

Microscopie a force atomique
6-aminoquinolylN-hydroxysuccinimidyl carbamate
Benzoquinone

Cyanobenzoisoindole

voltammeétrie cyclique

current sending atomic force microscopie
Dialdéhyde

Dispositfs microfluidiques a interfaces polarisabp@ur des séparations
électrophorétiques de haute résolution.
voltammeétrie impulsionnelle différentiel
Polyneuropathie amyloide familiale
3-(2-furyol) quinoline-2-carboxyaldéhyde
Hemiacétal cyclique

Oxyde d’étain dopé a l'indium

Monohydraté acyclique
naphataléne-2,3-dicarboxyaldéhyde
Othophathaladéhyde

polydiméthylsiloxane

Peptide natif

Pont Wheastone Fluidique

Reactive ion etching

spectroscopie d’'impédance électrochimique
Transthyrétine

Spéctroscopie par rayon X
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Liste des symboles

aau aC
Ac
Ba,pc

CepL

€H20

Fe
F

Coefficient de transfert anodique et cathodique
Aire de contact AFM (m?2)

Coefficient de Taffel

Parametre du CPE

Concentration de I'espéce consommeée (mol/L)
Capacité de la couche dediffusion électrique (F)
Capacité de la couche de Stern (F)

Capacité de double couche (F)

Capacité de Gouy Chapman (F)

Capacité de Helmotz (F)

Coefficient de diffusion (m2/s)

Longueur du canal (m)

Différence de potentiel au borne de la double ceuch
Potentiel (V)

Potentiel standard du couple (V)

Potentiel de pic a mi-hauteur (V)

Module d’élasticité des matériaux de la pointe Afh4)
Module d’élasticité du film (Pa)

Potentiel d’équilibre (V)

Energie de liaison (J)

Energie cinétique électronique (J)

Module d’élasticité réduit (Pa)

Constante de permittivité (8,85:30F/m)
Constante diélectrique de I'eau

Fréquence (Hz)

Constante de Faraday (96500 C)

Force mesurant la raideur de contact AFM (N)
EcoulementL/s)

Surtension de I'interface polarisable (V)
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L1
Ly

Lec

<

T g 5 5 S

©

I <«

fo
Rt

Rt,n -0
Re

Potentiel limite de polarisabilité (V)

hauteur du canal (m)

constante de Planck (J.s) (équation 11-31)
Intensité du pic (A)

Courant limite (A)

intensité du courant quasi-stationnaire (A)
Densité de courant (A/lcmz?)

Conductivité des solutions (S.cm)

Constante de vitesse de transfert de charge hémedgn/s)
Constante d’acidité

Constante de la réaction x

Facteur de corrélation

Longueur typique de I'écoulement (m/s)
Longueur de contrdle (m)

Largeur a mi-hauteur (V)

Epaisseur de la couche de Helmotz (m)
Epaisseur de la couche d Gouy-Chapman (m)
Libre parcours moyen (m)

Masse molaire (g/mol)

Nombre d’électrons échangés

Viscosité (Pa:d)

Surtention (V) (équation 111-28)

Déphasage

Pression (Pa)

Nombre de Pecklet

Masse volumique (g/L)

Parameétre du CPE ( £3)

nombre de A échangé dans la réaction électrochimique
Constante des gaz parfaits (J/K/mol)

rayon de I'électrode de platine (m)

Résistance de transfert de charQec(n?)
Résistance de transfert de charge a surtentida (@ukcm?2)

Résistance de I'électrolyt®(cm?)
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Liste des symboles

Nombre de Reynolds (équation V-1)
Résistance haute fréquen€egm?)

Résistance fluidiqueQ)

Résistance de l'interface polarisatf®) (
Résistance du microcan&)

Rayon de courbure de la pointe AFM (m)
Résistance de l'interface verre/CNX.¢nt)
Résistance de l'interface ITO/CNR.€n¥)
Surface de I'électrode (m?)

Surface pointe AFM -échantillon (m?2)
Conductivité du microcanal (S/m)
Conductivité de l'interface polarisable (S/m)
Erreur sur les mesures

Temps (S)

Vitesse du flux selon I'axe x (m/s)

Vitesse moyenne du flux (m/s)

Volume molaire au point d’ébullition (ctig/mol)
Vitesse moyenne du liquide en mouvement (m/s)
Volume de la cellule (M

Vitesse de balayage (V/s)

Fréquence de radiation js(Equation 11-31)
Coefficient de poisson des matériaux de la poirk&IA
Coefficient de poisson du film

Pulsation (1/Hz)

Longueur de la microélectrode de travail (m)
Impédance de Warburg

Parametre d’association

Fraction molaire

Largeur de la microélectrode de travail (m)
Largeur de la microélectrode de travail adimenténn
Charge des ions

Impédance électrochimique

Impédance faradique
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Zy Impédance globale
4 Potentiel zeta (V)
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Annexe

Fabrication des électrodes de a-CNx sur verre.

