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I. Préambule 
 

 
 Ma thèse se situe dans le cadre de l’ANR DIspositifs MIcrofluidiques à interface 

POLarisables pour des séparations Electrophorétiques de haute résolution (DIMIPOLE). Le 

consortium formé autour de ce projet est composé de trois laboratoires : le laboratoire de 

photonique et nanostructures (LPN, UPR 20, Marcoussis), le laboratoire interfaces et 

systèmes électrochimiques (LISE, UPR15, Paris) et le laboratoire protéines et 

nanotechnologies en sciences séparatives (LPNSS, UMR 8612, Institut Galien Paris-Sud, 

Chatenay Malabry). Ce projet vise la réalisation de puces microfluidiques pour 

l’électrophorèse dites de « seconde génération » dont la charge de surface du canal de 

séparation est modulable physiquement en temps réel. En effet, dans les puces traditionnelles, 

la haute résolution pour des biomolécules ayant des mobilités électrophorétiques très proches 

ne peut être obtenue qu’en ajustant le flux électroosmotique (FEO) par des modifications de 

chimie de surface, telles que l’ajustement de pH du tampon de séparation ou par des 

fonctionnalisations de surface des canaux. La stratégie que propose DIMIPOLE consiste à 

mettre à profit les propriétés du carbone amorphe azoté (a-CNx) en l’intégrant dans des 

microstructures pour contrôler physiquement la charge de surface. Cette étape induit une 

modulation du FEO grâce aux propriétés du matériau qui fonctionne comme une interface 

polarisable. Dans son application, les puces microfluidiques seront utilisées pour le diagnostic 

de maladies neurodégénératives telle que la polyneuropathie amyloïde familiale, sujet de 

recherche du LPNSS. En effet, le développement de ces puces permettra à moyen terme de 

pouvoir séparer d’identifier et de quantifier les formes natives et mutées de la protéine 

Transthyrétine (TTR), la détection pouvant être électrochimique ou optique. 

 

Dans le cadre de cette thèse, je me suis focalisée sur deux tâches. La première tâche 

est la caractérisation et l’optimisation des conditions de synthèse du matériau a-CNx sur des 

substrats en verre suivant deux sous tâches. D’une part, pour l’utilisation du a-CNx comme 

interface idéalement polarisable dans les puces de séparation (LPN et LPNSS), et d’autre part, 

comme électrode de détection dans les puces de détection (LISE). La deuxième tâche est 

également subdivisée en deux sous tâches. D’une part, une étude en macrosystème pour la 

caractérisation électrochimique du marqueur fluorescent utilisé au LPNSS, le naphthalène-

2,3-dicarboxaldéhyde (NDA), ainsi que l’optimisation des protocoles de marquage pour la 
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détection électrochimique du peptide synthétique de la transthyrétine TTR, et d’autre part, la 

réalisation d’une configuration à deux microélectrodes en puce microfluidique pour transférer 

et valider les protocoles de détection électrochimique de la TTR en microsystème. 

 

En résumé, les objectifs poursuivis au cours de ma thèse en relation avec les tâches 

mentionnées ci-dessus sont : 

-  la caractérisation des propriétés de films minces a-CNx (rugosité, épaisseur, 

composition, conductivité, réactivité), 

- l’optimisation des propriétés du a-CNx pour ses utilisations comme une interface 

polarisable ou une microélectrode de détection, 

- la caractérisation électrochimique du marqueur NDA, 

- l’optimisation des conditions de marquage de la TTR en macrosystème, 

- la détection en puce microfluidique à 2 microélectrodes.  

 

J’ai fait le choix de présenter mes travaux de thèse suivant cinq chapitres. 

Dans un premier chapitre, une introduction générale contenant une bibliographie 

multidisciplinaire sera exposée. Ce rappel se découpera en trois grandes sous parties. Une 

partie présentera le modèle biologique d’étude au LPNSS qui est la polyneuropathie amyloïde 

familiale, et notamment ses manifestations cliniques, son traitement et son diagnostic. Une 

deuxième partie s’attachera à la détection d’acides aminés, de peptides ou de protéines en 

puces microfluidiques à l’aide de plusieurs techniques de détection, quelles 

soient fluorométriques, électrochimiques, conductimètriques, et spectroscopiques. Une 

troisième partie abordera les aspects techniques de l’utilisation d’une interface polarisable 

pour moduler le flux électroosmotique en puce pour électrophorèse grâce au contrôle de la 

charge de surface du canal de séparation. Dans la dernière partie une large bibliographie est 

consacré aux films minces de carbone amorphe azoté, et ce abordant, les propriétés 

mécanique, optique, électrochimique, électrique, tribologique, ainsi que la biocompatibilité et 

les applications courantes du a-CNx. 

Le deuxième chapitre détaille les techniques de caractérisations électrochimiques, 

microscopiques et spectroscopiques utilisées dans ma thèse. Cette partie comprendra 

également la technique de dépôt des films minces de a-CNx ainsi que les différents protocoles 

et conditions de synthèses utilisées. Un descriptif de l’élaboration des électrodes en 

verre/ITO/a-CNx sera aussi détaillé. 

 



Préambule 

 7 

Le troisième chapitre expose les résultats des caractérisations morphologique, 

structurale et électrochimique des électrodes verre/ITO/a-CNx pour leur future utilisation 

comme microélectrodes dans les puces microfluidiques en verre ou PDMS verre, ou comme 

interface idéalement polarisable en puce pour électrophorèse. Une première partie présentera 

les résultats de la caractérisation morphologique. La caractérisation électrochimique sera 

effectuée tout d’abord en milieu KCl sans traceur redox pour déterminer les fenêtres de 

polarisabilité en fonction des protocoles de dépôt, ainsi que des différents paramètres 

caractéristiques des films minces en solution tels que : la capacité de double couche, la 

capacité non idéale modélisée par un élément de phase constant (CPE), la résistance de 

transfert de charge et la résistance à très haute fréquence. La caractérisation électrochimique 

en milieu KCl et en présence d’un traceur redox permettra de déterminer la réactivité 

hétérogène des électrodes verre/ITO/a-CNx vis-à-vis de ce traceur en fonction de la 

stoechiométrie en azote entrant dans la composition des électrodes verre/ITO/a-CNx ainsi que 

du rôle du pré-traitement mis au point pour activer/ réactiver les électrodes sans détérioration 

du dépôt. 

Le quatrième chapitre se concentre sur une approche en électrochimie moléculaire 

avec des aspects mécanistiques sur la réduction du marqueur NDA sur électrode de carbone 

(carbone vitreux, CNx). En effet, le dialdéhyde est présent sous trois formes en solution 

aqueuse. La concentration en chaque forme du NDA a été déterminée ainsi que la stabilité de 

celle-ci. Dans un second temps, les conditions de dérivation du peptide synthétique de la TTR 

(PN) avec le NDA qui forme un dérivé cyanobenzoisoindole (CBI) ont été optimisés suivant 

le pH du tampon, le temps de dérivation, et le ratio NDA/peptide. Les réponses 

électrochimiques des dérivés du peptide et d’acides aminés rentrant dans la séquence du 

peptide ont été comparées. La stabilité du marquage, la limite de détection, et le nombre 

d’électrons échangés lors de l’oxydation du CBI ont également été étudiés. Une fois 

l’optimisation des conditions réalisée sur carbone vitreux, la détection de la dérivation est 

menée sur électrode verre/ITO/a-CNx. Enfin, cette dérivation sera adaptée en montage 

classique à 2 électrodes à titre de comparaison avec un système classique à trois électrodes. 

 

Le cinquième et dernier chapitre présente les résultats préliminaires pour le marquage 

et la détection de la dérivation du peptide synthétique de la TTR dans en puce microfluidique. 

Je présenterai les procédures et méthodologies utilisées pour la fabrication de la puce 

microfluidique au LPN, l’optimisation des conditions d’analyse sans écoulement et en mode 
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hydrodynamique. Enfin, les derniers résultats mis en forme pour la détection en puce 

microfluidique du peptide avec les caractéristiques de la détection seront présentés. 

Ce travail de thèse a donné lieu à un article paru [1] et une déclaration d’invention 

(DI) en cours au CNRS. Ceci explique la raison pour laquelle les articles concernant 

spécifiquement la préparation des substrats verre/ITO/a-CNx ainsi que l’application en 

détection électrochimique n’aient pas été soumis. Une partie des travaux a aussi été présentée 

à l’occasion d’une conférence internationale [2] ainsi que deux conférences nationales [3,4]. 

[1]  M. Faure, S. Korchane, I. Le, A. Pallandre, C. Deslouis, A. Haghiri-gosnet, and J. 
Gamby, “Investigating of labelling and detection of transthyretin synthetic peptide 
derivatized with naphthalene-2 , 3-dicarboxaldehyde,” Talanta, vol. 116, pp. 8–13, 
2013. 

 [2]       Labelling and detection of thransthyretin TTR by electrochemistry ISE 63th Annual          
Meeting , 19-24 Août 2012, Pragues, République Tchèques 

 
[3] Marquage et détection de la Transthyrétine TTR par Electrochimie, Journée 

électrochimie 2011, 4-8 juillet 2011, Grenoble, France 

[4] Détection par électrochimie d’un peptide marqué dans une puce microfluidique à deux 
électrodes, JE2013  juillet 2013, Paris, France 
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I.1.  La polyneuropathie amyloïde familiale à transthyr étine. 

I.1.1. La transthyrétine 
 

La transthyrétine (TTR) est un biomarqueur dont les modifications post-

traductionnelles peuvent causer de graves maladies neurologiques comme la polyneuropathie 

amyloïde familiale [1][2]. La TTR a été initialement appelée préalbumine (thyroxine binding 

préalbumine). En effet, lors d’une électrophorèse, le temps de migration de la TTR est plus 

petit que celui de l’albumine. Le site majeur de la synthèse de la TTR est le foie (95%), les 

autres sites étant le plexus choroïdes et la rétine. Cette protéine est donc présente dans le 

fluide cérébral spinal et dans le plasma (à une concentration de 0,20 g.L-1 à 0,40 mg.dL-1). 

Elle permet le transport de l’hormone thyroïdienne thyroxine et de la protéine de liaison du 

rétinol. Le chromosome 18 possède le gène qui code pour la TTR, ce gène est de petite taille 

et possède 4 exons et 3 introns. Le premier exon code pour un peptide et les 3 premiers acides 

aminés de la protéine. Le deuxième exon code pour les résidus de 4 à 47, l’exon 3 pour les 

acides aminés allant de 48 à 92 et de 93 à 127 pour le dernier exon [3]. 

La TTR normale est un tétramère soluble composé de 4 sous unités identiques. Un 

monomère est constitué de 127 acides aminés et chaque monomère à une masse de 14kDa. 

Les monomères sont structurés en feuillets béta plissés. Deux feuillets β composent un 

monomère et interagissent pour former un dimère, grâce à des liaisons hydrogène. Le 

tétramère contient deux sites de liaison de la thyroxine au centre de la molécule (Figure I-1).  

 

 
Figure I-1 : Structure du complexe TTR –protéine de liaison du rétinol. En bleu, bleu clair, vert et jaune 
le tétramère TTR, en gris le rétinol et en rouge la protéine de liaison du rétinol [3]. 
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I.1.2. Epidémiologie 
 

La polyneuropathie amyloïde familiale (FAP) est une maladie à transmission 

autosomique dominante. Cependant environ 15% des personnes porteuses de la mutation sur 

le gène ne présenteront aucun symptôme.  La FAP est caractérisée par des dépôts de 

substance amyloïde. Ces dépôts peuvent être dus à 3 protéines : la transthyretine TTR, la 

gelsoline et la lipoproteineA-1 [1][4]. La plus fréquente étant la polyneuropathie amyloïde 

familiale à transthyrétine. Cette maladie a été identifiée en 1952 au Portugal par Corino 

Andrade [5]. Cette maladie tout d’abord appelée amylose portugaise a par la suite été 

identifiée au Japon et en Suède. Ces trois pays sont de nos jours les principaux foyers de 

polyneuropathie à transthyrétine [6]. En 1978, Costa et al. découvrent que la transthyrétine est 

un constituant des dépôts amyloïdes. Il faut attendre 1983 pour que la première mutation de la 

TTR soit reportée. En 1989, 12 mutations sont connues, 60 en 1995, une centaine de nos jours 

(mutations simples ou doubles ou délétions dans le gène de la TTR). Parmi ces 100 mutations, 

13 sont des mutations non pathologiques [7] (Figure I-2). 

        10         20     
G P T G T G E S K C P L M V K V L D A V R G S P A 
     S    R  P I     E  I   N S S 
                 G       T 
                 N        
    30         40        50 
I N V A V H V F R K A A D D T W E P F A S G K T S 
  M  M   I T N P  A   L G  S D  R  A R 
    A   L         D   S  A  I I 
    L   V            T  V    
    G   C              E    
                         
         60         70     
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    Q                     
    80         90        100 
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 S       N     K        S    
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         110         120     
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S R S C   V A S  M I  C  S   M S  I   S 
   H   M  V     H        -    
        T             A    
                         
 127                       
K E                        
                         

Figure I-2 : Gène TTR et ses mutations possibles en rouge les mutations pathologiques et en bleu les non 
pathologiques. 
 

Certaines de ces mutations sont non pathogènes comme la mutation Gly6Ser présente 

dans une population caucasienne à 12% [8]. Les mutations pathologiques provoquent la 

déstabilisation du tétramère entrainant la formation de fibres amyloïdes puis des dépôts 
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amyloïdes. Ces dépôts gênent le fonctionnement des organes touchés. Quelques études ont été 

réalisées sur le mécanisme d’amyloidogenèse de la TTR. Dans ces études, la première étape 

est la déstabilisation de la forme native de la TTR en raison des mutations amyloidogéniques. 

Ces mutations provoquent la formation de monomères. Ces monomères peuvent s’agréger et 

former des espèces oligomériques. Ces espèces peuvent par la suite former des fibrilles 

amyloïdes puis des dépôts amyloidiques. La formation de monomères est liée à la stabilité 

thermodynamique des formes de la TTR. La région entre des résidus 45 et 58 est le site de la 

plupart des mutations amyloidogéniques [7]. 

La maladie touche des personnes de 18 à 83 ans avec un âge moyen de 35,3 ans. En 

2012, en France, il a été recensé 386 patients atteints de la FAP. En France, celle-ci est causée 

par 29 mutations différentes, avec 66% des patients atteints de la FAP due à la mutation 

Val30Met [9]. 

La mutation Thr49Ala située sur l’exon 3 est présente en France et en Italie. Cette 

mutation entraîne une perte de masse molaire de 30 g.mol-1. Cette mutation entraîne comme 

symptômes prédominants une neuropathie périphérique, une cardiomyopathie ainsi qu’un 

syndrome du canal carpien [10][11]. 

 

I.1.3. Manifestations cliniques 
 

Cette maladie se manifeste par des atteintes au niveau des nerfs, du cœur, du rein (10 à 

20%) ou de l’œil. L’atteinte neurologique commence par se manifester au niveau des mains et 

des pieds, puis se développe dans tous les membres. Deux types de FAP existent : la FAP de 

type I (ou la neuropathie est seule), et la FAP de type II (il y a aussi un syndrome du canal 

carpien). D’autre part, il peut y avoir une atteinte du système nerveux autonome. Cette atteinte 

se manifeste par des problèmes gastro-intestinaux (diarrhées, constipation) et génitaux-

urinaire. Les personnes touchées par cette maladie peuvent aussi présenter des problèmes 

oculaires, tels qu’une opacité vitreuse, des glaucomes ainsi que des anomalies pupillaires. 

L’atteinte cardiaque, quant à elle, se manifeste par une insuffisance cardiaque et des troubles 

de la conduction cardiaque. Sur les différentes mutations du gène, quatre entraînent une 

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

I.1.4. Traitement de la maladie 
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La prise en charge de la maladie s’effectue en traitant les symptômes et en limitant le 

développement de la maladie ainsi que par le traitement des symptômes.  

Le traitement pour stopper la maladie est la transplantation hépatique, la variante 

amyloidogénique de la TTR n’est alors plus fabriquée. La première transplantation dans le 

cadre d’une FAP a été pratiquée en 1990 en Suède. De nos jours plus de 1400 transplantations 

ont été effectuées. Pour 90% des patients transplantés, la FAP était liée à la variante 

VAm30Met. Après transplantation, une diminution des dépôts amyloïdes est observée. Dans 

le cas de patients greffés à un stade précoce de la maladie pour une mutation Val30Met, la 

progression de celle-ci est stoppée dans 70% des cas. Pour cette mutation, l’espérance de vie 

est multipliée par deux après transplantation. Cependant, la guérison n’est pas assurée. Cette 

évolution dépend de plusieurs facteurs, tels que l’âge du patient, la durée de la maladie, 

l’indice de masse corporelle modifié (produit de la masse corporelle sur la concentration en 

albumine), le stade de la maladie et le type de mutations. D’autre part, une greffe foie-cœur 

est parfois pratiquée sur un patient présentant une atteinte cardiaque. En effet, si seule la 

greffe du foie est accomplie le pronostic de réussite est mauvais, l’atteinte cardiaque évoluant 

après la greffe. De nos jours, 1% des patients ont eu cette double greffe. Pour des patients 

atteints de problèmes rénaux, une greffe rein-foie est faite (3% des patients). Pour les patients 

ne pouvant pas subir une greffe, des médicaments sont en cours de développement. Le but de 

ces médicaments comme le Tafamidis est d’empêcher la déstabilisation de la TTR en 

monomères et en intermédiaires toxiques [1][12][13][14] (Figure I-3). D’autres axes de 

recherche biochimique sont également en cours de développement comme ceux de Pepys et 

al. qui ont développé des analogues aux substances P qui ralentissent le développement des 

substances amyloïdes [15].  
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Figure I-3 : Diagramme du traitement de la FAP. Adapté de Adams et al.  [13] 
 

I.1.5. Pronostic et diagnostic de la maladie. 
 

Le pronostic vital d’un patient atteint de FAP varie selon l’age d’apparition des 

premiers symptômes et le type de mutation. Celui-ci est meilleur si les symptômes arrivent  

tardivement. En l’absence de traitement, un décès intervient une dizaine d’années après le 

début des symptômes [1]. Les études de Gertz et al. ont montré que pour des patients 

présentant des symptômes neurologiques et cardiaques, la moyenne de survie était de 5,8 ans. 

Pour 40% des patients, le décès était du à l’insuffisance cardiaque [16].  

Dans le cadre d’une suspicion de personne atteinte de FAP, une biopsie est effectuée. 