Pour les électrodes de a-CNx sur du verre, la gnend@itape consiste a coller un scotch
de cuivre sur une lamelle de verre. Notre dépos-@&Ix sur verre est alors fixer sur le cuvre
a l'aide d’un scotch double face. Un disque de mayanm est fixé sur les dépbts pour avoir
une surface d’électrode bien définie. Le substeat dépots de a-CNx étant isolant, le contact
électrique entre le cuivre et le CNx est assurépa couche de peinture d’argent. Les bords

et la peinture d’argent sont isolés en déposatd desine époxy (Figure Annexe-8).

a b
Résine epoxy
a-ChNx
Peinture d'argent cylindre
i Résine époxy ——————————#7 verre
@ cylindre Peinture dargent e scoteh double face
o
5 WerrefChg scotch de curvre ——)
| verre
E scotch double face

scotch de cuivre

werre

Figure Annexe-8 : Design des électrodes verre/CNxopr les tests électrochimiques.

Mesure de I'épaisseur des films de a-CNx sur vagreg SEM-
FEG.

Les épaisseurs des films de a-CNx déposés sur semtadéterminés a I'aide du SEM-FEG et

répertoriées dans le Tableau Annexe-1.

P3| P7| P15 P30

Epaisseur (nm) | 210 | 220 | 315 | 1034

Tableau Annexe-1 : Valeurs des épaisseurs de filrds a-CNx sur verre.
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Annexe

Mesure 4 pointes sur les électrodes de a-CNx sur ve  rre et sur
verre/ITO.

La conductivité électronique est mesurée gracenzéthode a 4 pointes sur les dépots
de a - CNx sur verre et sur verre/ITO et sur asuCverre/ITO.

Une intensité est appliquée a I'échantillon etaarant et mesure, une résistance peut
alors étre déterminé par I'équation I1I-10. La séisité peut étre calculé a partir de la formule
-11.

Mesure sur verre.

Les valeurs moyennes des résistivités sont notesld Tableau annexe- .

P3 P7 P15 P30

Resistivité moyenne (Q.m?) | 1,70.10° | 1,75. 10° | 4,56. 10” | 3,21. 10”

Tableau annexe- 2 : Valeurs moyenne des résistivit@our les dépbts de a-CNx sur verre.

Mesure sur les films déposés sur verre/ITO.

La méme chose est réalisée sur les substratid2|Ve®. Les valeurs de résistivités

moyennes sont répertoriées dans le Tableau annexe-.

a-C P3 P7 P15 P30

Resistivité moyenne (Q.m?) | 6,42.10° | 6,6610° | 7,3.10° | 1,06.10” | 1,33.10°

Tableau annexe-3 : Valeurs moyenne des résistivitesur les dépdts de a-CNx sur verre/ITO.
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Annexe

Etude dans KCI.

Electrode P15.

Les Figures annexe2 et annexe-3 montre les \amg@aten, Q, R et Cqpour deux autres
électrodes.

a b
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1000000+
0.88- i
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e
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] ° 0.86- ;
0.84- i
10000 A
04 -03 02 01 0.0 01 02 03 0.4 -03 -0.2 -0.1 00 0.1 0.2 0.3
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c d
T T T T T T T T 12 T T T T T T T T
3.5x10° g
] 11- i
— u L "
N /
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=2 \ / "“g
:TE' _"m \\ // " O 104 i
U)_ - \ \‘/. Uj'_
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E(VECS) E(V/ECS)

Figure annexe-2 : Parameétres du circuit selon le gentiel pour une électrode P15 a) variation de la
résistance de transfert de charg®;. b) variation de a..b) variation de Q.. d) variation de la capacité de
double coucheCd pour différentes concentrations en KCI 0,1 M(en nio). 0,2 M(en rouge),. 0,5 M(en vert).

1,0 M(en bleu)
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Figure annexe-3 : Parametres du circuit selon le gentiel pour une électrode P15 a) variation de la
résistance de transfert de charg®&,. b) variation de a. b) variation de Q. d) variation de la capacité de
double coucheC. pour différentes concentrations en KCI 0,1 M(en nio). 0,2 M(en rouge),. 0,5 M(en vert).
1,0 M(en bleu)

Electrode P30.

La Figure annexe-9 montre les variationsid€), R et Ggpour la deuxieme électrode.
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Figure annexe-9 : Parametres du circuit selon fergii@l pour une électrode P30 a) variation
de la résistance de transfert de ch&gé) variation dex. b) variation de&. d) variation de la
capacité de double couclBepour différentes concentrations en KCI 0,1 M(ei)n6,2 M(en
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1. Introduction

ABSTRACT

Labelling and detection of a synthetic peptide (PN) mimicking a tryptic fragment of interest for the
diagnosis of familial amyloidal polyneuropathy have been investigated optically and electrochemically.
We decided to covalently label naphtalene-2,3-dicarboxyaldehyde (NDA), a fluorogenic and electroactive
molecule on PN. First, the optimization of the labelling chemical reaction was performed by capillary
electrophoresis coupled with laser induced fluorescence detection (CE-LIF). The analytical parameters
such as separation efficiency and peak area were considered to propose this optimized derivatization
reaction. The results obtained allowed us to establish the pH and ionic strength of the derivatization
buffer, the molar ratio between NDA and PN and the reaction time of the labelling. Optimal conditions
are obtained when [NDA]/[PN]=40, buffer pH of 9, buffer ionic strength of 70 mM and reaction time of
15 min. Second, differential pulse voltammetry (DPV) and cyclic voltammetry (CV) were also used to
characterize NDA-labelled PN and different electroinactive amino acids (histidine, lysine, serine,
threonine) which are in the PN sequence. The electrochemical detection experiments demonstrated
that the labelled biomolecules could be also easily detected at low concentration. Moreover, the
derivatization reaction could be followed to describe more precisely the labelling process of these
biomolecules. Optimal conditions for labelling are obtained when [NDA]ia/[CNT] ratio =1 and
[NDAJ;otai/[amino acid or peptide]=100 with a buffer having a pH=9 on a glassy carbon electrode. In
all cases, an obvious oxidation peak for the N-2-substituted-1-cyanobenz-[f]-isoindole derivative (CBI)
has been observed at 0.5-0.7 V/SCE. The multi-labelling of PN and lysine were shown with DPV. We
presumed this result to occur because of the shouldered shape of the DPV peak shape. These experiments
confirm that NDA can be used as a derivative agent for PN, allowing for electrochemical and fluorescence
detections with a limit of detection of labelled PN estimated at 0.2 uM and 5 pM, respectively.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

competitive data with electrochemical [1] or optical detections
[2-4] In recent years, electrochemical detection (ED) has been

The naphtalene-2,3-dicarboxyaldehyde (NDA) is a fluorogenic
and electroactive reagent commonly used to covalently react with
amino functional group of various molecules (see in Scheme 1).
This compound is particularly attractive to tag biomolecules such
as peptides and proteins and therefore to create novel diagnostic
strategies. The N-2-substituted-1-cyanobenz-[f]-isoindole (CBI)
derivative represents also another opportunity to collect

* Corresponding author at: CNRS Laboratoire Interfaces et Systémes Electrochi-
miques UPR 15 UPMC, 4 place Jussieu F-75252 Paris France. Tel.: +33 144273640;
fax: +33 144274074.

E-mail address: jean.gamby@upmc.fr (J. Gamby).
! The both authors have equally contributed to this work.

0039-9140/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2013.04.060

used with different techniques of separation, such as liquid
chromatography in order to analyze amino acids neuron from
Helix Aspersa neuron [5] or several aliphatic amines [6]. Capillary
electrophoresis has also been coupled with ED for detection of
amino acids in brain homogenate [7], in single erythrocyte [8] and
in single mouse peritoneal macrophages [9]. Electrochemical
properties of CBI have been utilized to identify compounds from
Planorbius corneus dopamine neuron. Detection and separation of
amino acids and small peptides can also be carried out in
microchips [10]. Electrochemical detection presents some advan-
tages for multi-derivatized molecules [11]. Indeed, peptides which
bear more than one NH, group can be derivatized as often as their
number of NH, groups. These multi-derivatized amino acids
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CN™ —
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CBI derivative

Scheme 1. Derivatization reaction of primary amine by NDA.

PN : Nterm-TSESGELHGLTTEEEFVEGIYK-Cterm
Scheme 2. Sequence of the studied peptide (PN).

present a self-quenching effect and therefore are difficult to detect
by fluorescence [12] whereas electrochemical response is not
attenuated. This derivative was already used and reported in the
literature because of its highly fluorescent and relatively stable
properties [12,13]. The use of cyanure as nucleophilic in the
reaction instead of other one like 2-mercaptoethanol usually used,
permits to obtain the more stable and the best fluorescence
intensity for derivative [13].

Here we will focus on the reaction between the NDA and a
small peptide of 22 amino acids (PN) likely to be useful for the
diagnosis of transthyretin-related familial amyloid polyneuropathy
[14-16] (see in Scheme 2). First, in a systematic approach, we
study by capillary electrophoresis coupled with laser induced
fluorescence (CE-LIF) the influence of some of major parameters
to analytically evaluate their influence over the derivatization
reaction efficiency. We believe that the following results demon-
strate that we optimized the tagging pathway to analyze small
biomarkers bearing amino group. Second, taking into account the
tagging reaction efficiency established by CE-LIF, properties of CBI
derivatives which are also electrochemically active have been
studied by differential pulse voltammetry (DPV). Indeed, selectiv-
ity can be achieved by varying the electrode potential in order to
compare characteristics of derivatized peptide and non electro-
active amino acids which are in peptide sequence.