Celle-ci est réalisée sur des sous-muqueuses rectales, des graisses sous-cutanées et des 

glandes salivaires et ne peut pas être exécutée sur un tissu pathologique. En effet les biopsies 

de tissus amyloïdes présentent un caractère hémorragique. Cette biopsie permet de mettre en 

évidence des dépôts de TTR. Les dépôts amyloïdes étant parfois minimes, plusieurs biopsies 

peuvent être réalisées. Les dépôts sont mis en évidence par histologie, grâce à l’utilisation de 

colorant tel que la coloration Rouge Congo (ou par la thioflavine T ou le bleu Alcian). Lors de 

l’utilisation de la coloration au Rouge Congo, la substance amyloïde présente une 

biréfringence verte pomme sous lumière polarisée. Les biopsies nerveuses  sont sensibles de 

68 à 80%. Celles des glandes salivaires sont sensibles à 91% dans le cas d’une mutation 

TTRMet30. Ce diagnostic est confirmé par immunohistochimie. Ceci permet d’identifier le 

précurseur des dépôts. Cette méthode utilise des anticorps dirigés contre les protéines formant 

des dépôts. Elle peut être réalisée sur tous les tissus mais est cependant plus facilement 
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interprétable dans le cas de l’analyse d’un prélèvement de graisse sous-cutanée. Cependant 

cette méthode ne permet pas de déterminer s’il s’agit d’une amylose à TTR mutée ou d’une 

amylose sénile. Cette détermination est réalisée grâce à une biologie moléculaire. Celle-ci 

permet le diagnostic précis de la mutation responsable. Dans ce cas deux situations sont 

possibles. Soit l’historique familial permet de connaître le type de mutation, soit la mutation 

n’est pas connue. Dans le premier cas, des tests ADN sont réalisés sur du sang, des tissus ou 

sur un frottis salivaire. Ceux-ci sont réalisés par polymorphisme de longueur des fragments de 

restriction (RFLP) ou par séquençage nucléotidique. Pour tester une famille dont la mutation 

est connue, la méthode RFLP est la plus couramment utilisée. Dans le cas où la mutation est 

non connue, un polymorphisme non-spécifique de l’ADN est réalisé. La type de mutation sera 

confirmé par RFLP [1][13]. Des techniques de diagnostic utilisant la spectrométrie de masse 

sont aujourd’hui développées. Ces techniques permettent l’identification des différentes 

formes de la TTR dans le sérum. En effet, la modification d’un acide aminé de la chaîne 

peptidique change la masse moléculaire de la TTR [17][18]. Cependant cette technique ne 

permet pas de quantification. De plus cette technique est relativement coûteuse.  

 Une puce microfluidique permettant la séparation et la détection des espèces mutées et 

natives pourrait fournir des indications sur le diagnostic. Ces espèces ne se différencient que 

par un seul acide aminé. Ces puces microfluidiques auront l’avantage d’utiliser un très faible 

volume d’échantillon. De plus, les puces microfluidiques avec un système de détection 

adaptée pourront être quantitatives et avoir des temps d’analyses relativement courts avec une 

bonne précision de mesure [19],[20]. 

I.2. Détection d’acides aminés, de peptides ou de protéines en 
microsystèmes. 
 

Les puces microfluidiques peuvent regrouper toutes les étapes d’analyses des acides 

aminés : préconcentration, calibration, dérivation, séparation et la détection. De nombreuses 

techniques peuvent être utilisées en puce microfluidique pour la détection de molécules 

biologiques comme les techniques optiques, électrochimiques. Cette détection peut également 

se faire par spectrométrie de masse, par conductimétrie et par électrochiminiluminescence. 

Selon les techniques de détection une étape de dérivation des molécules biologiques peut être 

nécessaire pour leur détection. 
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I.2.3. Détection optique 

I.2.3.1 Détection par fluorescence 
 

La détection par fluorescence est couramment utilisée pour la détection en 

microsystème. Cependant, cette détection n’est pas universelle pour toutes les protéines. En 

effet, la plupart des protéines ne sont pas fluorescentes naturellement exceptées celles 

possédant des cycles aromatiques.  

La plupart des détections sont réalisées par fluorescence induite par laser (LIF). Dans 

cette technique, un laser généralement d’argon est utilisé comme source d’excitation. Le 

rayon du laser est alors collecté par une lentille de microscope à travers un tube 

photomultiplicateur. Dans le cas d’une détection par LIF, les longueurs d’onde d’excitation et 

d’émission (fluorescence) sont différentes. La détection par fluorescence induite par laser 

nécessite donc un marquage des protéines. Wang et al. ont utilisé la fluorescéine 

isothiocyanate (FITC) comme marqueur pour la détection de β-casomorphines avec une limite 

de détection de l’ordre de 50 nmol.L-1 [21]. D’autres agents dérivants peuvent également être 

utilisés comme l’orthophthalaldehyde (OPA). Celui-ci a été utilisé pour une dérivation en 

colonne d’acides aminés dans une puce en PDMS. La limite de détection est d’environ 60nM 

[22]. Cet agent dérivant a également été utilisé par Sandin et al. pour l’analyse de 

neurotransmetteur d’un cerveau de rat avec une limite de détection de 200 nM. Pour réaliser 

des mesures in vivo, la puce utilisée a été couplée à une microdialyse [23]. Huynh et al. ont 

également couplé une puce microfluidique en PDMS avec un système de microdialyse. Ce 

système a été utilisé pour la détection d’acides aminés et d’un peptide après dérivation en 

colonne par le naphthalène-2,3-dicarboxyaldéhyde (NDA) [24]. 

La détection peut aussi être réalisée par fluorescence induite par une diode 

électroluminescente (LED) [25]. Dans le cas de l’analyse d’acides aminés, une LED violette 

est utilisé. Les acides aminés doivent également être dérivés avant détection. Cette technique 

a été utilisée pour la détection d’acides aminés, après dérivation avec le  naphatalène-2,3-

dicarboxyaldéhyde (NDA), dans le sérum humain et dans celui du rat ainsi que dans le fluide 

cérébro-spinal. La  limite de détection obtenue est de l’ordre de de 10-8 M. 

I.2.3.2 Détection par absorbance UV 
 

Les protéines peuvent être détectées par absorbance UV. L’absorbance UV directe est 

couramment utilisée du fait de la forte absorption des protéines chromophores autour de 280 
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nm. Cette forte absorbance est due au cycle aromatique des acides aminés tyrosine, 

tryptophane et phénylalanine. 

Dans le cas de l’utilisation de microsystèmes fabriqués à base de polymères, ceux-ci 

doivent être transparents pour les longueurs d’onde allant de 214 à 280 nm.  

Zhu et al ont étudié l’intégration de photodiodes UV dans un système microfluidique en 

PDMS pour la détection de la protéine albumine sérique bovine (BSA). Le signal généré par 

le photodétecteur est amplifié et converti en tension grâce à un amplificateur transimpédance. 

Des limites de détection de 15 nM et 9,8 amol ont été obtenues avec ce microsystème. 

L’utilisation de la loi de Beer-Lambert A= εlC montre une variation linaire de l’intensité avec 

la concentration en BSA [26]. 

I.2.4. Détection par chimiluminescence (CL) et 
électrochimiluminescence (ECL) 

 
Les acides aminés, peptides et protéines peuvent également être détectés par 

chimiluminescence et électrochimiluminescence. 

La molécule produite lors de la réaction de chimiluminescence se trouve dans un état 

excité. Son retour à son état fondamental provoque la production de lumière.  

Zhao et al. ont détecté dans un microsystème en PDMS/verre trois acides aminés : le 

tryptophane, la glycine et l’alanine sans dérivation pré-colonne en présence de luminol. Ils ont 

montré que l’intensité de chimiluminescence augmente avec le pH. Le système a une limite 

de détection de l’ordre du micromolaire [27]. 

Ye et al. ont détecté cinq acides aminés : l’alanine, la glycine, le tryptophane, l’acide 

glutamique et l’arginine [28]. La détection est basée sur l’effet des acides aminés sur la 

réaction de chimiluminescence du luminol avec H2O2 et Cu2+. La molécule H2O2 est l’oxydant 

et le cation Cu2+ un catalyseur. L’augmentation du pouvoir catalytique de Cu2+ après 

interaction avec des acides aminés est due à la formation de complexe Cu2+-acide aminé. 

Dans le cas de l’électrochimiluminescence, la luminescence est produite durant une 

réaction chimique en solution. Cette détection présente l’avantage par rapport à la 

chimiluminescence de générer la luminescence dans une zone localisée sur la surface de 

l’électrode et de pouvoir contrôler cette réaction en modifiant le potentiel appliqué. 

L’électrochimiluminescence présente également l’avantage par rapport à la fluorescence de ne 

pas nécessiter l’utilisation d’une source lumineuse, et donc d’avoir une instrumentation plus 

simple. De plus, cette technique permet d’avoir un bruit de fond très faible, voir nul. 
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Qiu et al. ont réalisé la détection de la proline en se basant sur 

l’électrochimiluminescence du tris(2,2’-bipyridil)-ruthénium (II) (Ru(bpy)3
2+) dans une puce 

microfluidique en PDMS avec une limite de détection de 1,2 µM [29]. Dans cette étude 

l’électrode est en étain dopé à l’indium (ITO : Indium Tin Oxide). Ils ont montré que les 

valeurs importantes de champs électriques n’avaient pas d’influence sur le détecteur ECL. 

L’électrochimiluminescence est causée par la réaction de l’acide aminé avec le Ru(bpy)3
3+ 

après que le Ru(bpy)3
2+ ait été oxydé . Le mécanisme d’ECL peut être exprimé selon la 

réaction : 

Ru(bpy)3
3+  + e-  →  Ru(bpy)3

2+   Equation I-1 

Ru(bpy)3
3+  + RR’NCH2R’’  → Ru(bpy)3

2+  + RR’N+.
CH2R’’ Equation I-2 

RR’N+.
CH2R’’ → RR’NC

.
HR’’ + H+ Equation I-3 

RR’NC
.
HR’’  + Ru(bpy)3

3+  → Ru(bpy)3
2+ * + produit oxydé Equation I-4 

Ru(bpy)3
2+ * → Ru(bpy)3

2+    + hν Equation I-5 

 

I.2.5. Détection par conductimétrie 
 

La détection par conductimétrie permet de s’affranchir de l’étape de marquage 

cependant les limites de détection sont généralement moins bonnes que celles obtenues par 

détection électrochimique ou par fluorescence. De plus, l’utilisation en mode non-contact des 

microélectrodes permet d’avoir une stabilité du détecteur, contrairement au détecteur en mode 

contact avec où le vieillissement ou détérioration reste un inconvénient majeur. 

Gallaway et al. ont développé une puce microfluidique en polymethylmethacrylate 

(PMMA) pour la détection de molécule mono ou polyanionique. La détection est réalisée par 

conductivité en mode contact à l’aide d’électrode en platine. Une limite de détection de 8 nM 

est obtenue pour l’alanine [30]. Shadpour et al. ont réalisé la détection de peptides, d’acides 

aminés et de protéines dans une puce microfluidique en polycarbonate à 16 canaux. La 

détection est également réalisée en mode contact à l’aide d’électrode d’or. Dans leurs 

conditions d’analyses, la limite de détection pour l’alanine est de 7,1 µM [31]. 

 
La plupart des détections par conductimétrie dans les microsystèmes sont réalisées en 

mode non contact. Ce type de détection est fait sans marquage préalable. La détection de 12 

acides aminés et de peptides a été réalisée dans un microsystème en (PMMA) dans une 
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géométrie « double T » [32]. Cette même équipe a détecté l’immoglobuline humaine M (IgM) 

avec une limite de détection de 34 ng/mol, comparable à celle obtenue par une détection 

ampérométrique [33]. Liang-Bo et al. ont effectué la détection de l’albumine sérique humaine 

(HSA) et de la transferrine humaine dans des échantillons d’urine dans une puce 

microfluidique en verre-PDMS [34]. La détection de 12 acides aminés dans une puce en verre 

a été optimisée par Tanyanyiwa et al [35]. Cette détection a été opérée dans un milieu acide 

(pH = 2,5) et puis basique. Dans le premier cas, la limite de détection des acides aminés est de 

10-5 M sauf pour trois acides aminés (la lysine, l’arginine et l’histidine) où elle est de 10-7 M. 

Lorsque l’étude est réalisée en milieu basique (pH = 10,5), la ligne de base est plus stable et la 

sensibilité est meilleure. En effet la limite de détection tombe à 10-6 M. La détection de la 

protéine β-lactoglobuline a été réalisée par Gamby et al. dans une puce microfluidique en 

polyéthylène terephtalate (PET). Pour cela, la surface du PET est fonctionnalisée avec des 

nanoparticules d’or (NPs-Au) et de la Poly(L-lysine) (PLL). La protéine est adsorbée sur une 

interface fonctionalisée PET/NPs-Au/PLL. La détection de la β-latoglobuline est réalisée par 

admittance en mode non contact avec une limite de détection de 4,5.10-16 M [36]. Faure et al. 

ont aussi utilisé une géométrie de microélectrodes en non-contact dans une puce en PET pour 

suivre la cinétique enzymatique d’hydrolyse de monoesterphosphate catalysée par l’alcaline 

phosphatase (ALP). Il a été montré que la stratégie utilisant le non contact tout aussi sensible 

et sélective qu’une géométrie de microélectrodes en contact. En effet, une limite de détection 

de 10x10-15 M en ALP a été trouvée [37].  

I.2.6. Détection par spectrométrie de masse. 
 

Beaucoup d’analyses de protéines en microsystème utilisent une détection couplée à un 

spectromètre de masse. 

Kim et al. ont microfabriqué  un système ionisation electrospray (ESI ) à 16 canaux 

dans une puce microfluidique en PDMS. Cette puce couplée à un spectromètre de masse a 

permis la détection de peptide (angiotensin I et III) avec une limite de détection de 1 µM [38]. 

Gobry et al. ont également réalisé le couplage d’une puce microfluidique en polymère avec un 

spectromètre de masse à ionisation électrospray. Le nanospray est directement produit à la 

sortie de la puce microfluidique positionnée à l’entrée du capillaire du spectromètre de masse. 

Dans ces conditions, aucun signal du polymère n’est observé et une limite de détection pour 

l’angiotensin II de 40 fmol/µL est obtenue [39]. Lion et al. ont créé une procédure de désalage 

des échantillons pour le couplage d’une puce microfluidique avec le spectromètre de masse. 
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Les protéines sont adsorbées sur une membrane en poly(vinylidene difluoride) (PVDF). 

Lorsque le spray est appliqué, les protéines sont éluées et préconcentrées. Ce système a été 

appliqué sur des drogues, des peptides et des protéines dilués dans un tampon phosphate [40], 

[41].  

Plusieurs études ont permits la détection de peptides par spectroscopie de masse avec 

une ionisation électrospray après digestion de protéines dans la puce microfluidique et leur 

séparation par électrophorèse capillaire [42],[43]. L’identification de la protéine peut se faire 

en une minute [42]. D’autres études réalisent l’analyse de protéines avec un système MS/MS 

avec une ionisation électrospray [44],[45],[46]. Figeys et al. montrent que la limite de 

détection est alors de 5 fmol.µL-1 [45]. Fritzche et al. ont couplé une puce microfluidique avec 

un spectromètre de masse à temps de vol avec une ionisation électrospray. Ce système permet 

la séparation électrophorétique et l’établissement du spectre de masse en 1 seconde [47]. Li et 

al. ont couplé une puce microfluique en verre avec un spectromètre de masse à temps de vol 

quadripole avec une ionisation electrospray pour la séparation et la détection de différents 

peptides [48]. Des métabolites de drogues et des biomarqueurs ont été caractérisés en utilisant 

une puce microfluidique avec une nanochromatographie liquide intégrée et couplée à un 

spectromètre de masse [49]. Girault et al. ont développé le marquage électrochimique des 

cystéines des protéines à l’aide d’une puce microfluidique couplée avec un spectromètre de 

masse à ionisation electrospray. L’application d’une tension entraîne l’oxydation de 

l’hydroquinone en benzoquinone qui elle même réagit avec les groupements cystéines pour 

former une hydroquinone-cysteine [50–52]. 

I.2.7. Détection électrochimique 
 

La détection électrochimique la plus couramment utilisée en microsystème est la 

détection ampérométrique. Pour une détection par ampérométrie, le courant de transfert 

d’électrons suite à la réaction faradique est utilisé pour détecter l’espèce produite. Pour cela, 

un potentiel d’oxydation ou de réduction de l’espèce électroactive d’intérêt est appliqué. Le 

potentiel appliqué doit être optimisé pour améliorer la sélectivité de la détection. Le signal 

obtenu est proportionnel à la concentration. Cependant cette technique de détection, en 

utilisation directe, n’est applicable que pour des espèces électroactives, ou qui nécessitent un 

marquage préalable pour les rendre électroactives. 

I.2.7.1 Détection sans marquage préalable 
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Xu et al. ont étudié la détection d’acides aminés non électroactifs par ampérométrie 

indirecte. Ils ont montré que la différence de potentiel induit par le champ électrique de 

séparation de l’électrophorèse capillaire provoque le changement de potentiel de réduction de 

l’oxygène dissout et permet de détecter des espèces non électroactives. La différenciation des 

espèces électroactives et non électroactives peut se faire en modifiant le potentiel de détection 

[53]. La détection peut être réalisée pour des concentrations en acides aminés de 500 µM à 5,0 

mM avec une limite de détection de 10 µM. Cependant cette technique n’a pas été appliquée à 

la détection de peptide ou de protéine. 

La détection par ampérométrie dans un microsystème à deux électrodes en cuivre de 3 

acides aminés a été faite par Scharwz et al.[54]. Dans un environnement neutre ou basique, 

les acides aminés forment des complexes chélatés stables. La production des ions Cu(II) à la 

surface des électrodes de cuivre entraîne l’apparition d’un courant. Ils ont également montré 

que les résultats obtenus sont similaires à ceux dans un système capillaire conventionnelle 

avec une détection ampérométrique [55][56]. 

Wang et al. ont étudié la détection d’acides aminés dans une puce microfluidique avec 

une électrode composite de nanotubes de carbone/cuivre par ampérométrie. L’utilisation de 

ces composites permet d’améliorer le signal comparé au signal obtenu avec des électrodes de 

cuivre ou de nanotubes de carbone seul. De plus, ces électrodes sont moins sensibles à la 

passivation. La détection de carbohydrate et d’acides aminés est effectuée à +0,50V vs 

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

I.2.7.2 Détection avec marquage préalable 
 
Wang et al. ont réalisé le marquage d’acides aminés et d’un peptide pour former un produit 

électroactif qui peut par la suite être détectable par ampérométrie [58]. La même équipe a 

fabriqué une puce en verre permettant de réaliser la dérivation électrochimique, la séparation 

électrophorétique ainsi que la détection ampérométrique de huit acides aminés avec une limite 

de détection de l’ordre de 10-6 M avec une bonne reproductibilité (écart type de 2,2 à 2,7%) 

[59]. Cependant ces deux expériences ont permis de détecter des acides aminés ou des petits 

peptides. 

  

I.3. Contrôle de la charge de surface dans un microcannal. 
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Pour optimiser la séparation en canal microfluidique, un contrôle précis de la charge de 

surface du microcanal est nécessaire. De nos jours, le contrôle de la charge de surface se fait 

généralement par voie chimique. La surface du canal est alors traitée grâce à des revêtements 

physisorbés ou chimisorbés. Pour cela des chaînes polymériques ou brosses polymériques 

sont introduits dans le canal pour interagir avec celui-ci. Cependant ces fonctionalisations 

entraînent ou favorisent une adsorption non spécifique des analytes sur la surface. Un simple 

revêtement de surface ne permet pas de contrôler la charge de surface et de limiter 

l’adsorption des analytes [60–62]. Pour palier ce problème, Plecis et al. ont montré que ce 

contrôle de charge de surface pouvait se faire également de façon active en utilisant une 

interface polarisable [63]. 

 

I.3.3.1 Interfaces polarisables 
 

Une interface polarisable est une interface pour laquelle l’application d’une tension 

différente de la tension d’équilibre n’entraîne pas de changement de composition chimique 

des phases en contact, c'est-à-dire sans passage de courant faradique (Figure I-4). L’interface 

est polarisable et donc aucun courant ne sera observé jusqu’au potentiel où une réduction ou 

une oxydation auront lieu. Cette zone est appelée fenêtre de polarisabilité. 

 
Figure I-4 : Fenêtre de polarisabilité d’une électrode. 

 

I.3.3.2 Contrôle du flux électroosmotique (FEO) 
 

Les interfaces polarisables intégrées dans le microsystème sur la surface interne des 

microcanaux permettent d’ajuster le flux électrosmotique (FEO) indépendamment des 

conditions d’analyse et du traitement de surface du dispositif. Ces interfaces polarisables 

I (A) 

E (V) 

Fenêtre de potentiel 
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électriquement vont permettre un contrôle fin de la charge de surface et favoriser la séparation 

hautement résolue de biomolécules ayant des mobilités électrophorétiques trop proches. 

I.3.3.2.1 Premières expériences du contrôle du FEO grâce à une interface 
polarisable.  

 
L’efficacité du contrôle du FEO grâce à une interface polarisable a été démontrée par  

Plecis et al. les études réalisées dans la configuration d’un pont Wheastone µfluidique (PWF) 

[63]. C’est à cette époque qu’une collaboration avec le LISE a commencée. En effet, le 

carbone amorphe azoté (a-CNx) de part ses propriétés, sur lesquelles je reviendrai, c’est 

révélé être un candidat idéal. Dans cette étude, deux matériaux comme interface polarisable 

ont été testés : le carbure de silicium (SIC) et l’aluminium. Les interfaces polarisables sont 

directement en contact avec la solution (Figure I-5). 

 
Figure I-5 : Microcanal dans le cas d’une interface polarisable [63]. 
 

Dans cette configuration, le contrôle du potentiel zêta est réalisé en appliquant 

directement une différence de potentiel entre la couche conductrice et l’électrolyte en contact. 

La couche conductrice étant une interface polarisable, le potentiel faradique est négligeable 

tant que la surtension reste dans la fenêtre de potentiel |γ|< γ0 . La surtension est contrôlée en 

appliquant une différence de potentiel, ∆Vgate, d’avec l’électrode externe, ce qui instaure un 

potentiel homogène le long de cette interface. Lorsque le gradient de potentiel est appliqué le 

long du canal, une surtension constante peut être instaurée et donc un potentiel de surface 

homogène le long de cette interface. 
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La variation locale du potentiel zêta est donc directement proportionnelle à la 

surtension  γ et la capacité de la couche de Stern Cs est supérieure à la capacité de la couche 

de diffusion électrique CEDL.
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 Les expériences menées en utilisant une interface en SiC ont montré une dépendance 

linéaire de la mobilité en fonction de la surtension appliquée pour de faibles valeurs de 

surtension. Dans le cas où la valeur de la surtension est proche d’une borne de la fenêtre de 

potentiel, le contrôle du FEO est limité et l’interface se détériore. Dans les cas d’une force 

ionique importante, les interfaces en Al et a-CNx  montrent une plus forte détérioration que 

les interfaces SiC. Il a été montré que le contrôle du flux électroosmotique augmente avec la 

conductivité de l’électrolyte, la conductivité des interfaces et leur polarisabilité. Cette étude a 

permis de vérifier que le a-CNx est le matériau le plus prometteur pour le contrôle du flux 

électroosmotique. En effet, pour des concentrations en KCl de 100 µM, le contrôle du FEO 

est meilleur lors de l’utilisation des interfaces en a-CNx par rapport aux deux autres 

matériaux. Le contrôle du FEO augmentant avec la polarisabilité des matériaux, il est normal 

que le matériau le plus polarisable (le a-CNx) donne les meilleurs résultats. 

La longueur de contrôle Lγ peut être exprimée comme un ratio des résistances « virtuelles » 

comprenant la résistance de transfert de charge faradique, Rt, la résistance électrique de 

l’interface polarisable, RI, et la résistance électrique du microcanal, RC.  
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I 0 est le courant relatif à la densité de  courant d’échange, σc et σI sont respectivement 

les conductivités électriques du microcannal et de l’interface polarisable. La section de 

l’électrolyte dans le microcannal et celle de l’interface polarisable sont respectivement Sc et 

SI. Cette longueur de contrôle augmente avec la résistance de transfert faradique et avec la 

conductivité de l’électrolyte.  

Cependant, les détériorations observées étaient plutôt dues aux conditions non 

optimisées du a-CNx sur verre ainsi qu’une électronique non adaptée pour mesurer de façon 

précise le potentiel aux interfaces. 

 

I.3.3.2.2 Amélioration apporter au montage PWF 
 

L’ANR DIspositifs MIcrofluidiques à interfaces POLarisables pour des séparations 

Electrophorétiques de haute résolution (DIMIPOLE) a pour but d’améliorer la modulation en 

temps réel de la charge de surface du canal. Cette ANR à trois partenaires : le laboratoire 

photonique et nanostructures (LPN), le laboratoire des protéines et nanotechnologie en 

sciences séparatives (LPNSS) et le laboratoire interfaces et systèmes électrochimiques (LISE) 

Pour déterminer la valeur de la mobilité électrophorétique de la surface, la différence 

de potentiel entre les électrodes latérales et celle à l’entrée du canal doit être connue. Pour 

ceci des électrodes de référence en platine associées à des potentiostats suiveurs de tension 

réalisés au LISE par Daniel Rose sont introduites à l’entrée du microcanal. Ceci permet de 

connaître précisément le potentiel du liquide à chaque extrémité du microcanal central.  

Un nouveau banc expérimental pour le PWF a été mis au point LPN comprenant : des 

nouvelles géométries de puces, des conditions optimisées pour le a-CNx, et des appareillages 

pour une électronique adaptée developpés au LISE. Pour des raisons de confidentialités 

(demande de brevet en cours), je ne m’étendrai pas sur les nouveaux résultats obtenus au 

LPN. 

 Le carbone amorphe azoté a-CNx étant le matériau que j’ai optimisé dans ma thèse 

pour deux applications différentes et complémentaires en puce microfluidique: le contrôle du 

FEO, et la détection électochimique, un résumé non exhaustif 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) 

I.4.3. Le carbone dopé à l’azote. 
 

Le carbone possède 4 électrons de valence tandis que l’azote en possède 5. L’azote est 

donc en position de donneur et constitue un dopant de type n. 

I.4.3.1 Liaison de l’azote dans le carbone azoté. 
 

Dans les dépôts de carbone azoté, plusieurs configurations de liaisons carbone-azote 

sont possibles, il peut se former trois types de liaisons sp3, cinq types de liaisons sp2 et une 

liaison sp1 [64]. 

Dans la configuration trivalente N3, l’azote forme trois liaisons σ et possède un 

doublet libre (Figure I-6a). Si l’azote engage 4 électrons dans des liaisons σ et possède un 

électron libre, la configuration est de type N4
+ (Figure I-6b). La présence d’un azote va 

favoriser les liaisons intercouches. La substitution d’un carbone sp2 entraîne la rupture de la 

liaison π et permet de former une liaison σ avec la couche adjacente (Figure I-6 c). 

L’azote peut également se substituer au carbone dans un benzène pour donner une 

configuration où l’azote est engagé dans une liaison π, deux liaisons σ et possède un électron 

libre (Figure I-6 d). La Figure I-6e, montre qu’il peut également former une configuration 

type pyridine, ou former un cycle à cinq atomes type pyrrole (Figure I-6 f). Dans cette 

dernière configuration, l’azote utilise trois électrons dans des liaisons σ et possède deux 

électrons libres. L’azote peut également utiliser un électron dans une liaison σ, un électron 

dans une liaison π et garder un doublet libre (Figure I-6 g). Dans la dernière configuration 

type sp2 (Figure I-6 h), l’azote peut engager deux électrons dans des liaisons σ, un électron 

dans une liaison π et garder un électron libre.   

L’azote peut également former des liaisons type sp1en engageant trois électrons dans 

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

I.4.3.2 Différents types de dépôts azotés  
 

Quatre types de film de carbone azoté peuvent être rencontrés, deux sans hydrogène et 

deux avec de l’hydrogène [64]. La Figure I-7, montre les diagrammes ternaires des différents 

types de couche en fonction du pourcentage de sp² et du pourcentage d’azote dans le cas non 

hydrogéné et dans le cas hydrogéné. 

 
Figure I-7 : Diagramme binaire. A) pour des couches non hydrogénées. B) pour des couches hydrogénées 
[64]. 
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Quatre types de films de carbone azoté peuvent être obtenus (deux types de films non 

hydrogénés et deux types de films hydrogénés) : 

a-CN : le carbone amorphe azoté possède une grande proportion de sp².  

ta-CN : le carbone amorphe tétraédrique. Ce film est obtenu pour des pourcentages d’azote 

dans le film inférieurs à 12%, les liaisons sp3 sont présentent à hauteur de 80 à 90%. 

a-CHN: le carbone amorphe azoté hydrogéné. Ces films sont généralement réalisés par dépôt 

chimique en phase vapeur assisté par plasma.  

ta-CHN : le carbone amorphe azoté hydrogéné tétraédrique.  

I.4.4. Différentes méthodes de synthèse des couches de carbone 
azoté amorphe 

 
Il existe différentes méthodes pour synthétiser les couches de carbone amorphes. Cette 

grande variété de procédés possibles entraîne des propriétés différentes pour chaque 

conditions et techniques de dépôts. Alibart et al. ont comparé les propriétés des films de CNx 

selon la technique de dépôt [65]. D’autre part, les paramètres de déposition (température du 

substrat, pression des gaz…) ont également une influence sur les propriétés des films. Les 

techniques de dépôt peuvent être classées en deux familles : les dépôts chimiques en phase 

vapeur (CVD) et les dépôts physiques en phase vapeur (PVD). 

I.4.4.1 Dépôts CVD 
 

Les films de CNx sont déposés par voie chimique assistée par PECVD (plasma 

enhenced chemical vapor deposition). Ces dépôts sont effectués à l’aide d’un générateur 

radiofréquence. Les films de a-CNx peuvent être réalisés avec du méthane CH4 et de l’azote 

N2 comme gaz précurseurs [66]. Ils peuvent également être obtenus avec une cible graphique 

et un gaz précurseur N2 [67]. Les dépôts peuvent être effectués à température ambiante ou en 

chauffant. 

I.4.4.2 Dépôts PVD 
 
Cette famille de dépôts englobe plusieurs techniques de fabrication : 

- la photoablation laser pulsée (PLD). Zheng et al. ont déposé sur de l’acier par cette 

technique à partir d’une cible de graphite avec un laser KrF sous flux d’azote [68], 

- les techniques par faisceaux d’ions (IBAD). Les couches de a-CNx peuvent être 

réalisées avec des faisceaux alternatifs de carbone et d’azote [69], où un 
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bombardement de la cible de graphite avec par un flux d’azote d’une énergie de 3 keV 

[70]. Elles peuvent être également faites par évaporation de la cible de carbone par un 

faisceau d’ions accompagné d’un bombardement du substrat par un flux d’azote [71] 

[72], 

- les techniques de pulvérisation cathodique. Les films de a-CNx sont réalisés par 

pulvérisation cathodique en courant continu ou en radiofréquence à 13,56 MHz. 

[73][74][75]. 

 
Nos dépôts seront effectués par pulvérisation cathodique magnétron en courant continu. 

Cette technique sera explicitée au chapitre II.2. 

I.4.5. Propriétés générales des couches de carbone dopé à l’azote 

I.4.5.1 Propriété mécanique 
 

Selon les conditions et techniques de dépôt, les couches de a-CNx possèdent une 

valeur de dureté allant de 7 à 36 GPa [66] [76] [77][67]. 

L’origine du stress sur la surface de l’échantillon sur lequel les films de a-CNx 

déposés par pulvérisation magnétique radio fréquence (RF) est étudiée par Durand-Drouhin et 

al. [76]. Ils ont montré que le stress intrinsèque résulte de la compétition entre un stress 

extensible dû à la technique de dépôt et à un stress compressible dû à l’inclusion d’azote et de 

vapeur d’eau dans le film. 

Kim et al. [66] ont également montré que la dureté des dépôts de a-CNx diminue avec 

le pourcentage d’azote. Cette diminution est expliquée par l’augmentation de l’incorporation 

d’atomes dans le film qui entraîne la graphitisation. La dureté est liée au nombre de liaison 

sp3. Plus ces liaisons sont importantes plus la dureté est grande. Les études de Gilvarry et al. 

ont également montré une dépendance de la dureté avec le pourcentage d’azote [77]. 

I.4.5.2 Propriété tribologique 
 

Des valeurs de coefficient de friction des films de a-CNx sont référencées dans le 

Tableau I-1. 

Auteur Méthode de dépôts substrat Valeur de coefficient 

de friction 

Kato [789] par faisceaux d’ions Si 0,001 dans N2 

0,2 dans l’air 
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0,4 dans O2 

Wei [79] par faisceaux d’ions Acier 

316L 

0,25 dans l’air               

Yasui [80] Photo ablation laser Acier 

AISI304 

0,072 dans l’air 

Zhou [712] par faisceaux d’ions Si3N2 0,04 dans l’eau 

Wang [81] RF PECVD Si(100) 0,17 -0,19 dans l’air 

0,33-0,42 dans N2 

Tableau I-1: Valeurs des coefficients de friction selon la techniques de dépôts et le substrat. 
 

Tous ces dépôts de a-CNx présentent des valeurs basses de coefficients de friction. 

D’autre part, le coefficient de friction varie dans le même sens que le ratio sp2/sp3 [79]. Ce 

coefficient diminue avec la puissance du générateur radiofréquence et la température du 

substrat et également lorsque l’on augmente la pression lors du dépôt [68]. Cependant, les 

études de Wang et al. ont montré une faible dépendance entre les valeurs de friction et le ratio 

N2/Ar [81]. 

I.4.5.3 Propriété optique 
 

Le gap optique des films de a-CNx est attribué à la transition entre les états faiblement 

localisés des états π- π* qui proviennent des configurations sp² [65]. Les valeurs de Eg varient 

de 0,5 à 2,1eV selon les études [65] [67] [82]. 

Cameron et al. ont montré que les films hydrogénés possèdent un gap optique plus 

important. En effet, une augmentation du gap optique de 0,1 à 1eV lorsque le pourcentage 

d’hydrogène augmente de 0 à 17% dans le film de carbone azoté a été observée. De plus, 

l’incorporation d’azote dans ces films de 0 à 14% n’entraîne pas une modification de ce gap 

optique. Les dépôts réalisés sans hydrogène possèdent une valeur du gap optique proche de 0. 

Cette étude suppose que l’azote joue un rôle moindre dans la valeur du gap optique [82]. 

Les films déposés par PECVD sur Si montrent que le gap optique augmente lorsque 

l’on augmente la pression partielle en N2 [67]. 

Cependant, pour les films de a-CNx déposés sur silice (Si(100)) par pulvérisation 

magnétique magnétron en courant continu (DC), la valeur de Eg diminue lorsqu’on augmente 

le pourcentage de N2 (en moles) jusqu’ à 3% puis reste constante. Cette diminution est liée à 

l’augmentation de la taille des clusters  sp2 [65]. 
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I.4.5.4 Propriété électrochimique 
 

Le a-CNx présente de bons avantages pour son utilisation comme matériau 

d’électrodes. En effet, il possède une large fenêtre de potentiel supérieure à 3 V [73]. Le LISE 

a étudié la réactivité électrochimique des films de CNx sur Si dopé n et p en présence de 

ferricyanure/ ferrocyanure de potassium [83]. Cette étude a montré que la réactivité 

électrochimique dépend du pourcentage d’azote dans le film. En effet, la réactivité 

électrochimique diminue lorsque le pourcentage d’azote augmente dans les films. La 

réactivité électrochimique peut être augmentée en réalisant un prétraitement électrochimique 

dans H2SO4 La différence de potentiel est égale alors à 72 mV pour une constante k0 de 

1,1.10-2 cm.s-1 après traitement alors que cette différence vaut 320 mV avant traitement. Des 

études par spectroscopie d’impédance électrochimique ont également été effectuées et ont 

permis de déterminer un circuit équivalent pour l’interface a-CNx/ Électrolyte [84]. 

Cette réactivité électrochimique dépend de la composition chimique en surface et 

notamment du nombre de liaisons CN sp3. En effet, les travaux menés par Cachet et al, ont 

montré que les liaisons sp3 agissent comme des sites isolants. L’augmentation de la réactivité 

électrochimique après activation électrochimique est due à la modification de la composition 

surfacique atomique des films de carbone. En effet, avant traitement les analyses XPS ont 

montré un pourcentage en carbone et en azote de respectivement 87% et 13%, ce pourcentage 

devient 91% en carbone et 9% en azote après traitement [85]. 