Lysine and threonine have been selected because they are C-
terminal and N-terminal amino acids, respectively. Serine and
histidine have been selected because these amino acids are the
more acidic and more basic ones, respectively (Table 1).

2. Experimental
2.1. Chemicals and reagents

2.1.1. Chemicals

NDA was purchased from Interchim (Montlugon, France).
Potassium cyanide, HEPES, boric acid, lysine, serine and threonine
were purchased from Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier,
France). Methanol and sodium hydroxide from VWR (Fontenay-
sous-Bois, France) and the PN peptide was obtained from Genepep
(Prades le Lez, France), histidine and tyrosine from Alfa Aesar
(Karlsruhe, Allemagne).

2.1.2. Peptide labelling

The labelling method was inspired and adapted by previous
works on NDA labelling [1,12,13]. Peptide samples were labelled
by adding to 50 pL of peptide (2 x 1074 M in water), 100 pL KCN
dissolved in a borate buffer, 150 uL borate buffer (ionic strength
varying from 10 mM to 100 mM and pH varying from 8 to 10) and
100 pL NDA in methanol. The mixture was kept at room tempera-
ture away from light. The reaction time, pH and ionic strength of
the buffer, the concentration of the NDA and of the KCN were
optimized.

Table 1
Peak potential characteristics for the derivatized 25 uM for each amino acid
(AA-CBI) and for 25 uM PN-CBI versus saturated calomel electrode.

Amino acid E (mV) Sd? (mV) Ly2° (mV)
Lysine 540 3 170
Histidine 570 4 240
Threonine 580 5 210
Serine 590 5 140
PN 555¢ 4 190

690¢ 6 190

@ Standard deviation.

b Full-widths at mid-height.
€ TTR simply derivatized.

4 TTR doubly derivatized.

2.2. Instrumentation

2.2.1. Capillary electrophoresis

A Beckman Coulter PA800 Capillary electrophoresis was
coupled with a 442 nm laser of 42.1 mW (BFI Optilas France, Evry,
France). The capillary electrophoresis instrument was adapted to
be compatible with the 442 nm laser. For that, two different filters
were used in the commercial Beckman capillary system: a laser
filter (441.6 nm) and an emission filter (490 nm) (CVI Melles
Griott, Voisins le Bretonneux, France). Those filters were placed
in an analogous way to the original filters.

Separations were carried out with fused-silica capillaries (Phy-
mep, Paris, France) of 75 pM i.d. having an effective length of
50 cm and a total length of 60.2 cm. Before each electrophoretic
run, the capillary was sequentially flushed with 0.1 M sodium
hydroxide (3 min), then with MilliQ water (3 min), and then
equilibrated with the separation buffer for 3 min. The analyses
were performed at +25 kV, with LIF detection (excitation wave-
length, l.x=442 nm).

2.2.2. Electrochemical measurement

Electrochemical measurements were performed using a Biolo-
gic SP-300 electrochemical analysis system with EC-lab software.
Experiments were performed with a three-electrode cell config-
uration. The reference and the counter electrodes were a saturated
calomel electrode (SCE) and a platinum grid (Pt), respectively. The
working electrode was glassy carbon with an area equal to
0.071 cmz2. DPV parameters as modulation time (100 ms), modula-
tion amplitude (7.5mV), and scan rate (25 mVs™!) have been
optimized to obtain analytical curves. Baselines were recorded
after DPV response with a blank solution.

3. Results and discussion
3.1. Tagging reaction optimization by capillary electrophoresis

From the literature, it is clear that the chemical and structural
aspects of the biomarker are the first parameters to reach high
reacting efficiency. Several authors have used NDA\CN™ mixtures
for amino acids (AA) and small peptides labelling [17-20]. Their
reports were an inspiriting root for our work. However, reaction
parameters have been optimized to get the best reaction yield for
our peptide (22 AA).

We obviously see in Fig. 1 the fluorogenic character of the NDA.
In fact, when there is no reaction with the peptide, there is no
peak. However, after the peptide derivatization, we logically detect
a peak corresponding to the CBI derivative.