L’étude par spectroscopie d’impédance électrochimique sur des films de a-CNx 

déposés par pulvérisation cathodique RF a montré une dépendance de la résistance de 

transfert de charge en fonction du protocole de prétraitement des électrodes. En effet, la 

valeur de la résistance de transfert de charge est maximale au potentiel de circuit ouvert 

lorsqu’on modifie le potentiel pour lequel sont réalisés les spectres d’impédances 

électrochimiques des valeurs positives vers les potentiels négatifs. La résistance de transfert 

de charge est cependant très peu modifiée lorsque le potentiel varie des potentiels négatifs 

vers les potentiels positifs. Cette étude tend à montrer qu’un prétraitement cathodique en 

milieu H2SO4 augmente la réactivité électrochimique comme c’est le cas pour les électrodes 

diamant dopées bore [86]. 

Adamapoulos et al. ont montré une réponse différente de l’électrode selon les 

substrats, silicium, titane, acier. La réactivité électrochimique et l’adhérence des dépôts 

dépendent du substrat utilisé [83]. 
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I.4.5.5 Résistance à la corrosion 
 

Le comportement des films de a-CNx déposé sur p-Si(100) par pulvérisation 

magnétron en courant continu vis-à-vis de la corrosion est étudié dans une solution de NaCl 

0,6M. Les caractéristiques d’anti-corrosion dépendent de la structure des films et notamment 

de leur proportion en liaisons sp3. Une augmentation du rapport sp²/sp3 entraîne une corrosion 

galvanique plus importante [87].Cette tendance est en accord avec celle observée par Shi et 

al. [88]. 

I.4.5.6 Propriété électrique 
 

Derradji et al. ont étudié les variations de la résistivité avec le pourcentage d’azote. 

Les faibles valeurs de résistivité sont dues à la forte proportion de C sp². Cette étude montre 

une diminution de la résistivité jusqu’à 12% en azote puis une augmentation de celle-ci. 

D’autre part, une diminution de la résistivité est observée avec l’augmentation de la 

température. Les films présentent un comportement semi-conducteur et la dépendance en 

température induit deux types de conduction. Pour des températures inférieures à 200K, le 

mécanisme de conduction est en accord avec le modèle de Mott. Aux fortes températures, la 

conduction est due aux charges excitées dans les états délocalisés [74]. 

Alibart et al. ont étudié des films de a-CNx sur Si(100) déposés par pulvérisation  

cathodique radiofréquence (RF) et en courant continu (DC). Les films déposés par 

pulvérisation cathodique DC et RF présentent une augmentation de la conductivité avec le 

pourcentage molaire en N2 jusqu’à 2% en moles de N2. Pour les valeurs les importantes de 

pourcentage molaire, une stagnation de la conductivité est observée en pulvérisation DC 

tandis qu’une diminution de conductivité est obtenue en RF [65]. 

Les dépôts réalisés par pulvérisation cathodique RF par Demichalis et al. montrent une 

diminution de la conduction de 10-3 à 10-11 Ω-1.cm-1 lorsqu’on augmente la pression partielle 

de N2
 de 0,6 à 3,3 Pa pour des films de a-CNx déposés sur silicium cristallin par PECVD [67]. 

Du fait de leurs caractéristiques électriques, les films de a-CNx sont considérés 

comme des matériaux semi-conducteurs [89]. Les mesures de Mott-Schottky dans une 

solution électrolytique montre que le CNx est un semi-conducteur de type n. De plus, cette 

étude a montré que les meilleures propriétés des films de CNx sont obtenues pour des films 

déposés à haute puissance et pour un pourcentage d’azote élevé dans le gaz. 
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I.4.5.7 Biocompatibilité des films. 
 

Carrero-Sanchez et al. ont comparé la toxicité des tubes de carbone et des tubes de a-

CNx  [90]. Cette étude a montré que les nanotubes de CNx sont mieux tolérés que les 

nanotubes purement carbone.  

La biocompatibilité des films de a-CHN sur Si(100) a été étudiée par Yang et al. [91]. 

Aucune toxicité des films n’a été observée. De plus, de meilleures propriétés 

antithrombotiques  ont été obtenues pour les films de a-CHN comparés aux films de a-CH. 

L’incorporation d’azote dans des films de carbone augmente donc la biocompatibilité de 

ceux-ci. De même Zhao et al. ont montré que la biocompatibilité de nanotubes de carbone été 

modifiée en fonction du pourcentage d’azote. Les dépôts avec un ratio sp²C-N/sp3C-N 

important stimulent la prolifération des cellules et augmentent de temps de recalcification 

[92]. 

Wang et al. ont déposé des films de a-CNx sur des alliages biomédicaux de NiTi. Ces 

dépôts sont comparés à des dépôts de Ti/TiN. Les films de CNx présentent la biocompatibilté 

sanguine la plus importante et les meilleures propriétés antithrombotiques. Ceci rend les films 

de CNx très prometteurs pour des applications médicales [93]. 

L’adsorption de l’albumine humaine (HSA) sur CNx déposé sur Si a été étudiée par 

Berlind et al. Cette étude montre une plus grande adsorption des protéines pour des films 

azotés amorphes que pour des films nanostructurés [75]. 

 

I.4.6. Application des couches de carbone amorphe azoté 
 
Les différentes propriétés du a-CNx permettent son utilisation dans différents domaines. 

I.4.6.1 Application dans le domaine médicale. 
 

L’augmentation de la résistance à la corrosion et la diminution du coefficient de 

friction des dépôts de CNx sur acier 316L par rapport à l’acier seul permettent une utilisation 

comme revêtement protecteur pour des applications en orthodontie [79]. 

Les films de a-CNx peuvent également être utilisés  comme détecteur pour des ions 

lourds lors de la thérapie cancéreuse [94]. 

I.4.6.2 Greffage sur CNx 
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Les nanotubes de carbone peuvent être fonctionnalisés avec du polystyrène greffé de 

façon covalente [95]. De l’héparine a été greffée sur des films de CNx déposé sur du 

polyterrafluoroethylene par faisceaux d’ions (IBAD) [70]. Les études XPS ont montré un 

greffage covalent de l’héparine. Ce greffage permet d’augmenter l’hémocompatibilité et de 

diminuer la prolifération cellulaire. 

I.4.6.3 Application pour la détection. 
 

Des films de a-CNx sur Ti déposés par pulvérisation cathodique magnétron en radio 

fréquence ont été utilisés pour la détection d’ions métalliques (Cadnium et cuivre) en solution. 

De meilleures propriétés analytiques (sensibilité et linéarité) ont été obtenues avec les couches 

de a-CNx par rapport à l’électrode de diamant dopé au bore [96]. 

Des dépôts de a-CNx sur de l’acier 316L ont également été utilisés pour la détection 

simultanée de la dopamine et de l’acide ascorbique. Dans ce cas, un prétraitement anodique 

est nécessaire pour une bonne séparation des pics d’oxydation [97]. 

D’autre part, des nanotubes de a-CNx peuvent être utilisés pour immobiliser l’enzyme 

de glucose oxydase (Gox). Cette étude réalisée par Jia et al. montre que les nanotubes de 

carbone peuvent faciliter le transfert direct des électrons entre le centre biocatalytique de 

l’enzyme et l’électrode [98]. 

Des nanotubes de a-CNx ont également été utilisés pour la détection d’isomères du 

dihydrohybenzène (hydroquinone, catéchol, resornicol)  par voltammétrie cyclique avec une 

bonne reproductibilité [99] . Comparativement aux nanotubes sans azote, les nanotubes de 

carbone dopé à l’azote entraînent un décalage vers les potentiels négatifs du pic d’oxydation 

de l’hydroquinone ainsi qu’une augmentation d’intensité des pics. Dans cette étude, une 

dépendance de la cinétique de transfert d’électrons est observée en fonction de la 

stoechiométrique des nanotubes de CNx. 

I.4.6.4 Autres applications 
 

Les propriétés des films de CNx permettent leur utilisation dans différents domaines. 

Les propriétés optiques et mécaniques ainsi que leur résistance au décapage ionique peuvent 

permettre d’utiliser les films de a-CNx comme un nouveau matériau pour les masques 

photolithographiques [66]. Le CNx a également été utilisé pour la fabrication de 

microdétecteur pour l’humidité [100], ou pour de nouvelles jonctions p-n. [101]. Les films de 

CNx peuvent être une alternative aux fullerènes dans les cellules photovoltaïques [89] . 
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I.5. Conclusions 
 
 La polyneuropathie amyloïde familiale est une maladie neurodégénérative grave qui 

entraîne un décès dans les dix années qui suivent le diagnostic. Celui-ci est réalisé de nos 

jours grâce à plusieurs techniques : les biopsies, les tests immunohistochimiques, le 

séquençage du gène de la TTR et les analyses par spectrométrie de masse. L’apport d’une 

puce microfluidique permettrait d’avoir un diagnostic fiable, rapide et peu coûteux de la 

maladie. La plupart des analyses en puce microfluidique de peptides ou d’acides aminés sont 

réalisées avec un détecteur optique ou électrochimique. Dans la plupart des cas, un marquage 

préalable de ces molécules est nécessaire pour leur détection. Cependant pour une meilleure 

séparation des molécules en amont, un contrôle précis du flux électroosmotique et donc de la 

charge de surface dans le microcanal doit être réalisée. Cette modulation peut être réalisée de 

façon active en utilisant une interface polarisable. Des études préliminaires ont montré que les 

meilleurs résultats ont été obtenus pour des interfaces polarisables de a-CNx [62]. Ces films 

grâce à leurs propriétés avantageuses, c'est-à-dire la bonne tenue mécanique, la résistance aux 

forces de frottement et à la corrosion ainsi que leur propriétés électrochimiques, optiques et 

électriques, sont de bons candidats pour diverses applications et notamment des applications 

en biodétection. Les films de a-CNx peuvent donc être à la fois utilisés comme interface 

polarisable pour la séparation électrophorétiques en microcanaux et comme électrode dans les 

puces de détection. Il est donc possible, en optimisant les conditions de synthèse des couches 

de a-CNx, de modifier les propriétés des films (conductivité, réactivité électrochimique…) 

selon l’application souhaitée. 
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II.1.  Principe d’analyse électrochimique 

II.1.3. Voltammétrie cyclique 
 

Pour cette technique, une variation de potentiel E(t) est imposée entre l’électrode de 

travail et l’électrode de référence. L’évolution de l’intensité qui traverse l’interface 

électrolyte/électrode est alors étudiée. Par convention, un courant positif, donc anodique 

correspondra à une réaction d’oxydation, tandis qu’un courant négatif (courant cathodique)  

correspondra à une réduction. La courbe obtenue est  appelée voltammogramme et renseigne 

sur le processus électrochimique se déroulant à l’interface. Le potentiel de l’électrode varie 

avec une vitesse v= │dE│/dt. La voltammétrie cyclique est une voltammétrie à balayage 

linaire de potentiel où après un temps t1 le sens du balayage est inversé (Figure II-1). La 

variation du potentiel appliqué à l’électrode de travail est en forme de triangle. Le potentiel 

E(t) varie entre le potentiel initial (Ei) et final (Ef) en fonction de la vitesse de balayage selon : 

E(t) = Ei ± vt Equation II-1  

 

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

Pour une réaction réversible l’intensité de pic Ip en fonction de la vitesse de balayage est 

donnée par l’équation suivante [1]: 

5.0
5.004463.0 









⋅
⋅⋅⋅⋅⋅⋅⋅=
TR

vF
DSCFnI p  

Equation II-2  

Avec n le nombre d’électrons échangés 

F : la constante de Faraday 96485C.mol-1 

D : le coefficient de diffusion de l’espèce électroactive en m².s-1 

R : la constante des gaz parfaits R=8,3144 K-1.mol-1 

2ème cycle 1èr cycle 

E 

Ef 

Ei 

temps 
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T : la température en K 

S : la surface de l’électrode. 

Le potentiel de pic, Ep, est déterminé par : 

F

RT
EEp 11,10 −=  

Equation II-3  

et 

F

RT
EE pp 20,22 =−  

Equation II-4  

d’où 

F

RT
EEp 09,10

2 +=  

Equation II-5  

  

Dans le cas d’un système réversible, les potentiels du pic anodique et cathodique sont 

séparés de 2,22RT/nF. Ce critère permet de déterminer la réversibilité ou non du système. 

Dans le cas d’un système irréversible dû à un transfert de charge lent, la réaction 

inverse peut être négligée. Les concentrations des espèces sont données par l’équation de 

Butler-Volmer [1][2].   

De même que pour une réaction réversible, le courant de pic, Ip dépend de la racine 

carrée de la vitesse de balayage :   

2/1
21210496.0 









⋅
⋅⋅⋅⋅⋅⋅⋅⋅=
TR

vF
DSCFnI p α  

Equation II-6  

α étant le coefficient de transfert  . 

 Dans ce cas, les potentiels de pic dépendent de la valeur de la vitesse de balayage.  Le 

potentiel de pic cathodique se déplace vers les potentiels négatifs. 

)ln(78,0
2/1

0
, 







+−=
Fv

RT
ks

F

RT

F

RT
EE cp ααα  

Equation II-7  

 

Dans cette équation kS est la constante de vitesse standard du transfert électronique. 

 Le potentiel anodique lui se déplace en sens opposé et obéit à l’équation suivante. 
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)
)1(

ln(
)1(

78,0
2/1

0
, 









−−
−+≅

Fv

RT
ks

F

RT

F

RT
EE ap ααα  

Equation II-8  

Ceci est rigoureusement vrai si on débute avec une solution contenant uniquement 

l’espèce Red en solution et si on balaye les potentiels dans la direction anodique.  

 Le tracé de la variation du potentiel de pic en fonction du logarithme de la vitesse de 

balayage permet de déterminer le coefficient de transfert de charge en prenant la pente de 

cette droite dans la zone totalement irréversible. Une autre technique pour déterminer ce 

coefficient est d’utiliser la formule II-9 reliant α à la différence de pic. 















−
=

pp EEF

RT

2

857,1α
 

Equation II-9  

                       

La variation du potentiel de pic en fonction du logarithme de la concentration ainsi que 

la variation du potentiel de pic en fonction du logarithme de la vitesse de balayage 

renseignent sur le type de mécanismes de réactions impliquées.  

Le mécanisme EC est un mécanisme ou la première étape est un transfert d’électron du 

premier ordre (ou pseudo-premier ordre) associé une réaction chimique. 

Dans le cas d’un mécanisme type EC, l’intensité du pic en fonction de la vitesse de 

balayage s’exprime à l’aide de l’équation II-10 [1]. 

2/1
210496.0 









⋅
⋅⋅⋅⋅⋅⋅=
TR

vF
DSCFI p  

Equation II-10 

 De plus, les potentiels de pic dépendent également de la vitesse de balayage suivant : 








+⋅−= +

v

k

F

RT

F

RT

F

RT
EEp ln

2
78.00

 

Equation II-11 

Avec k+ étant la constante de la réaction chimique. 

La différence entre Ep/2 et Ep est une constante et égale à : 

F

RT
EE pp/ ⋅=− 857.12  

Equation II-11 

Dans le cas d’un mécanisme EC, la variation de Ep avec le logarithme népérien de la vitesse 

de balayage est égale à 29,6 mV tandis que Ep ne varie pas avec la concentration. 
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II.1.4. Voltammétrie à impulsion différentielle 
 

La Voltammetrie impulsionnelle différentielle (DPV) est une méthode très utile pour 

l’électrochimique analytique. En effet, la séparation des pics pour deux espèces redox avec 

des potentiels proches est meilleure avec la DPV que celle obtenue avec la voltammétrie 

cyclique. De plus, ces mesures différentielles permettent de discriminer et d’augmenter la 

réponse en courant faradique par rapport au courant capacitif. En effet, grâce aux faibles 

amplitudes de sauts utilisées, l’influence du courant capacitif est négligeable pour ∆t>5ms. La 

sensibilité de mesure du courant faradique est donc augmentée, et donc, de ce fait les limites 

de détection sont abaissées. Cette méthode permet d’avoir une bonne limite de détection (en 

dessous du micromolaire), et est une excellente méthode électroanalytique, car elle présente 

un bon rapport signal sur bruit [3], [4]. 

Dans notre cas, cette technique permettra d’avoir une bonne sensibilité de mesure pour 

l’analyse de faible quantité d’analytes avec des potentiels électrochimiques relativement 

proches. 

Cette méthode consiste à faire une succession de sauts de potentiel de valeur constante 

surimposée à un balayage linéaire en fonction du temps. A chaque nouveau saut, les potentiels 

E1 et E2 varient en gardant la différence de potentiel ∆E constante (Figure II-2 a et b). La 

différence des courants ∆I=I(t2)-I(t1) est échantillonnée entre le temps où l’impulsion a lieu,t1, 

et à la fin de celui-ci,t2 (Figure II-2c). 

 
Figure II-2 : a) Variation du potentiel en fonction du temps. b) Saut de potentiel entre les temps t2 et t1 c) 
Mesure des courants en fonction du temps en DPV. 
 

En DPV, la courbe représentant la différence des courants ∆I en fonction du potentiel 

est une gaussienne (Figure II-3). Un des paramètres important est la largeur à mi-hauteur L1/2
. 
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Figure II-3 : Voltammogramme en DPV en forme de gaussienne avec L1/2 la largeur à mi-hauteur. 
 
Cette méthode permet de déterminer plusieurs paramètres : 
 

- la concentration de l’espèce étudiée à l’aide au courant de pic ∆I et à la formule II-9, 

- le potentiel standard de l’espèce étudiée grâce au potentiel de pic, 

- la réversibilité ou l’irréversibilité de la réaction grâce à la largeur à mi-hauteur L ½. 

Dans le cas d’un système réversible, la relation entre le potentiel de pic et la pulsation ∆E est 

la suivante [5] : 

221

E
EEp

∆−=  

Equation II-12  

L’intensité du pic est donnée par  : 

( ) σ
σ

π +
−⋅

∆
−= ∞

1
1

2/1

2/1

t

cnFSD
I p  

Equation II-13  

avec :                          )
2

exp(
E

RT

nF ∆⋅=σ  

Equation II-14 

Deux cas sont alors possibles : 
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- Si |∆E| est grande, alors σ >> 1 donc σ
σ

+
−

1

1
 est égal à ±1 selon s’il s’agit d’une 

oxydation ou d’une réduction. Dans ce cas l’intensité de pic est égale à la valeur 

d’intensité donnée par la voltammétrie impulsionnelle normale ( ) 2/1

2/1

t

cnFSD
Ip

∆
−= ∞

π  

- Si |∆E| est faible, l’intensité de pic s’écrit : 

( ) E
tRT

cSDFn
Ip ∆⋅

∆
−= ∞

2/1

2/1

4

²²

π  

Equation II-15  

Cette équation est valable dans le cas où |∆E| est inférieure à 2RT/nF, mais semble 

applicable pour des valeurs plus élevées. 

 La largeur à mi-hauteur L1/2  est donnée par l’expression suivante : 

nF

RT
L

52,3
2/1 =  

Equation II-16  

Cette valeur est égale à 90,4/n mV à 25°C. Des pics séparés de 50/n mV peuvent donc 

être résolus [5].  

Molina et al. ont montré à l’aide de simulations sur les réponses en DPV que lorsque 

de la constante de vitesse de transfert de charge hétérogène, k0, diminue, l’intensité des pics 

diminue également tandis que la largeur de ceux-ci augmente. De plus, il y a un décalage des 

pics vers des potentiels négatifs. Pour des valeurs de k0 faibles, la valeur des intensités de pics 

reste constante, mais les potentiels de pics se décalent [6] (Figure II-4). 

 
Figure II-4 : Simulation de l’influence de la constante k0 sur les courbes de DPV, pour une électrode de 
rayon 30µm, αααα = 0,5, ∆E = 20 mV, t1 = 1s, t1/t2 =100, D = 10-5 cm2.s-1 réalisée par Molina et al. [6]. 
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II.1.5. Spectroscopie d’impédance 
 

La technique d’impédance électrochimique repose sur l’analyse en fréquence de la 

réponse d’un système à une perturbation sinusoïdale de faible amplitude du courant ou du 

potentiel [7].  

II.1.5.1 Principe 
 

En général, les systèmes électrochimiques sont des systèmes non linéaires et non 

stationnaires. Pour pallier à cette difficulté on doit se situer dans des conditions 

expérimentales et instrumentales qui permettent de rester dans un domaine de linéarité pour le 

système électrochimique étudié. Pour cela, des signaux de faibles amplitudes autour du point 

de polarisation doivent être utilisés. 

Le principe de l’impédance est basé sur la superposition d’un potentiel sinusoïdal ∆E 

de faible amplitude à un potentiel constant de polarisation E0. La réponse en courant du 

système est alors analysée. Inversement une intensité sinusoïdale ∆I peut être superposée à un 

courant I0 et la réponse en potentiel mesurée (Figure II-5). 

 
Figure II-5 : Principe de l’analyse d’un système non linéaire. 
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Deux types de régulation peuvent exister : galvanostatique ou potentiostatique. Le 

choix de cette régulation dépend du système électrochimique et de sa courbe 

courant/potentiel.  

Généralement, une régulation en potentiel est utilisée suivant l’équation suivante : 

tEEtE ωsin)( 0 ∆+=
 

Equation II-17  

avec  ω : pulsation en rad.s-1 et ω =2π f (f , étant la fréquence en Hz). 

L’amplitude de la perturbation doit être faible afin de travailler dans des conditions de 

linéarité. Dans ce cas la réponse en intensité sera : 

)sin()( 0 Φ−∆+= tIItI ω
 

Equation II-18  

avec Φ, étant le déphasage entre la tension et l’intensité du courant. 

II.1.5.2 Circuit équivalent d’un système électrochimique 
 

L’impédance notée, Z, d’un système électrochimique donnée est le rapport  
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Equation II-19  

 

La différence de potentiel entre l’électrode de travail et l’électrode de référence s’écrit 

V=E+ReI. Les relations suivantes peuvent être ainsi formulées : 
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Equation II-20  

En première approximation, on peut considérer que le courant total est la somme du 

courant faradique et du courant de charge de la double couche. D’où la relation suivante : 

)()()( ωωω FC III ∆+∆=∆  
Equation II-21  

avec : 
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Equation II-22  
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et comme expression globale de Z(ω) : 
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Equation II-23  

L’expression analytique précédente peut être mise sous la forme du circuit équivalent 

électrique suivant (Figure II-6) : 

 

 

Figure II-6 : Circuit électrique équivalent d'un système électrochimique en présence d’une réaction 
faradique. 
 

II.1.5.3 Exemple dans le cas d’un couple redox diffusant librement en  
solution. 

 
Dans ce cas, deux processus peuvent être considérés : le transfert de charge hétérogène 

à l’interface électrode/solution et le transport de matière de la solution vers l’électrode où vice 

et versa. Le transfert de charge hétérogène est caractérisé par la résistance de transfert de 

charge, Rt et par la capacité de double couche, Cd. La diffusion infinie est caractérisée par une 

impédance de diffusion dite de Warburg, W. Celle-ci est placée en série de la résistance de 
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transfert de charge hétérogène. Le schéma électrique équivalent de ce système est présenté 

dans la Figure II-7. 

 
Figure II-7 : Schéma électrique équivalent d’un système électrochimique dans le cas d’une diffusion 
infinie. 

 

L’impédance de Warburg  ZW est égal à [8]: 
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Equation II-25 

 

 
Deux types de représentation existent pour l’impédance électrochimique Z : celle de 

Bode et celle de Nyquist.  

Le diagramme de Nyquist représente la partie imaginaire de l’impédance, Im(Z), en 

fonction de la partie réel, Re(Z). Chaque point correspond à une fréquence donnée du signal 

d’entrée. Dans notre cas, le transfert de charge hétérogène est représenté par une boucle en 

forme de demi-cercle de rayon Rt, et la diffusion par une droite de pente 45°. Le demi-cercle 

et la droite sont décalés de l’origine. Le point à haute fréquence sur l’axe des réels est dans le 

cas présent, la résistance de l’électrolyte, Re. Ce type de représentation permet de déterminer 

la valeur de la capacité de double couche Cd  grâce à la fréquence caractéristique fc située au 

maximum du demi-cercle. Le diagramme de Bode consiste à tracer le logarithme du module 

de Z, |Z|, et de la phase, Φ, en fonction du logarithme de la fréquence. Le tracé du module de 

Z permet de déterminer Re et Rt.. Cependant les diagrammes de Bode ne permettent pas une 

détermination rapide de la fréquence caractéristique. La Figure II-8 et la Figure II-9  montrent 

Re 

Rt W 
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la représentation de Nyquist et de Bode pour une interface électrode/solution suivant le 

schéma équivalent de la Figure II-7 : Schéma électrique équivalent d’un système électrochimique 

dans le cas d’une diffusion infinie. 

 Cette simulation est illustrée avec le logiciel Simad developpé au laboratoire. Les 

paramètres entrés dans le logiciel sont : Re = 10 Ω ; Rt = 100 Ω ; Cd = 1x10-5F ; et S1=1 pour le 

paramètre de l’impédance de Warburg.  
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Figure II-8 : Diagramme de Nyquist de l'interface solution/électrode avec Re = 10 Ω, Rt = 100 Ω , 
Cd = 1x10-5 F simulé avec le logiciel Simad. 
 
 En utilisant les valeurs précédentes, une fréquence caractéristique est trouvée égale à 

159 Hz. 

. 
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Figure II-9 : Diagramme de Bode. Représentation de la phase en fonction de la fréquence ainsi que du 
module de Z en fonction de la fréquence avec Re = 10 Ω, Rt = 100 Ω Cd = 1x10-5F simulé avec le logiciel 
Simad. 

II.1.6. Appareillage 
 

Les mesures électrochimiques sont réalisées sur un potentistat de modèle Biologic SP 

300 équipé d’un module pour petit courant. Le logiciel d’acquisition EC-lab est fourni avec 

l’instrumentation.  

L’électrode de référence choisie (sauf mention contraire) est une électrode au calomel 

saturé (ECS). Dans le cas de l’utilisation de cette électrode de référence, le potentiel de 

l’électrode de travail sera exprimé en V/ECS. La contre électrode est une grille de platine de 

grande dimension. Les diagrammes d’impédance seront simulés avec le logiciel Simad conçu 

au laboratoire LISE. 

II.2.  Préparation des films de carbone amorphe azoté sur 
verre/ITO 

II.2.3. La pulvérisation cathodique diode magnétron en courant 
continu 

 

Cette méthode de dépôt est basée sur la collision entre un ion d’un plasma et un atome 

du matériau de la cible (cathode). [9] 

Un champ électrique est appliqué entre deux électrodes : l’anode et la cathode 

(ensemble supportant la cible) polarisée négativement. Ceci induit l’ionisation du gaz et la 

création d’une décharge électroluminescente (plasma). L’établissement d’un courant 
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électrique entre ces deux électrodes entraîne un déplacement des électrons vers l’anode et des 

ions positifs vers la cathode. Il en résulte une pulvérisation du matériau de la cible qui se 

condense ensuite sur le substrat placé face à la cathode (Figure II-10). 

II.2.3.1 Principe général 
 

Le plasma est composé d’électrons et d’ions qui peuvent se déplacer dans toutes les 

directions de l’espace.  

Le plasma se crée de la façon suivante : les électrons libres, dits électrons primaires, 

présents dans le gaz sont accélérés quand on applique une forte tension électrique entre les 

électrodes. Dans ce champ électrique, les particules chargées sont soumises aux forces 

électrostatiques. Pour les électrons cette force s’exprime par F = -eE (E étant le champ 

électrique) et pour les ions monochargés par F = eE. Il y a alors ionisation du gaz grâce à des 

collisions inélastiques avec les électrons. Les ions positifs générés sont fortement accélérés 

vers la cathode polarisée négativement. Il y alors un bombardement de la cathode qui peut 

entraîner (par transfert d’énergie) l’expulsion d’atomes de la cible et d’électrons secondaires. 

Ces électrons secondaires entretiennent la décharge. Il peut y avoir ensuite recombinaison 

ions-électrons ou désexcitation des molécules. Celles-ci se relaxent vers un état plus stable 

avec éjection de photons ce qui crée la décharge électroluminescente. La longueur d’onde de 

la lumière émise est caractéristique de la nature du gaz utilisé, les plasmas d’azote, d’oxygène 

et d’argon émettent respectivement une lumière orange, verte et violette.  

Le mécanisme à la base de l’ionisation est : 

Molécules du gaz +e- → ions Equation II-26 

En réalité, le mécanisme est plus complexe [10] : 

Il peut y avoir une ionisation simple : 

AB+ e-→ AB+ + 2 e- Equation II-27 

Ionisation double :  

AB+ e-→ AB2+ + 3 e- 

 

Equation II-28 

Et des fragmentations:  

AB+ e-→ A+ +  B + 2 e- Equation II-29 

AB+ e-→ B+ + A + 2 e- Equation II-30 

AB+ e-→ A+ + B+ + 3 e- Equation II-31 
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Figure II-10 : Principe du dépôt par pulvérisation cathodique. 

II.2.3.2 Cathode magnétron. 
 

En pulvérisation cathodique diode, les vitesses de dépôts sont très faibles (< 100 nm/h) 

à cause du faible taux d’ionisation de la décharge [9]. Pour remédier à ce problème, une 

cathode de type magnétron est utilisée. Sous la cible, des aimants sont placés de manière à 

créer un champ magnétique perpendiculaire au champ électrique. Ces lignes de champs 

permettent de piéger les électrons au voisinage de la cible et ainsi d’augmenter la probabilité 

de collisions entre un électron et les atomes du gaz. La densité du plasma est donc accrue et 

celui-ci est confiné entre les aimants ce qui entraîne une érosion très localisée de la cible 

(Figure II-11).L’utilisation  d’une cathode magnétron permet ainsi d’augmenter les vitesses de 

dépôts (dans la gamme des 10 µm/h).   
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Figure II-11 : Vue en Coupe d'une cathode magnétron. 

II.2.4. Conditions de dépôts des couches minces de carbone azoté 
amorphe 

II.2.4.1 Propriété du substrat Verre/ITO. 
 

L’oxyde d’indium dopé à l’étain (ITO Indium Tin Oxide) est un oxyde transparent 

conducteur. L’ITO est un mélange d’oxyde d’indium (In2O3) et d’oxyde d’étain (SnO2). Ce 

matériau est couramment utilisé comme conducteur transparent pour les écrans à cristaux 

liquides, les écrans plasma, les écrans tactiles ainsi que comme couche antireflet et comme 

protection contre les champs électromagnétiques. L’ITO est un semi-conducteur dégénéré de 

type n à bande interdite directe (3,5-4,3 eV) [11]. L’ITO possède une résistivité allant jusqu’à 

10-4 Ω.cm et une concentration de porteurs de charge allant de 1020à 1021 cm-3. La faible 

résistivité est due à la concentration importante de porteurs. D’autre part, l’ITO présente 

également des propriétés optiques intéressantes. En effet, il présente une transmission optique 

importante (>95%) dans le visible et l’infrarouge [12]. 

II.2.4.2 Mise en conditions des substrats verre/ITO 
 

Les dépôts sont réalisés sur des lamelles d’ITO provenant de chez SOLEMS. Ces 

dépôts d’ITO sont réalisés par pulvérisation cathodique magnétron sur verre de 1,1cm 

d’épaisseur. La couche d’ITO est d’environ 1000 Å pour une résistance carré de 30 à 50 Ω. 

  Plasma Erosion de la cible 
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Les substrats sont nettoyés de manière systématique par un procédé chimique dans des 

bains à ultrasons successifs d’acétone pendant 10 min, d’éthanol pendant 5 min et d’eau bi 

distillée pendant 5 min. Ensuite pour faciliter l’accroche de la couche de a-CNx un décapage 

ionique est réalisé pendant 30 s à 100 W (-350 V) à cause de la polarisation du substrat par un 

générateur Radio Fréquence (RF). 

II.2.4.3 Condition de dépôts de a-CNx sur verre/ITO 
 

Le réacteur de dépôts utilisé au LISE est le modèle MS 300S de PLASSYS S.A 

(France). L’enceinte est en acier inoxydable de diamètre 320 mm et de hauteur 250 mm.  La 

cible, circulaire de diamètre 75 mm et d’épaisseur 5 mm, est composée de carbone graphite de 

pureté 99,999 %. Le bâti possède deux alimentations ; une alimentation RF de 300 W ENI 

reliée au porte substrat, et une alimentation DC 1000 W (générateur Advanced Converter MP-

1) pour la cible carbone/cathode. 

 Les dépôts sont réalisés avec une pression de gaz totale de 0,4 Pa dans l’enceinte. 

Dans notre cas, le plasma est constitué d’un mélange d’argon et d’azote, la pression partielle 

d’azote variant de 0% à 30%. La puissance appliquée par le générateur DC à la cible est de 

200 W pendant 20 minutes pour tous les échantillons (sauf mention contraire).  

Par la suite, les protocoles P3, P7, P15, P0 et P30 seront définis comme indiqué dans 

le Tableau II-1 : 

Nom Pression totale 

(Pa) 

Pression partielle de N2 

dans le plasma 

Puissance du 

dépôt (W) 

Temps de  dépôts 

(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 

P0 0,4 0% 200 20 

Tableau II-1 : Protocoles de dépôts des films de a-CNx sur verre/ITO par pulvérisation cathodique utilisé 
dans cette thèse. 

II.2.5. Fabrication des électrodes de a-CNx sur verre/ITO 
 

Sur la face où le a-CNx est déposé un disque de polystyrène de diamètre 6 mm et de 

hauteur de 4 mm est collé. Ce disque nous permet d’avoir des électrodes de surface constante 

(0,282 cm²) et aussi d’éviter la distribution des courants primaires. Par la suite, les bords de 

l’électrode ainsi que le pourtour de la face avec le a-CNx sont isolés pour que seul le disque 
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défini soit en contact avec l’électrolyte. Cette isolation est réalisée avec de la résine époxy. 

L’électrode est connectée au niveau de la zone non recouverte de a-CNx. Le courant passe 

donc à travers la couche d’ITO et arrive par-dessous la couche de a-CNx au niveau du puits 

(Figure II-12). 

 
 

 
 

Figure II-12 : Géométrie des électrodes de travail pour les tests électrochimiques. a) Vu de dessus. b) Vu 
de profil. 
 

II.3.  Principe d’analyse des dépôts 

II.3.3. Spectrométrie photoélectronique X (XPS : X-Ray 
Photoelectron Spectrometry) 

II.3.3.1 Principe 
 

La spectrométrie de photoélectrons induits par rayons X est une technique d’analyse 

qui permet la détermination de la composition ainsi que la nature des éléments chimiques 

présents dans l’extrême surface du matériau étudié.  

Lors de l’analyse XPS, des photons X monochromatiques (Al Kα ou Mg Kα) 

bombardent l’échantillon à analyser. Chacun de ses photons possède une énergie hν. Suite à 

cette irradiation, l’énergie cinétique des électrons photo émis est mesurée. Dans le cas où 

l’énergie de liaison de l’électron est inférieure à l’énergie du photon X, celui-ci est absorbé et 

un photoélectron est éjecté avec une énergie cinétique Ec (Figure II-13).  
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Figure II-13 : Diagramme énergétique de la photoémission. 
 

L’énergie de liaison de cet électron est alors directement accessible par application de 

la conservation d’énergie après mesure de Ec. 

El= hν- Ec. Equation II-32 

avec El , l’énergie de liaison en Joule. 

Ec, l’énergie cinétique électronique en Joule. 

h, la constante de Planck en Joule.s. 

ν, la fréquence de radiation en s-1. 

 Les spectres XPS présentant les énergies de liaisons des électrons de cœur sont 

caractéristiques de la nature de l’atome. Ceci permet donc d’identifier l’élément chimique. 

L’XPS détecte tous les atomes possédant des niveaux de cœur (c'est-à-dire tous sauf 

l’hydrogène et l’hélium). 

 Le photoélectron peut subir des interactions inélastiques lors de son transfert vers la 

surface à travers le solide. La distance que peut parcourir le photoélectron entre deux chocs 

inélastiques est le libre parcours moyen (λ). Celui-ci dépend de l’énergie cinétique de 

l’électron et des propriétés du matériau (densité, composition). λ limite donc l’épaisseur qu’il 

est possible d’analyser. De ce fait, cette technique est une méthode d’analyse de surface non 

destructive. 

 L’XPS est une méthode d’analyse chimique. En effet, les niveaux de cœur réagissent à 

la modification de leur environnement électronique, l’énergie de liaison varie donc de façon 

significative selon cet environnement. Cette variation, appelée déplacement chimique, est 
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caractéristique du type et du nombre d’atomes lié à l’atome émetteur. Ce déplacement 

chimique permet d’avoir des informations sur la nature des liaisons, le degré d’oxydation et 

d’identification des composés. 

II.3.4. Microscopie à force atomique 
 

La microscopie à force atomique AFM  (atomic force microscope) permet de 

visualiser la topographie d’une surface d’échantillon. Les images en trois dimensions sont 

obtenues par balayage d’une surface à l’aide d’une pointe dure ou sonde. Cette microscopie 

permet également des mesures de conductivités locales [13], [14]. Plusieurs modes d’AFM 

existent suivant l’application : mode contact, non contact, tapping et current-sensing. 