In order to develop an efficient derivatization method, the main
parameters were fixed by our readings or studies. First, inspired by
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Fig. 1. Electropherograms of derivatized PN (top) and blank NDA: sample contain-
ing the reaction mixture except the peptide (bottom). Derivatization conditions:
peptide concentration 0.2 mmol/L, 50 mM borate buffer pH 10, NDA/PN ratio=40.
Electrophoretic conditions: silica capillary (50 cm effective length, 57 cm total
length and a 75 pm inner diameter), 40 mM HEPES buffer pH 8, 25 kV, 25 °C. LIF
detection A.x=442 nm. For better legibility a shift of =5 RFU has been done with
the blank.
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Fig. 2. Effect of the NDA/PN molar ratio on the derivatized PN electropherogram:
NDA/PN ratio =100 (top), NDA/PN ratio =40 (bottom). Derivatization and electro-
phoretic conditions are similar to these given in Fig. 1.

Hu et al. [19], a 1:1 M ratio of KCN and NDA was fixed for all
studies, then we evaluated the yield of the reaction by measuring
the peak area when NDA/PN molar ratio changes keeping all the
other parameters constant. And in order to keep a pseudo-first-
order reaction, we worked with a high excess of NDA compared to
PN.

Fig. S1 in Supplementary material shows the importance of the
first studied parameter: the molar ratio between peptide and NDA.
We see a net increase in the CE peak area that is characteristic of
the tagged peptide, between a NDA/PN molar ratio of 20 and 40,
and the maximum peak area is reached for a ratio equal to 40. This
observation shows that the reaction is quantitative for this ratio.
When the NDA/PN ratio is higher than 40, the main peak area
decreases, and it seems that a side peaks appearance is respon-
sible. Indeed, the fluorogenic reagent may react very slowly in
different pathways to form fluorescent side products [20]. Those
side products can be seen in Fig. 2 underlining the differences
between a 40 and a 100 NDA/PN molar ratio. In fact, the intensity
of the 3.5 min peak is much larger in the ratio 100 than in the ratio
40. Moreover, at 5.7 min a peak corresponding to the CBI deriva-
tive becomes shouldered when the ratio reaches 100.

Previous studies revealed that the reaction yield increases
when the ionic strength of the buffer solution (borate buffer)
increases, certainly due to the catalytic effect of this concentration
[12]. Thus, we studied the influence of the ionic strength of the

borate buffer (from 10 mM to 100 mM) on the reaction yield by
keeping the NDA/PN ratio and the pH equal to 40 and 10,
respectively. As expected and displayed in Fig. S2 (see Supple-
mentary material), we obtained an increase of the peak area when
the ionic strength increases. However, on the same time, the
separation efficiency dramatically decreases. This can be explained
by the analysis buffer characteristics. In fact, all the analysis were
performed with a 40 mM HEPES buffer pH=8 as background
electrolyte (BGE). On the other hand, ionic strength of derivatiza-
tion solution was increasing that makes its conductivity higher
than the BGE's one. This phenomenon leads to a flattening of the
peaks. In this context, the best compromise between the reaction
yield and the separation efficiency was the buffer ionic strength of
70 mM.

The third optimized parameter is the reaction pH. It represents
another critical parameter that controls the reaction yield. De
Montigny et al. [13] reported that the optimum pH of the reaction
depends on the amine's pKa. In this direction, Lunte et al. [2] found
that the optimum pH for derivatization was usually near to the
analyte pK,. Taking into account the pK, range of the peptide
amine function (from 8.7 to 10.7) and the increase of the
fluorescence yield at alkaline pH, we chose to study the reaction
on pH varying between 8.5 and 10.

As presented in Fig. S3 (see Supplementary material), an
increase of the separation efficiency was observed for pH ranging
from 8.5 to 9.5, while a decrease of the peak area was observed in
this pH range. When the pH is higher than 9.5, the separation
efficiency decreased, whereas the peak area increases. In this
context, the best compromise between the reaction yield and the
separation efficiency was the borate buffer pH 9.

Experiments were carried out to find the optimum reaction
time. From the literature we knew that this parameter is another
critical one that is correlated with other parameters such as
peptide or amino acid concentration, sample volume, composition
of the incubating solution [17-21]. The conformation of the
peptide is also a factor to take into account because the steric
hindrance increases the reaction time. In our work, the optimum
reaction time was 15 min. Moreover, the stability of the peptide
labelled with NDA was studied, and we found out that it was stable
for at least 5 h in darkness. This latter condition is very important
because the photobleaching phenomenon occurs quickly when the
sample is light-exposed.

Finally, the sensivity of detection of the CE-LIF method was
studied by calculating the limit of detection (LOD) corresponding
to a signal-to-noise ratio of 3. In the optimized conditions defined
above (reaction time of 15 min, NDA/PN molar ratio equal to 40,
ionic strength buffer of 70 mM and pH buffer equal to 9) the LOD
of labelled PN was found to be 5 uM.

3.2. Electrochemical characterization

The electrolyte support for all experiments is constituted by
100 mM borate buffer in methanol:water mixture (50:50 v/v). PN
derivatization was followed by differential pulse voltammetry
(DPV) at 25 mV s~ . Figs. 3 and 4 display signal differences between
25 uM PN alone, 2.5 mM NDA and for online derivation solution
constituted by 25 uM PN with 2.5 mM NDA in presence of 2.5 mM
KCN in 100 mM electrolyte support at pH=9 (NDA/PN in a molar
ratio of 100). No oxidation or reduction peaks was observed for
peptide alone. This confirmed that PN peptide was electroinactive
in the potential window, in spite of tyrosine presence in PN
sequence which was expected as an electroactive amino acid.
Moreover, in this oxidative potential window NDA is also electro-
inactive (see in Fig. 4). Nevertheless, if we consider a reductive
potential window, reduction of two aldehydes groups NDA at pH
9 were observed at -1.1V/SCE and -1.3 V/SCE. In the case of
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Fig. 3. DPV at 25 mV/s on glassy carbon (S=0.071 cm?) in 100 mM borate buffer at
pH=9. Reductive potential window (i) 2.5 mM NDA in methanol:water (50:50 v/v),
(j) 25 uM PN, (k) 25 uM PN derivatization with 2.5 mM NDA NDA/PN molar ratio
of 100.

0.008 -
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Fig. 4. DPV at 25 mV/s on glassy carbon (S=0.071 cm?) in 100 mM borate buffer at
pH=9. Oxidative potential window (i) 2.5 mM NDA in methanol:water (50:50 v/v),
(j) 25 uM PN, (k) 25 uM PN derivatization with 2.5 mM NDA NDA/PN molar ratio
of 100.

derivatized PN peptide, an oxidation peak was located at 0.55V/ECS
corresponding to CBI oxidation. As noted in Fig. 4, CBI oxidation is
irreversible in agreement with the literature [11,22]. Likewise, there
was only one peak and no shouldered peak for CBI. It seemed to
confirm the inactivity of tyrosine residue in PN. In the literature,
peptides with tyrosine residue show two waves of oxidation, one
for tyrosine and one for the isoindole ring of CBI [22]. For example,
Nussbaun et al. explained that the peak potential of isoindole group
was characteristic to the derivatized amino acid or peptide. In order
to provide an answer to this hypothesis, derivatization of four
amino acids contained in PN sequence were performed for lysine,
serine, histidine and threonine at the same concentration for each
AA (25 uM). Peaks potential for CBI-(lysine), CBI-(serine), CBI-
(histidine) and CBI-(threonine) were found at 0.54 V/SCE; 0.57 V/
SCE, 0.59 V/SCE and 0.58 V/SCE, respectively as shown in Fig. 5. Our
results shown that lysine which was doubly derivatized was easier
to oxidize than histidine and serine. Moreover, amino acids with
basic chains like histidine are more easily oxidized than one with
neutral or acid chains like serine. Threonine has a chain more acidic
than the histidine one but more basic than the serine chain.
Furthermore, peak potential is dependent on the chain length
and the derivatized NH, number. In addition PN peak potential

J(mA/cm?)

0.0 0i4 0.8
E(V/SCE)

Fig. 5. DPV at 25 mV/s on glassy carbon (S=0.071 cm?) in 100 mM borate buffer at
pH=9, (h) CBI-(histidine), 2.5 mM NDA/25 uM histidine =100, (1) CBI-(lysine),
2.5 mM NDA/25 uM lysine =100, (t) CBI-(threonine), 2.5 mM NDA/25 uM threo-
nine =100, (s) CBI-(serine), 2.5 mM NDA/25 uM serine =100, (k) CBI-(PN), 2.5 mM
NDA/25 uM PN =100.