II.3.4.1 Principe 
 

Le principe physique de cette technique est basé sur la mesure des forces d’interaction 

s’exerçant entre deux corps en fonction de leur distance de séparation. Dans un AFM, 

l’échantillon à analyser est déplacé dans les trois dimensions à l’aide d’une céramique 

piézoélectrique. Le microscope est constitué de la pointe de dimension nanométrique montée 

sur un microlevier souple. Ce système peut être assimilé à un système masse-ressort de 

raideur k très faible, ce qui lui permet d’être sensible aux faibles variations des forces 

d’interactions. La détection des déformations (déflexions ou frictions) est mesurée par un 

faisceau laser. Celui-ci est réfléchi par la face arrière du microlevier à travers une photodiode 

à quatre cadrans. Ces déformations se traduisent par la déviation du faisceau par rapport à une 

position de référence. Ce procédé est répété pour différentes positions verticales aboutissant à 

la construction d’une image tridimensionnelle. La position de l’échantillon par rapport à la 

pointe, entre chaque position, est réalisée grâce à une boucle d’asservissement (contre 

réaction). Les différents éléments constituant un microscope à force atomique sont référencés 

dans la Figure II-14. 
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Figure II-14 : Schéma d’un AFM. 
 

 Les forces mises en jeu dans cette microscopie sont dues aux interactions qui existent 

entre deux atomes non liés. Ces forces d’interactions peuvent être des forces de Van der 

Walls, de capillarité, d’adhésion, magnétique ou électrostatique. A grande distance, les forces 

attractives de Van der Walls prédominent tandis qu’à faible distance ce sont les forces 

répulsives qui sont prépondérantes. 

II.3.4.2  Mode de fonctionnement 
 
 Plusieurs modes de fonctionnement existent selon la distance séparant la pointe de 

l’échantillon : le mode contact, non-contact et mode tapping. Ces différents types de 

fonctionnement permettent de mesurer différents types de forces. De plus, ces modes de 

fonctionnement non pas les mêmes applications. 

Le mode contact permet d’obtenir directement la topographie de la surface. Dans ce 

cas, la force exercée sur le microlevier supportant la pointe est maintenue constante et est 

proportionnelle à la déflexion du levier qui sera la grandeur mesurée. Dans ce mode, des 

forces de frottements importantes sont induites entre la pointe et la surface de l’échantillon. 

Cette technique limite donc le type d’échantillon que l’on peut analyser. En effet, ces forces 

de frottement peuvent dégrader les échantillons constitués de matière molle ou bien dégrader 

la pointe AFM si l’échantillon présente un caractère abrasif. Dans ce cas la pointe n’est pas en 

contact avec la surface (mode non contact) l’analyse des forces de longues portées sont de 
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type magnétique ou électrostatique. Dans le mode tapping, la sonde est au contact de la 

surface de manière intermittente. Le microlevier oscille à une fréquence fixée. Cette technique 

permet de limiter les forces de frottement appliquées sur l’échantillon par rapport au mode 

contact, car le temps de contact est relativement court. 

Un autre type de mode de fonctionnement de l’AFM est le mode « Current –Sensing » 

(CS-AFM). Il résulte du couplage du mode contact de l’AFM avec un dispositif de mesure 

électrique nécessitant l’utilisation d’une pointe conductrice [15]. Ce mode permet une 

caractérisation électrique des surfaces conductrices. Pour cela, un bias est appliqué entre 

l’échantillon et la sonde AFM. Le courant qui traverse le contact pointe/échantillon est alors 

enregistré pour chaque position durant le balayage de la pointe. Des courbes représentant le 

potentiel en fonction du courant mesuré peuvent alors être enregistrées. 

 

II.3.4.3 Appareillage 
 

L’équipement AFM utilisé au LISE est de marque Molecular–Imaging (baxse Pico 

SPM-LE). Celui-ci est composé d’un nez AFM spécifique fabriqué au LISE, d’un scanner 

large zone (100x100 µm2) ou petite zone (10x10 µm2) et d’un contrôleur (Picoscan SPM 

2100). L’ensemble est piloté par le logiciel PicoScan 5.3.2. 

Les sondes pour le mode contact sont constituées de silicium Si3N4 et sont formées des 

4 cantilevers triangulaires (deux petits et deux grands). Les données des cantilevers sont 

notées dans le Tableau II-2. 

cantilever Longueur  (µm) largeur (µm) Epaisseur (nm) Constante de raideur (N.m-1) 

grand 200 28 600 0,08 

petit 100 13,5 600 0,32 

Tableau II-2 : Valeurs des dimensions et des constantes de raideur des cantilevers. 
 
 Ces sondes sont recouvertes d’une couche de chrome/or sur la face arrière afin de 

permettre la réflexion du faisceau laser. La couche de chrome sert d’accroche pour la couche 

d’or. 



Chapitre II- Techniques expérimentales 
 

 73 

Les pointes CS-AFM sont revêtues d’une couche conductrice constituée d’un alliage 

PtIr5 (l’iridium est présent à 5% dans l’alliage). Cette sonde comporte un cantilever 

rectangulaire de 225 µm de longueur, 28 µm de largeur et 3 µm d’épaisseur (valeurs 

indicatrices données par le fournisseur) de constante de raideur de 1,2-5,5 N/m. Pour 

l’application CS-AFM, des nez CS-AFM donnant accès à des gammes de courant plus large 

ont été élaborés au laboratoire par l’électronicien et le mécanicien du laboratoire. Ces nez 

offrent des gammes de courant de  ± 100 nA et ± 1µA contrairement 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 fenêtre de polarisabilité et une réactivité 

électrochimique modulable. Le a-CNx peut être utilisé pour plusieurs applications. En effet, le 

a-CNx peut servir de matériau d’électrode pour la détection sur puce ou comme interface 

idéalement polarisable pour le contrôle du flux électroosmotique. 

Ces deux utilisations ne nécessitent pas les mêmes propriétés des matériaux. Dans le cas 

de l’utilisation comme électrode, le a-CNx doit avoir une large fenêtre de potentiel et la 

meilleure réactivité électrochimique possible. Dans le cas de l’utilisation comme l’interface 

polarisable, le a-CNx doit avoir une grande fenêtre de potentiel. La modulation du flux à 

l’aide de l’interface polarisable dépend de la conductivité de celle-ci. Une bonne réactivité 

électrochimique n’est pas nécessaire.  

Les films de a-CNx sont déposés sur des couches d’ITO. Ces substrats permettent d’avoir 

une sous couche d’accroche du CNx transparente et conductrice. La transparence des dépôts 

sur ITO permettra d’utiliser une technique de détection optique et électrochimique. De plus, 

l’utilisation d’une sous couche conductrice permet d’avoir des conductivités des films 

suffisantes pour pouvoir contrôler le flux électroosmotique [1].  

III.1.  Caractérisations microstructurales des couches de a-CNx 
 

La stoechiométrie des films de a-CNx ainsi que leurs teneurs relatives en sites Csp2 et 

Csp3 sont déterminées par XPS. En effet, la composition des films est un paramètre influant 

sur les propriétés électrochimiques des films. Cette réactivité électrochimique dépend de leur 

structure chimique et notamment du nombre de liaisons CN sp3. En effet, des études réalisées 

par Cachet et al. ont montré que les liaisons sp3 agissent comme des sites isolants [2][3]. Nous 

avons entrepris une caractérisation XPS des films de a-CNx déposés à l’aide des quatre 

protocoles présentés dans la partie II.2.2.3. 

III.1.3.  Spectroscopie de photoélectrons X (XPS) 
 

Les analyses XPS ont été réalisées sur les échantillons préparés avec quatre pressions 

partielles dans le plasma (3, 7, 15 et 30%). La Figure III-1 montre les spectres XPS des 

couches minces selon la pression partielle d’azote dans le gaz. Ces spectres sont composés de 

pics superposés à un signal de bruit de fond attribuable aux photoélectrons ayant perdu de 

l’énergie après des chocs inélastiques. Les pics sont identifiés à partir de l’énergie à laquelle 

ils se trouvent. Les électrons, issus de la couche 1s des atomes d’oxygène, sont situés autour 
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de 536 eV, ceux des couches 1s de l’azote et du carbone sont respectivement situés à 400 eV 

et 282 eV (Figure III-1). 
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Figure III-1 : Spectre général des films minces a-CNx déposés sur verre/ITO par pulvérisation cathodique 
DC selon différents protocoles. (a) P3. (b) P7. (c) P15.  (d) P30. 
 

La présence de l’oxygène est vraisemblablement due à deux raisons. La première étant 

la mise à l’air des échantillons entraînant des réactions avec l’eau et l’oxygène de l’air. La 

seconde étant l’oxygène présent en très faible quantité dans les gaz du dépôt dont la pureté est 

supérieure à 99,998% pour l’argon et supérieure à 99,995% pour l’azote. 

III.1.3.1 Détermination du taux d’azote incorporé en surface 
 

L’XPS  permet de déterminer le taux d’azote à la surface des différentes couches de a 

- CNx pour les différents pourcentages en pression partielle d’azote dans le plasma (3%, 7%, 

15%, 30%). Pour cela, chaque pic est isolé, et le fond continu est soustrait en utilisant la 

méthode de Shirley [4]. La composition chimique de la surface de la couche  est déterminée 
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par l’aire des pics pondérée en utilisant les coefficients de Scofield liés à la nature des 

éléments [5]. 

Le Tableau III-1 montre les pourcentages calculés d’azote, d’oxygène et de carbone 

dans les couches de a-CNx en fonction de la pression partielle P(N2) dans le plasma. 

 

P(N2) % O N C 

3 3,9 11,4 84,6 

7 3,7 17,0 79,2 

15 3,6 24,8 71,6 

30 4,3 28,8 66,9 

Tableau III-1 : Valeurs des pourcentages atomiques calculés d'azote, d'oxygène et de carbone dans les 
films minces selon les protocoles P3, P7, P15 et P30. 
 

Le pourcentage d’oxygène dans le film mince ne dépend pas de la pression partielle 

d’azote dans le gaz. D’autre part, le pourcentage d’azote dans le film augmente de façon non 

linéaire avec la pression partielle d’azote dans le gaz, tandis que le pourcentage de carbone 

diminue de façon non linéaire.  

Les données XPS permettent de déterminer la stœchiométrie des films minces en 

considérant le rapport du pourcentage d’azote dans le film divisé par la somme des 

pourcentages d’azote et de carbone dans le film (Tableau III-2). 

 

P3 P7 P15 P30 

a-CN 0.12 a-CN 0.18 a-CN 0.26 a-CN 0.30 

Tableau III-2 : Stoechiométrie des films minces en fonction du type de protocole de dépôts. 
 

L’évolution de la quantité d’azote incorporée en surface en fonction de la pression 

partielle dans le plasma est tracée et celle-ci n’est pas directement proportionnelle à la 

pression partielle dans le plasma (Figure III-2). Ce résultat a également été observé sur des 

dépôts de CNx déposé par pulvérisation magnétique radiofréquence sur des substrats de 

silicium dopé n [6]. Cependant, les films minces de a-CNx contiennent plus d’azote atomique 

dans le film pour tous les pourcentages d’azote par rapport à ceux réalisés au LPCM 

d’Amiens [6]. Cette différence peut être attribuée à la présence d’hydrogène dans ces films 

cependant celle-ci n’a pas été quantifiée. Les techniques de pulvérisation sont également 

différentes, une pulvérisation radiofréquence dans le cas des dépôts réalisés par Lagrini et al. 

et en courant continu dans notre cas. Cependant, d’autres analyses réalisées au laboratoire sur 
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CNx/Si dopé n sans radiofréquence et sur CNx/Si intrinsèque avec radiofréquence ont montré 

une stoechiométrie identique [7]. On peut donc supposer que la différence de stoechiométrie 

observée entre nos expériences et celles réalisées au LPCM est due à la présence d’hydrogène. 

0 5 10 15 20 25 30
0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

 

 

In
co

rp
or

at
io

n 
de

 l'
az

ot
e 

da
ns

 le
 fi

lm
%

N
/(

%
N

+
%

C
)

% N2 dans le plasma - P(N
2
)

 
Figure III-2 : Variation de l'incorporation dans le  film en fonction de la pression partielle de N2 dans le 
gaz pour les protocoles P3, P7, P15 et P30. 
 
 La variation que nous trouvons est conforme aux résultats d’études précédentes sur 

d’autres substrats. Ainsi, la non linéarité de la courbe traduit deux régimes d’insertion de 

l’azote. L’insertion d’azote dans les films se fait par remplacement des atomes de carbone 

dans les agrégats graphitiques [7]. 

III.1.3.2 Exploitation des spectres XPS  

III.1.3.2.1 Niveau Carbone 1s 
 
 

Les spectres C1s des quatre échantillons indiquent une augmentation de la largeur de 

pic lorsque la pression partielle de N2 dans le gaz augmente (Figure III-3). 
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Figure III-3 : Spectres XPS C1s selon le protocole de dépôts. a) P30. b) P15. c) P7. d) P3. 
 

La déconvolution du pic en 3 gaussiennes permet de déterminer la contribution des 

différents types de liaisons dans le film (Tableau III-3). Une énergie de liaison de 288 eV 

correspond à une liaison C-N dans des configurations non aromatiques C2N2 ou Sp3CN, 286 

eV pour une liaison C-C*=N et 284 eV pour une liaison C-C ou C=C [8–12]. 

 

Pression 

partielle de N2 

dans le gaz  

(en %) 

Aire en %  pour une 

énergie de liaison 288 eV 

C-N 

(en %) 

 

Aire en %  pour une énergie 

de liaison 286 eV 

C-C*=N (en %) 

 

Aire en %  pour une 

énergie de liaison 

284 eV  

C-C ou C=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 III-3 : Aire correspondante aux différents types de liaisons selon la pression partielle de N2  dans 
le mélange de pulvérisation pour les protocoles P3, P7, P15 et P30. 
 

Une augmentation du pourcentage de liaison carbone-azote et une diminution du 

pourcentage de liaison Carbone-Carbone est observée avec l’augmentation de la pression 

partielle d’azote dans le film. Avant d’atteindre une pression partielle d’azote dans le film de 

15%, les liaisons carbone-carbone sont majoritaires dans les films tandis qu’après 15% les 
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liaisons dans les dépôts de a-CNx sont en majorité des liaisons carbone azote. Les liaisons 

carbone azote dans les dépôts de a-CNx sur ITO sont principalement des liaisons C-C=N* 

tandis que les simples liaisons carbone-azote sont minoritaires.  

III.1.3.2.2 Niveau Azote 1s 
 

La contribution des différentes liaisons est également étudiée pour le pic N1s (Figure 

III-4). Les courbes intensité en fonction de l’énergie de liaison sont déconvoluées avec 3 

gaussiennes de centre 398,6 ; 400,6 ; et 402,5 eV. Les gaussiennes de centre 398,6 eV et 

400,6 eV sont respectivement nommées N1 et N2. 
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Figure III-4 : Spectres XPS N1s selon le protocole de dépôts. a) P30. b) P15. c) P7. d) P3. 
 

L’énergie de liaison de 398,6 eV correspond à une liaison Nsp3 non aromatique et 

C≡N, 400,6 eV pour une liaison N=C et 402,5 eV pour une liaison N-O (Figure III-4)  [8–12]. 

La formation des liaisons nitrile (C≡N) entraîne une cassure dans la structure graphitique. 
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Pression partielle 

azote dans le gaz 

(en %) 

Aire en %  pour une 

énergie de liaison 

398.6eV Nsp3 et C≡N 

Aire en %  pour une 

énergie de liaison 

400.6 eV N=C 

Aire en %  pour une 

énergie de liaison 

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 III-4 : Aire correspondante aux différents types de liaisons pour les protocoles P3, P7, P15 et P30. 
 

La présence d’une liaison N-O confirme la présence  d’oxygène dans les dépôts. 

D’autre part, une variation du rapport N1/N2 est observée contrairement aux dépôts de a-CNx 

contenant de l’hydrogène où le rapport N1/N2 est constant [13] (Tableau III-5). Hammer et 

al. ont également observé un rapport N1/ N2 qui diminue avec le pourcentage d’azote dans les 

films déposés par faisceaux d’ions tandis que Darradji et al. ont trouvé un ratio N1/ N2 qui 

augmente avec le pourcentage d’azote dans les films déposés par pulvérisation magnétique 

radiofréquence [10][14]. Alibart et al. ont comparé les propriétés de films de a-CNx déposé 

selon trois techniques : la pulvérisation radiofréquence, la pulvérisation en courant continu et 

en courant continu pulsé. Cette étude a montré une incorporation d’azote différente selon la 

technique (selon la vitesse de bombardement des ions) [15]. 

 

la pression partielle azote 

dans le gaz (en %) Rapport N1/N2 

3 1,11 

7 1,24 

15 1,41 

30 1,70 

Tableau III-5 : Rapport N1/N2  selon la pression partielle de N2 dans le mélange de pulvérisation pour les 
différents protocoles. 
 

D’autre part, pour savoir si la couche de CNx recouvre bien l’ensemble de la surface, 

il peut être utile de contrôler l’absence du pic correspondant au Sn3d. Pour l’ensemble des 

échantillons analysés, aucun pic du Sn n’est visible par XPS.  
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III.1.4.  Caractérisation des films par microscopie électronique 
(SEM-FEG) 

 
Des analyses sont réalisées pour déterminer l’épaisseur des couches de CNx sur ITO.  

Les coupes des 4 dépôts sont représentées sur la Figure III-5. Sur chaque image, la zone la 

plus foncée correspond à la couche a-CNx, sous cette zone en gris plus clair se trouve la 

couche d’ITO puis encore en dessous se  trouve le verre. Pour tous les dépôts, les couches de 

CNx et d’ITO sont observées mais aucune couche intermédiaire n’est visible contrairement à 

l’expérience de Fu et al. sur des dépôts de a-CN0,05 sur Si(100) [16]. D’autre part, la couche 

d’ITO est d’environ 100 nm. Le léger décapage ionique précédant les dépôts de a - CNx 

n’affecte donc pas l’épaisseur de la couche d’ITO. 

 

 
 

 
 

Figure III-5 : Coupe d'une électrode de a-CNx déposée sur verre/ITO  a)P3. b) P7. c) P15. d) P30. 
 

Les épaisseurs des films minces de a-CNx sont déterminées pour chaque pression 

partielle de N2 dans le plasma et en fonction du pourcentage atomique d’azote dans le film 

(Figure III-6). Une augmentation de l’épaisseur de la couche de CNx est observée en fonction 

de l’augmentation de la pression partielle d’azote dans le gaz. On peut supposer que cette 

augmentation d’épaisseur avec le taux d’azote est due à la formation de groupement plus 

volumineux (Csp3 plus volumineux que Csp2) ou à la création d’une porosité à l’échelle 

atomique par rupture de chaînes à cause de la formation de groupements nitriles [7]. 
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% azote dans plasma Valeur de x dans les films de a-CNx Épaisseur (nm) 

0 0 170 

3 0,12 215 

7 0,18 260 

15 0,26 320 

30 0,30 472 
 
Figure III-6 : a) Variation de l'épaisseur en fonction de la pression partielle en N2 en % b) Variation de 
l'épaisseur en fonction du % atomique d’azote dans le film c) Tableau des valeurs d'épaisseur mesurées, 
pour les protocoles P3, P7, P15 et P30. 
  
  

III.1.5.  Caractérisation par microscopie à force atomique (AFM) 
 

Les images SEM-FEG nous montrent que pour toutes les pressions partielles de N2 

dans le gaz les couches de CNx sont assez lisses et homogènes. Les mesures SEM-FEG ne 

possèdent pas la résolution suffisante pour avoir la rugosité de nos dépôts de a-CNx. 

L’influence du taux d’azote sur la rugosité, sur la morphologie des films ainsi que sur leurs 

conductivités électriques locales a été étudiée par AFM. 

III.1.5.1 Propriété de rugosité des substrats 
 

Les images des films obtenus en mode contact pour une surface analysée de 4 µm2 

montrent que les films de a-CNx présentent un aspect granuleux régulier (Figure III-7). Une 

vue en coupe est présentée avec l’image de topographie pour le protocole P3. Les images pour 

les protocoles P7, P15 et P30 sont identiques. Les zones très claires représentent des points de 

hauteur plus importante, cependant ces points sont peu nombreux et ont une hauteur 



Chapitre III- Caractérisation des dépôts de a-CNx sur ITO 
 

 88 

relativement faible. A titre de comparaison, une surface d’ITO seul et une surface de carbone 

à P(N2) = 0 sont analysées. 

 
Figure III-7 : Topographie des films de a-CNx sur ITO P3 avec une vue en coupe. 
 

Les valeurs de rugosité pour les films figurent dans le Figure III-7. 

 

Pourcentage N2 dans le plasma 0 3 7 15 30 ITO  

Rugosité RMS (Ǻ) 14,30 20,37 25,77 35,79 32,31 8,35 

Tableau III-6 : Rugosité en fonction du pourcentage atomique d'azote dans le film pour des dépôts 
correspondant aux  protocoles P0, P3, P7, P15,P30 et ITO nu. 
 

 La rugosité moyenne est tracée en fonction du pourcentage d’azote dans le film avec 

une barre d’erreur à 5%. La rugosité dépend bien du pourcentage d’azote dans le film avec 

une augmentation de celle-ci jusqu’à des dépôts avec une stoechiométrie de 0,26 

(P(N2)=15%) puis une légère diminution de celle-ci (Figure III-8). 
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Figure III-8 : Rugosité en fonction du pourcentage atomique d'azote dans le film pour des dépôts réalisés 

avec les protocoles P3, P7, P15 et P30, en rouge la valeur de rms pour l’ITO nu. 
 

On n’observe pas de corrélation directe entre le pourcentage d’azote dans le film et la 

rugosité contrairement aux études sur d’autres substrats. Dans le cas des dépôts de Lagrini et 

al. la rugosité des couches a-CNx est une fonction linéairement croissante en fonction de la 

pression partielle d’azote, comportement typique d’une croissance planaire et non en îlots 

[13]. Cette courbe non linéaire en fonction du taux d’azote  traduit un mécanisme complexe 

de l’influence du taux d’azote  sur la croissance des films. Par rapport aux dépôts faits sur Si 

dopé « p » ou Si intrinsèque au laboratoire, les rugosités de nos films sont aussi différentes. 

En effet, les valeurs obtenues sur ces substrats sont de 3 à 5 fois inférieures pour le silicium 

dopé p et de 1,2 à 6 fois inférieures pour le silicium intrinsèque [7]. Ceci confirme que la 

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

III.1.5.2 Conductivité électrique locale des films de a-CNx 
 

La conductivité électrique locale relative des dépôts de a-CNx a été déterminée par CS-

AFM. Cette conductivité des films est déterminée pour la future application des films de a-

CNx comme interface polarisable. En effet, la longueur de contrôle dépend de la résistance 

électrique de l’interface polarisable. Les courbes courant-tension sont enregistrées entre -5 et 

5 V ou entre -1 V et +1 V et présentent une allure symétrique par rapport à l’offset (de - 0,1 

V). Une saturation de la gamme de courant est observée pour les dépôts avec un pourcentage 

de N2 dans le plasma de 3 et 7 %. De plus, lorsque le pourcentage d’azote augmente dans le 
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plasma une diminution du courant mesuré est observée pour une même gamme de potentiel. 

Les courbes représentées correspondent aux courbes « up », c'est-à-dire à un balayage des 

potentiels négatifs vers les potentiels positifs  (Figure III-9). 
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Figure III-9 : Courbes courant-tension obtenues par CS-AFM sur des dépôts a-CNx sur ITO pour 
différents protocoles a) P3. b) P7. c) P15. d) P30. A gauche la courbe complète et à droite un 
agrandissement à faible bias. 

 

Pour déterminer la conductivité locale à partir de ces courbes, la pente proche de l’offset 

est calculée et multipliée à la constante de cellule L/S.  

ep

f

S

L
pente

−

⋅=σ
 

Equation III-1  

 

Dans le cas de ces manipulations, Lf correspond à l’épaisseur du film tandis que Sp-e 

correspond à la surface de contact entre la pointe et l’échantillon. L’aire de contact est 

calculée en utilisant la théorie de Herz applicable entre deux contacts rigides [17–19] : 

32

* 



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E
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A tipc

c
 

Equation III-2  

 

Avec Rtip, le rayon de courbure de la pointe AFM (donné par le fournisseur : environ 15 nm), 

Fc, la force qui mesure la raideur du contact, 

E*, le module d’élasticité réduit calculé à l’aide la formule suivante : 







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Equation III-3  
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Avec, Etip et  Efilm respectivement les modules d’élasticité (module de Young)  des matériaux 

de la pointe et du film. 

νtip et νfilm, respectivement les coefficients de Poisson des matériaux de la pointe et du film. 

Les valeurs des modules d’élasticité ainsi que des cœfficients de Poisson sont référencés dans 

le Tableau III-7. 

 Fc est la somme de plusieurs forces : 

- la force appliquée par la pointe AFM sur l’échantillon, calculable à partir de la 

constante de raideur du cantilever et de sa déflexion, 

- la force d’adhésion qui dépend des conditions électriques, chimiques, physiques et 

environnementales du contact.  

La force d’adhésion est négligeable par rapport à la force appliquée estimée à 40 nN. 

 

Matériau Module d’élasticité (GPa) Coefficient de Poisson 

Platine [17] 170 0,39 

CNx[20–22] 47-822 0,26 

Tableau III-7 : Valeurs des coefficients de Poisson et des modules d'élasticité pour différents matériaux. 
 

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

(Efilm = 435 GPa), l’aire de contact est estimée à 6,7 nm². 

  Les valeurs des pentes et des coefficients de corrélation R² figurant dans le Tableau III-8 
ont été obtenues à partir de la Figure III-9 : Courbes courant-tension obtenues par CS-AFM sur des 
dépôts a-CNx sur ITO pour différents protocoles a) P3. b) P7. c) P15. d) P30. A gauche la courbe complète 
et à droite un agrandissement à faible bias. 
. Les valeurs des pentes sont déterminées dans la zone linéaire de part et d’autre de l’offset. 

Dans le cas du protocole P30, la droite est tracée pour les points compris entre -0,3 et +0,1V, 

et pour P15 de  -0,15 et +0,15 V. Dans le cas de P7 et P3, les courbes présentent des droites 

de pentes très importantes, seulement quelques points de la courbe autour de l’offset sont 

considérés. 

 

% N2 dans le plasma Pente en nA/V R² 

30 23,6 0,996 

15 2642,8 0,996 

7 671990 0,939 

3 324122 (1) 
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Tableau III-8 : Valeurs des pentes proche de l'offset et leurs cœfficients de corrélation pour différents 
dépôts de a-CNx sur ITO avec les protocoles P3, P7, P15 et P30. 
  
 Les valeurs de pente augmentent rapidement avec le pourcentage d’azote dans le 

plasma. Ces valeurs nous permettent donc de déterminer une conductivité électrique locale 

relative à l’aide de l’équation III- 1 (Tableau III-9) : 

 

% N2 dans le gaz de 

pulvérisation 

Valeur de x dans les 

films de a-CNx 

Epaisseur 

(nm) 

Conductivité électrique 

(S.cm-1) 

30 0,3 472 15 

15 0,26 320 1250 

7 0,18 260 6,8.104 

3 0,12 215 1,3.105 

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

 Les valeurs des conductivités sont comprises entre une dizaine de S.cm-1 à 105 S.cm-1. 

Une diminution d’un facteur 104 est observée avec l’augmentation du pourcentage d’azote 

dans le film de 0,12 à 0,3. 

Pour vérifier la contribution de l’ITO à cette valeur de conductivité, la même expérience 

est réalisée sur des dépôts sans azote dans le plasma et sur ITO nu. Les valeurs de 

conductivités varient sur une large plage de valeurs allant de 1900 S.cm-1 à 31800 S.cm-1 pour 

une moyenne de 25000 S.cm-1. 

La conductivité est tracée en fonction du pourcentage d’azote dans le film (Figure III-

10).  
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Figure III-10 : Variation de la conductivité électrique locale en fonction du taux d'azote dans le film pour 
des dépôts de a-CNx sur ITO réalisés avec le protocole P3, P7, P15 et P30. 

 

La conductivité des films de carbone amorphe est dans le même ordre de grandeur que 

celle des films de carbone amorphe azoté P3. De plus, les conductivités des films de a-C et de 

a-CNx sont beaucoup plus homogènes que celles obtenues sur les films d’ITO seul. La Figure 

III-11 montre la topographie, de déflexion et de friction des films de ITO nu ainsi que la 

conductivité du film. L’image de topographie montre une surface lisse relativement 

homogène (Figure III-11 a). Les zones sombres sur l’image de conductivité représentent les 

zones de conductivité de l’ITO les plus faibles. Aucune zone où la conductivité serait nulle 

n’a été observée (Figure III-11 d). Les 400 derniers nanomètres ne sont pas représentatifs de 

la conductivité de l’ITO, la pointe de CS-AFM doit être légèrement abîmée. Cette zone n’est 

pas à prendre en compte. 
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Figure III-11 : Image AFM 2 µm*2 µm d’un substrat d’ITO complète et vue en coupe. a) Topographie. b) 
déflexion. c) friction. d) Conductivité. 
 
 

D’autre part, la conductivité des films  ITO/a-CNx P3 est nettement supérieure à la 

valeur moyenne de la conductivité de l’ITO tandis que celle des films ITO/a-CNx P30 est 

inférieure à la valeur moyenne de la conductivité de l’ITO seul. 

On peut donc supposer que la décroissance de conductivité des films avec le 

pourcentage d’azote dans le plasma est due à l’azote. Cette décroissance des conductivités en 

fonction du pourcentage d’azote à également été observée par Demichelis et al. [23]. 

Pour observer l’influence de la sous-couche d’ITO sur la conductivité des films, les 

mêmes expériences sont réalisées pour des films de a-CNx (P3, P7, P15 et P30) déposés sur 

verre. Les résultats sont reportés sur la Figure III-12. 
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Figure III-12 : Variation de la conductivité électrique locale en fonction du taux d'azote dans le film, en 
noir pour des dépôts de a-CNx sur ITO réalisés avec le protocole P3, P7, P15 et P30, en bleu pour des 
dépôts de a-CNx sur verre. 
 

Une décroissance des conductivités est observée sur les films de a-CNx/verre cependant 

cette décroissance est nettement moins marquée que sur les films de a-CNx sur ITO. Entre la 

conductivité des films P3 et P30, une diminution d’un facteur supérieur à 104 est obtenue pour 

les films déposés sur ITO mais seulement d’un facteur 20 dans le cas du verre nu. L’ITO joue 

donc un rôle dans la conductivité des films. Deux explications sont alors possibles pour 

expliquer cette différence. Le courant peut passer par deux chemins dans le cas des films sur 

a-CNx/ITO (par l’ITO et par le a-CNx) ce qui n’est pas le cas sur verre. La deuxième 

possibilité est une différence dans la structure même du CNx lorsqu’il est déposé sur verre ou 

sur ITO.  

Cependant, la gamme des conductivités obtenue par CS-AFM semble très élevée. En 

effet, à titre de comparaison le Tableau III-10 répertorie les valeurs de conductivité électrique 

de quelques métaux. 
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Matériau Conductivité électrique (S.cm-1) 

Platine [24], [25] 8,9.104 

Au [24], [25] 0,45.105 

Ti [24], [25] 7,4.103 

Carbone amorphe (noir de carbone) [24], [25] 1,25-2.103 

Film a-CH [26–28] 10-2-10-10 

Film a-C[26] 10-1-10-5 

Film a-CNH [29], [30] 10-13-10-6 

Film a-CNx [6], [10], [14], [15], [23], [31–33] 10-10-102 

Tableau III-10 : Valeurs de conductivités électrique de quelques matériaux. 
 

Ces valeurs de conductivité sont beaucoup plus importantes que celles obtenues 

couramment pour les films de a-CNx. De plus, la valeur de conductivité obtenue pour le P15 

est dans le même ordre de grandeur que les valeurs de conductivité du noir de carbone. Cette 

procédure permet de donner une valeur relative. Les valeurs élevées de conductivité peuvent 

être dues à la signification que l’on donne au rapport L/S en CS-AFM. En effet, le terme L/S 

correspondrait à un tube de courant de longueur L et de section constante S, et donc à des 

lignes de courant parallèles. En réalité les lignes de courant divergent à partir de la zone de 

contact et donc ce terme est probablement plus faible que celui calculé d’où des valeurs 

surestimées de la conductivité. 

Les valeurs des conductivités sont également mesurées par la méthode à 4 pointes 

(méthode de Van der Pauw) (détail en Annexe). Dans le cas des mesures à 4 pointes sur le a-

CNx déposé sur ITO les contributions des deux matériaux sont prises en compte. La 

séparation  de chacune des contributions est donc délicate. Dans cette méthode, l’intensité et 

le courant sont mesurés, la résistance, R, est alors déterminée en appliquant la loi d’ohm. 

Cette mesure de résistance permet de remonter à la résistivité en multipliant la résistance 

par l’épaisseur du film et un facteur multiplicatif. 

53,4** RésistanceépaisseuréRésistivit =  
Equation III-4  

La conductivité peut alors être estimée en prenant l’inverse de la résistivité. Les valeurs 

de conductivité obtenues sont répertoriées dans le : Valeurs de conductivités électriques 

déterminées avec la méthode à 4 pointes et par CS-AFM pour les dépôts de a-CNx sur des 

substrats de verre et d’ITO. 
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Conductivité électrique (S.cm-1) 

Sur verre 

Conductivité électrique (S.cm-1) 

Sur ITO 

% N dans le film 

Méthode 4 pointes CS-AFM Méthode 4 pointes CS-AFM 

0,30 0,3 2300 749 15 

0,26 2,2 7200 944 1250 

0,18 5,7 1,25.104 1368 6,8.104 

0,12 5,9 2,2.104 1502 1,3.105 

0 - - 1557 1,2.105 

Tableau III-11 : Valeurs de conductivités électriques déterminées avec la méthode à 4 pointes et par CS-
AFM pour les dépôts de a-CNx sur des substrats de verre et d’ITO. 
  

Aucune dépendance linéaire des valeurs de conductivité de CS-AFM en fonction des 

valeurs des mesures 4 pointes n’est observée. Aucune correction des valeurs de CS-AFM à 

l’aide des valeurs 4 pointes ne peut donc être réalisée. Cependant, les valeurs de conductivité 

électrique obtenues par la méthode à 4 pointes varient de la même façon que celles obtenues 

par CS-AFM. L’ordre des valeurs obtenues par CS-AFM est donc bon. On peut aussi 

mentionner que la zone de contact peut subir un échauffement notable (grosses densités de 

courant) et que le transport électronique pour ces matériaux est thermiquement activé, d'où un 

décalage des conductivités apparentes vers le haut. 

 

III.2.  Propriétés électrochimiques 

III.2.3.  Détermination des conditions optimales pour les dépôts a-
CNx sur ITO 

III.2.3.1 Fenêtre de potentiel 
 

Les mêmes dépôts sont réalisés avec les protocoles P3, P7, P15 et P30 définis 

précédemment. L’analyse est dans un premier temps réalisée sans traitement particulier 

(activation) des échantillons. Les fenêtres de potentiel de chacune des électrodes sont 

enregistrées dans LiClO4 en voltammétrie cyclique à une vitesse de balayage de 50 mV/s 

(Figure III-13). 

Un pic d’oxydation et de réduction apparaît sur ITO nu ainsi que sur les dépôts P3 et 

P7 -0,5 V/ECS et -1 V/ECS respectivement. L’apparition de ce pic entraîne la détérioration de 
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la couche de CNx. Ce pic n’est pas observé sur les dépôts de 15% et de 30%. D’autre part, 

dans le cas de l’ITO nu, la partie immergée de l’ITO devient sombre et il n’y a plus de 

conduction entre la partie immergée et la partie non immergée. L’ITO, sans surprise, n’est 

donc pas inerte électrochimiquement. Des études ont montré que le SnO2 est sensible à une 

polarisation cathodique de l’ordre de -1V/ECS et se réduit sous forme d’étain [34]. La 

mauvaise tenue mécanique des dépôts de a-CNx sur ITO avec une faible pression partielle 

d’azote dans le plasma (inférieure à 7%) entraîne une détérioration du film. Les propriétés 

mécaniques des films de a-CNx sont liées au pourcentage d’azote dans le plasma. Gilvarry et 

al. ont montré que pour des films de a-CNx déposés par pulvérisation magnétron le stress et la 

dureté des dépôts sont diminués par l’incorporation d’azote dans les films, ce qui permet 

d’augmenter l’adhésion des films [35]. Les dépôts P3 et P7 sont donc plus durs que les dépôts 

P15 et P30 et ont donc une moins bonne tenue mécanique. Le potentiel ne devrait donc pas 

dépasser -1,5 V/ECS, impératif qui à pour inconvénient de limiter la fenêtre de potentiel. 
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Figure III-13 : Voltammogrammes dans LiClO4 0,5 M à 50 mV/s sur des électrode de a-CNx déposé sur 
ITO selon les différents protocoles a) ITO nu. b) P3. c) P7. d) P15. e) P30. 
  