occurred approximately at the same peak potential found value that
lysine. This seems to demonstrate that PN derivatized is relatively
easily oxidized. By considering the PN sequence of 22 amino acids
(see in Scheme 2), we assume that PN is obviously doubly
derivatized, first by the threonine and second by the second NH,
group of lysine to form a CBI-TSESGELHGLTTEEEFVEGIYK-CBL
Three different protocols of derivatization were performed with
DPV. The first one at pH=10 with 2.5 mM NDA/25 puM PN molar
ratio of 100, the second one at pH=9 with 1 mM NDA/25 uM PN
molar ratio of 40, the last one at pH=10 with ratio 1 mM NDA/
25 uM PN molar ratio of 40. As displayed in Fig. 6, CBI derivative
oxidation peak was located at 0.55V/SCE for each protocol,
whatever the scan rates. These observations underline that any
chemical reaction (such as proton transfer) is involved during
charge transfer reaction on CBI derivative obtained from peptide.
Indeed, the oxidation process of CBI-PN is only due to a loss of
electron. Otherwise, peaks intensity would have been found as
dependent of the protocol used. The peak area for the first method
was found to be equal to (3.8 +0.3)x 107>, (3.3 +0.2) x 107> for
the second, and (3.2 + 0.2) x 107> for the third protocol. A compar-
ison for the both pH at molar ratio of 40 shows a quasi-identical
area. Moreover, peak area of the first protocol with NDA/PN molar
ratio of 100 was found as being more important than the one
obtained with NDA/PN molar ratio of 40. The observed difference
was due to the fact that peptide was probably doubly derivatized
leading to a self-quenching effect, which happened to be annoying
with a fluorescence detection but not with an electrochemical
detection. The peak can be decomposed into two different peaks,
the first one corresponding to the doubly derivatized at 0.55 V/SCE
and the second one to the simply derivatized at 0.69 V/SCE, this
latter being more difficult to oxidize and having a peak potential
more anodic than amino acids because of the chain length. An area
of 3.5x 107 and 2 x 10™> were found for the doubly and simply
derivatized, respectively. Another protocol with low concentration
of PN (10 uM) in borate buffer pH 10, and ratio of 40 (0.4 mM NDA/
10 uM PN) was studied by DPV. The peak of CBI-PN was also
present at 0.55 V/SCE and had an area of (1.9 +0.1) x 107>, The
peak potential is therefore independent of peptide concentration.
When added PN concentration increases, CBI-PN yielded increases
too, while the corresponding peak potential position still remains
independent of the concentration of CBI-PN. In addition, the peak
area increased with concentration of CBI-PN formed. Thereby, we
have demonstrated that CBI-PN was quantitative using electro-
chemical detection as low concentration as 10 uM of peptide.
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Fig. 6. DPV of CBI-PN: (a) borate buffer pH=10, 2.5 mM NDA/25 uM PN molar ratio
100, (b) borate buffer pH=9, 1 mM NDA/25 uM PN molar ratio 40, (c) borate buffer
pH=10,1 mM NDA/25 uM PN molar ratio 40, (d) 10 uM PN in borate buffer pH=10,
0.4 mM NDA/10 uM PN molar ratio 40. Scan rate, 25 mV/s; modulation time,
100 ms; modulation amplitude, 7.5 mV.

Finally, the third method at pH=10 with NDA/PN molar ratio of 40
was also studied by cyclic voltammetry leading to the same
previous conclusions: no variation on peak potential position
when CBI- PN increases and for scan rate variation.

For protocol at pH=10 and 1 mM NDA/25 pM PN molar ratio of
40, variation of peak intensity against time has been investigated.
As displayed in Fig. 7, the peak intensity increased as CBI yielded
was increasing. Peak intensity was followed after 3, 9 and 15 min
of derivatization time (Fig. 7A). At the same time, an increase CBI-
PN can be correlated to a decrease of the two NDA peaks
reduction. As mentioned previously, NDA was electroactive
through successive reduction of the two aldehydes groups (see
in Fig. 7B). In the other hand, it was an original way for online
monitoring of PN derivatization. A time of 3 min was sufficient to
obtain the formation of CBI-PN. Nevertheless, peak intensity was
higher for a derivatization time over 15 min in agreement with
those obtained with fluorescence detection. Stability of the label-
ling protocol was also performed by electrochemistry. We
observed that the CBI-PN peak was still present at least after
24 h. After 30 min, the CBI peak area represents 98% of the i value,
97% after 1 h and 80% after 24 h. This confirms that the solution
has to be kept away from light, then the labelling reaction is stable

a 1 1
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:;
k
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b 1
2.5x10™* 1
2.0x10™ 1
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Fig. 7. (A) DPV of CBI-PN reductive potential window for 1 mM NDA/25 uM PN:
(i) derivatization time of 3 min, (j) derivation time of 9 min, (k) derivatization time
of 15min. (B) DPV of CBI-PN oxidative potential window: (i) derivatization time of
3 min, (j) derivation time of 9 min, (k) derivatization time of 15 min.

and the solution can be analyzed by electrochemistry 24 h after
mixing.

4. Conclusions

This work describes NDA derivatives of AAs and peptide for
quantitative analysis. From this assessment we decided to perform
several experiments to optically and electrochemically character-
ize the label reaction of NDA with AAs involved in peptide PN. The
response of derivatives on glassy carbon electrode exhibits excel-
lent electrochemical properties and adequate stability over 24 h.
The labelling reaction was studied by characterizing the resulting
labelled molecules with optically and electrochemically character-
izations. The measurements are coherent. We notice that the limit
of CBI-PN detection is slightly lower for electrochemical measure-
ments (0.2 uM) compared to laser induced fluorescence detection
(5 uM). CBI-AAs can be detected at lower working potential, +0.5-
0.7 V| SCE, making this approach selective enough and enabling
difference between simply or doubly derivatized peptide. These
results have demonstrated the practical utility of detecting CBI
derivatives electrochemically in micro-total analysis (p-TAS).
Indeed, electrochemical detection is particularly attractive to per-
form portable p-TAS. Electrochemical detection could rather sim-
plify the future miniaturized instrument set-up since the popular
electrophoretic separations already require electrical parts. Even if
it benefits from a good limit of detection, the introduction of
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optical detection in microfluidic analytical instrument is experi-
mentally rather complicated or bulky.
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Fig. S1. Effect of molar ratio of NDA/PN on peak area oBICderivative. Error bar
correspond to the RSD (repetition number: 5). Daidation and electrophoretic conditions

are similar to these given in Fig. 1.
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Fig. S2: Evolution of the peak area (solid line) and thpasation efficiency (plate number)
(dashed line) while the ionic strength of the datization buffer changes. Error bar
correspond to the relative standard deviationsefreépn number: 5). Derivatization and

electrophoretic conditions are similar to these=giin Fig. 1.
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Fig. S3: Influence of the derivatization buffer pH on tipeak area (solid line) and

separation efficiency (dashed line) of the labdddt Error bar correspond to the relative
standard deviations (repetition number: 5). Deiradion conditions as in Fig. 1 except:
buffer ionic strength, 70 mM, electrophoretic cdratis as in Fig. 1 except: BGE, 40 mM
borate buffer pH=10.
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\aar SoRBONNE Elaboration et études des propriétés de films nsinlee
carbone amorphe azoté (a-CNx) sur verre conductets
I'élaboration de support en verre polarisable pawétection

électrochimique et/ou optique en puce microfluidiqu

Résumé

Une détection électrochimique et optique en pucerofilique nécessite I'utilisation de
supports transparents et conducteurs sur lesgaeslgrocessus d'oxydation/réduction du
solvant sont minimisés dans un large domaine denpiet et doivent posséder également une
bonne réactivité électrochimique vis a vis des esp& détecter. C’est pour ces raisons gue
les supports en verre transparent et conducteur\(exe/ITO) font partie des meilleurs
candidats. Cependant, la fenétre de potentiel sildesestant limitée, nous avons élaborés
des protocoles de dépbts de carbone amorphe a@htd @vec différentes stoechiomeétries
par pulvérisation cathodique sur les substrats derev conducteur, répondant ains
parfaitement aux deux impératifs précités. Ces $arde verres «polarisables» ont ét
caractérisées a l'air et en solution. La large ganmde conductivité obtenue destine ces
supports a différentes applications en microfluidiq pouvoir moduler le flux
électroosmotique en électrophorése ou comme mextvetle de détection. Les résultat
montrent aussi qu'il est possible d'activer éledtrmiquement, voire de régénérer [g
réactivité des supports, et ce faisant éviter uhsgmge. L'efficacité de I'activation des
électrodes sur verre a été démontrée pour la éaisation électrochimique d’'un marqueur
fluorescent, le naphthalene-2,3-dicarboxyaldéhydBA), ainsi que pour la détection de
différents acides aminés et peptide de la Transtimg dérivés par le NDA. Enfin, deg
résultats préliminaires d’'une configuration spégi@ a 2 microélectrodes en puc
microfluique montrent qu’il est possible de dérieéde détecter la Transthyrétine.
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Mots clés : Carbone azoté amorphe, réactivité réelsimique, détection, naphthaléne-2,3
dicarboxyaldéhyde, benzoisoindole, transthyrétimerofluidique.

Résumé en anglais

Electrochemical combined with optical detectionmitrochip requires the mutual us
of transparent and conductive materials onto whhiehprocess of oxidation/ reduction of th
solvent are minimized over a wide range of poténdad must also have a goo
electrochemical reactivity with respect to speteebe detected. That is for these reasons that
transparent and conductive glass slides (eg gld3¥/lare among the best candidates.
However, the potential window available on thesgesl remains limited. We have develope
protocols for deposition of amorphous carbon nitrfd-CNx) with different nitrogen content
sputtered on conductive glass slides and complitg Wwith the above two requirements®
These polarizable glass slides were characterizeadriand in solution. The wide range o
conductivity obtained with these materials destirtbém for different applications in
microfluidics : to modulate the electroosmotic flow electrophoresis or as microelectrod
detection microchips. The results also show that [fossible to electrochemically activate or
regenerate the reactivity of th glass/ITO/a-CNxcetedes and thereby avoid polishing. Th
efficiency of the activation of the glass/ITO/a-CNkectrodes was demonstrated for th
electrochemical characterization of a fluorescextel, 2,3-naphatléne dicarboxyaldehyd
(NDA), and the detection of different amino acichsl geptide derivatives of the transthyreti
by the NDA. Finally, preliminary results with a gjpfec two microelectrodes configuration
show that it is possible to derive and detect Tram@tin in microchip.

Keywords: amorphous carbon nitride, electrochemieattivity, detection, naphthalene-2|3-
dicarboxyaldehyde , benzoisoindole, transthyretiicrofluidics
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