La fenêtre de potentiel des films de a-CNx est déterminée dans une solution de LiClO4 

et de KCl. La solution de KCl a été choisie pour se mettre dans les mêmes conditions 

expérimentales pour l’étude des interfaces polarisables en Pont Wheastone Fluidique (PWF) 

de Plecis et al. [36] .Les modulations de flux électroosmotique sont plus importantes pour des 

solutions avec une faible force ionique. 
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Comme indiqué précédemment, la tenue mécanique des films P3 et P7 ne permet pas 

leur utilisation dans les solutions de KCl. En effet, les dépôts P3 et P7 se détériorent de la 

même façon que dans LiClO4.  Seuls les dépôts avec un pourcentage d’azote plus important 

ont donc pu être utilisés en solution (P15 et P30). La fenêtre de potentiel des dépôts P15 et 

P30 est étudiée par voltammétrie cyclique dans une solution de LiClO4 0,5 M et dans des 

solutions de KCl de quatre concentrations différentes (Figure III-14).  
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Figure III-14 : Voltammogrammes des dépôts de a-CNx (S = 0,282 cm²) dans une solution de LiClO4 0,5 M 
et dans KCl. a) P15. b) P30 c) LiClO4 0,5 M. d) KCl 0,1 M. e) KCl 0,2 M. f) KCl 0,5 M. g) KCl 1,0 M. à 50 
mV/s. 
 
 

Nous avons choisi comme limite de densité de courant pour déterminer la fenêtre de 

potentiel ±50 µA/cm², définie comme étant la fenêtre de polarisabilité. Les valeurs de ces 

fenêtres de polarisabilité sont répertoriées dans leTableau III-12. 

 
 KCl 0,1M KCl 0,2M KCl 0,5M KCl 1,0M LiCLO4 0,5M 

CNx 15% 2,85 V 2,64 V 2,63 V 2,60 V 3,00 V 

CNx 30% 2,80 V 2,64 V 2,60 V 2,60 V 2,70 V 

Tableau III-12 : Fenêtre de potentiel dans les différentes solutions pour des dépôts de a-CNx sur 
verre/ITO suivant les  protocoles P30 et P15. 
 

 Les dépôts P15 présentent une fenêtre de potentiel équivalente à celle des dépôts P30. 

La fenêtre est limitée par la réduction de H2 et par l’oxydation de l’eau  dans le cas de LiClO4 

ou des chlorures dans le cas de KCl. Cette large fenêtre de potentiel permet l’application de 

ces films comme électrode et comme interface « idéalement polarisable ». 

L’influence de la concentration en KCl sera explicitée au paragraphe III.2.2. 
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III.2.3.2 Prétraitement électrochimique 
 

Un prétraitement électrochimique est mis en œuvre pour augmenter la réactivité 

électrochimique des films de a-CNx. Le prétraitement électrochimique généralement utilisé 

consiste à faire des cycles de balayages de potentiel entre -1V et 0 V/ECS dans une solution 

de H2SO4 0,5 M, d’une durée de 5 à 10 minutes à une vitesse de balayage de 50 mV/ECS [2], 

[3]. L’augmentation de la réactivité électrochimique après activation électrochimique est due 

à la modification de la composition atomique en surface des films. En effet, avant traitement 

les analyses XPS ont montré un pourcentage en carbone et en azote de respectivement 87% et 

13%, ce pourcentage devient 91% en carbone et 9% en azote après traitement pour des dépôts 

sur Si [2]. L’étude complémentaire par spectroscopie d’impédance électrochimique sur des 

films de a-CNx déposés sur Si a montré une dépendance de la résistance de transfert de 

charge en fonction du prétraitement des électrodes. En effet, le prétraitement cathodique 

augmente la réactivité électrochimique [37].  

Dans un premier temps, nous avons donc repris ce même protocole d’activation pour 

les dépôts P15 et P30. 

Dans le cas d’une solution de H2SO4, il se produit durant l’activation une réaction de 

dégagement d’hydrogène à la surface de l’électrode. 

2H+ + 2e- 
� H2 Equation III-5  

 

La Figure III-15 montre le voltammogramme d’une électrode de a-CNx déposée sur 

ITO lors de l’activation électrochimique. 
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Figure III-15: Voltammogramme à 50 mV/s d’une électrode de a-CNx ayant subi le protocole P15 dans 
une solution de H2SO4 0,5 M. 

 
 

Lors de l’activation, un pic d’oxydation apparaît à -0,5 V/ECS caractéristique de la 

réponse de l’ITO. Une détérioration de la couche de CNx est également observée. 

L’activation ne peut pas être réalisée dans une solution d’acide sulfurique à cette 

concentration. Une expérience d’activation avec  une concentration moins importante en acide 

sulfurique (0,05 M) aboutit aux mêmes résultats.  Les expériences d’activation sont réalisées 

pour tous les protocoles et la même réponse est observée. En conclusion, l’activation des 

films minces n’est pas possible dans un milieu trop agressif comme une solution de H2SO4 

0,5M (pH = 0,3). 

III.2.4.  Etude dans KCl 
 

Dans cette partie nous cherchons à déterminer les variations des propriétés 

électrochimiques des dépôts P15 et P30 en fonction du potentiel par spectroscopie 

d’impédance électrochimique. Le domaine des potentiels explorés se situe autour du  potentiel 

de circuit ouvert Eoc, avec un pas de 100 mV. Les expériences sont réalisées avec les 

électrodes de a-CNx ayant subi le protocole P15 et P30 sans prétraitement électrochimique 

préalable dans 4 solutions de KCl (0,1 M/0,2 M/ 0,5 M/1,0 M). Les pH des solutions sont 

autour de 6,9. 

H2  ←   2H++2e- 
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III.2.4.1 Modélisation électrique de l’interface verre/ITO/a-
CNx/Electrolyte. 

 

Tamiasso-Martinhon et al. ont étudié la dépendance en potentiel de la capacité 

interfaciale en fonction du pH et du pourcentage atomique d’azote dans le film d’a-CNx 

déposé sur Si/Na2SO4 0,5 M. La variation de la capacité en fonction du potentiel passe par un 

maximum, celui-ci étant plus marqué dans le cas où la stoechiométrie en azote des films vaut 

0,3 [37].  

Dans notre cas, nous allons étudier, l’influence du potentiel sur la valeur des capacités 

pour deux stoechiométries en azote différentes (0,26 et 0,30) à un même pH mais pour 

différentes concentrations en électrolyte. 

 Les diagrammes sont simulés à l’aide du logiciel Simad et du circuit équivalent 

suivant (Figure III-16).  

                                                                      
Figure III-16 : Circuit électrique équivalent de l’ interface a-CNx. 
 
 
Dans ce circuit, RHF est la résistance haute fréquence, Rt est la résistance de transfert de 

charge et CPE est l’élément de phase constante correspondant à la capacité de double couche. 

L’expression globale de l’impédance Zg est : 

αω)()(1 jQR

R
RZ

t

t
HFg +

+=
 

 Equation III-6  

La qualité des simulations avec le logiciel Simad est évaluée de la façon suivante : l’erreur sur 

les mesures,σ, est imposée et un facteur de corrélation entre l’expérience et la théorie, χ², est 

obtenu.  

 

III.2.4.2 Spectroscopie d’impédance électrochimique pour les 
électrodes P15 dans KCl 

 
Une série de mesures d’impédance à différents potentiels (en partant des potentiels 

négatifs vers les potentiels positifs) est réalisée pour déterminer les paramètres du circuit 

RHF 

Rt 

CPE 
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équivalent de la Figure III-16 dont les résistances RHF et Rt  et le coefficient du CPE α et Q. 

Les Figure III-17 a et b représentent les diagrammes expérimentaux d’impédance en 

représentation de Nyquist et les simulations après ajustement des paramètres avec le logiciel 

Simad. Les simulations sont en pointillées tandis que les courbes expérimentales sont en trait 

plein. Pour toutes les électrodes, les expériences ont été réalisées dans 4 solutions de KCl en 

commençant par la solution la moins concentrée et en finissant par la plus concentrée. Pour 

chaque expérience trois spectres d’impédance sont mesurés à la suite à chaque potentiel. Les 

trois spectres obtenus sont superposables. 
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Figure III-17 : Diagramme de Nyquist expérimantaux (—) et ajustés (--) pour des électrodes a-CNx sur 
ITO protocole P15 dans KCl 1M (Eoc =-0,223 V/ECS) (■)-0,523 V/ECS, (▲)-0,423 V/ECS, (●)-0,323 
V/ECS,  (▼)-0,223 V/ECS, (����)-0,123 V/ECS, (x) -0,023 V/ECS, (◄)+0,023 V/ECS. a) Fenêtre entière b) 
Agrandissement. 
  
 La représentation en Nyquist montre des courbes peu incurvées pour les valeurs 

élevées de potentiel. Dans le cas des potentiels négatifs une boucle commence à apparaître 

avec des valeurs de Rt relativement importantes.  La boucle signifie qu’une réaction faradique 

de transfert de charge a lieu à l’interface. Cependant, aucune réaction faradique ne peut être 

due à la solution de KCl  dans cette gamme de potentiel. Le courant faradique est 

probablement dû à la réaction de réduction des traces d’oxygène encore présent dans la 

solution malgré le dégazage ou à la réduction de l’eau. La Figure III-14 a est retracée en 

présentant l’intensité en logarithme pour mieux comprendre d’où vient le courant faradique 

(Figure III-18). Cette représentation a le mérite de mieux visualiser les changements de 

pentes. 
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Figure III-18 : Courbes intensité-potentiel en représentation semi-logarithmique pour une électrode P15 à 
différentes concentrations en KCl. 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 différentes sont observées. La première pente 

allant du potentiel de i0 (minimum de la courbe) à environ -1,3V/ECS correspondant 

vraisemblablement à la réduction de l’oxygène et une pente plus importante pour des 

potentiels plus cathodiques correspondant à la réduction de l’eau. Le courant anodique 

correspondrait à priori à l’oxydation des chlorures présents en solution. Les pentes cathodique 

et anodique permettent respectivement de déterminer les coefficients de Tafel cathodique, βc, 

et anodique, βa. 

 Au potentiel E0, i0 = -i(O2) = i(Cl-), la valeur de la résistance de charge de charge 

globale est égale à : 

)(303,2
20

2

OCl

ClO

t i
R

ββ
ββ

−
=

−

−

 

 Equation III-7  

 

 Les valeurs déterminées graphiquement pour les coefficients de Tafel et pour i0 ainsi 

que pour la résistance de transfert de charge calculée à l’aide de l’équation III-7 sont listées 

dans le Tableau III-13. Les concentrations en oxygène dissous sont estimées à partir de la 

Figure III-14 : Voltammogrammes des dépôts de a-CNx (S = 0,282 cm²) dans une solution de 

LiClO4 0,5 M et dans KCl. a) P15. b) P30 c) LiClO4 0,5 M. d) KCl 0,1 M. e) KCl 0,2 M. f) 

KCl 0,5 M. g) KCl 1,0 M. en utilisant l’équation II-6, le coefficient de diffusion de l’oxygène 

étant de 2.10-5 cm².s-1. 
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concentration 0,1 M 0,2 M 0,5 M 1,0 M 

β(O2) -0,85 -1,3 -0,60 -0,78 

β(Cl-) 1,96 2,2 1,11 0,98 

i0 (10-6 A) 0,85 1,41 0,42 0,59 

Rt (104 Ω .cm²) 8,62 7,09 11,4 8,98 

[O2] 10-5 mol.L-1 4,6 5,1 1,5 1,5 

Tableau III-13 : Valeurs des coefficients de Tafel, de i0 et de la résistance de transfert de charge Rt en 
fonction de la concentration en KCl pour des électrodes P15. 
 
 Une concentration en oxygène dissout de l’ordre de 10-5 mol.L-1 est déterminée et les 

valeurs de Rt sont autour de 105 Ω .cm². Le courant faradique a donc pour origine la présence 

non négligeable d’oxygène dissous en solution. 

 
Les valeurs moyennes de la résistance à haute fréquence trouvées après ajustement des 

paramètres du circuit à l’aide du logiciel Simad sont présentées dans le Tableau III-14. 

 

concentration 0,1 M 0,2 M 0,5 M 1,0 M 

RHF (Ω.cm²) 55 43 29 25 

Tableau III-14 : Valeurs des résistances à haute fréquence après ajustement des paramètres avec le 
logiciel Simad. 

 

Une diminution de la résistance à haute fréquence est observée en augmentant la 

concentration en KCl, cette diminution est liée à l’augmentation de la conductivité des 

solutions avec la concentration en électrolyte support. Cependant, les valeurs trouvées sont 

largement supérieures à celles attendues pour la résistance de l’électrolyte [38][39]. En effet, 

la valeur de résistance de l’électrolyte devrait être autour d’une dizaine d’ohms dans le cas 

d’une solution de KCl 0,5M. Le schéma équivalent n’est donc pas complet. L’hypothèse la 

plus vraisemblable est que la résistance à haute fréquence est la résultante de deux résistances 

en série correspondant à la résistance de l’électrolyte, Re et une résistance due à l’interface 

ITO/CNx, RITO/CNx  (Figure III-19). 

 
Figure III-19 : Circuit équivalent modifié de l’int erface Electrode/KCl. 

RITO/CNX 

Rt 

CPE 

Re 
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Un moyen indirect de détermination de RITO/CNx consiste à estimer la résistance de 

l’électrolyte. Pour cela un spectre d’impédance électrochimique sur une électrode de platine 

de 5 mm de diamètre est réalisé. Les valeurs de résistance d’électrolyte pour chaque 

concentration en KCl sont par la suite calculées en fonction du  diamètre en utilisant la 

formule de Newman [40]. 

Κ
=

04

1

r
Re

 

Equation III-8  

Avec :  r0  le rayon de l’électrode de platine, 

            K, la conductivité de la solution, 

Les valeurs des résistances Re sont calculées avec la formule de Newman et la valeur de 

RITO/CNx est déduite de celles de Re et de RHF. Pour vérifier la contribution du substrat d’ITO 

sur ces valeurs de résistance, les résistances des dépôts de a-CNx sur des substrats de verre 

sont également mesurées par SIE (Tableau III-15). La fabrication des électrodes en verre/CNx 

est présentée en annexe. 

 

concentration 0,1 M 0,2 M 0,5 M 1,0 M 

Re (Ω.cm²) 17,6 8,2 3,5 2,0 

RITO/CNx (Ω.cm²) 37,4 34,8 25,5 23 

Rverre/CNx(Ω.cm²) 440 324 296 264 

Tableau III-15 : Valeurs de la résistance de l'électrolyte et de la résistance RITO/CNx et Rverre/CNx en fonction 
de la concentration en KCl. 
  
 Les valeurs des résistances sur verre sont largement supérieures à celle sur ITO. 

L’utilisation d’un substrat conducteur comme l’ITO comparativement au verre rend la 

résistance haute fréquence beaucoup moins importante. Jribi et al. ont également obtenu ses 

valeurs de résistance haute fréquence plus importantes pour des dépôts sur Si intrinsèque que 

sur Si dopé n ou p [7]. Dans leur cas, ce comportement a été attribué à la géométrie des 

électrodes de a-CNx sur Si intrinsèque. Dans le cas d’un substrat isolant, le contact avec le 

film de a-CNx est réalisé avec de la peinture d’argent (cf. Annexe), les lignes de courant sont 

alors orientées des bords de l’électrode vers le centre et génèrent une résistance plus grande. 

Ces valeurs permettent, à l’aide de la formule de Brug établie en 1984, de calculer la 

capacité équivalente en fonction de Q, de α, de la résistance de l’électrolyte et de la résistance 



Chapitre III- Caractérisation des dépôts de a-CNx sur ITO 
 

 107 

de transfert de charge dans le cas d’une distribution des constantes de temps le long de la 

surface [41]: 

α
α

α
)1(1 −

Ω= RQCd  
 Equation III-9  

Avec        RΩ
,,  la combinaison de la résistance de haute fréquence et la résistance de transfert 

de charge. 

        
111 −−−

Ω += tHF RRR  
 Equation III-10  

 
 

Les Figure III-20 a-d représentent les variations de la résistance de transfert de charge, 

de α, de Q et de la capacité équivalente en fonction du potentiel de l’impédance 

électrochimique pour les différentes concentrations en KCl. Les résultats pour deux autres 

électrodes sont présentés en annexe. Une des paramètres à prendre en compte est que les 

électrodes de a-CNx ne peuvent pas être polies entre chaque expérience.  
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Figure III-20 : Paramètres du circuit selon le potentiel pour une électrode P15 a)  variation de la 
résistance de transfert de charge Rt b) variation de α b) variation de Q d) variation de la capacité de 
double couche Cd pour différentes concentrations en KCl. 0,1 M (en noir). 0,2 M (en rouge). 0,5 M (en 
vert).  1,0 M (en bleu). 

 

Une dépendance de la résistance de transfert de charge est observée en fonction de la 

surtension appliquée. Pour mieux observer ces variations, on trace Rt en échelle 

logarithmique. Dans la plupart des cas, hormis la courbe à 0,2 M, de -0,2 V/ECS à -0,5 

V/ECS, la résistance haute fréquence diminue de -0,2 à -0,6 V/ECS puis de -0,2 V/ECS à 0,2 

V/ECS elle reste stable. Comme expliqué précédemment, la seule réaction faradique possible 

est la réduction de l’oxygène résiduel. La résistance de transfert de charge correspondant à 

cette réaction faradique diminue donc lorsque l’impédance est réalisée à des potentiels 

proches du potentiel de réduction de l’oxygène (autour de -0,5 V/ECS).  Les valeurs des 
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résistances de transfert de charge déterminées à l’aide des droites de Tafel sont dans le même 

ordre de grandeur que les résistances déterminées par impédance, ce qui confirme la présence 

d’une réaction faradique due à la réduction de l’oxygène. 

 Dans notre cas, les valeurs de α varient entre 0,83 et 0,89. Dans la plupart des cas, les 

valeurs de α varient avec le potentiel. Les expériences de Tamiasso-Martinhon et al. sur des 

dépôts d’a-CNx sur Si avec une stoechiométrie de 0,26 dans des solutions de Na2SO4 de pH 

2,5 et 5  ont montré également une dépendance de α en fonction du potentiel. Dans leur cas, 

une courbe en forme de cloche est obtenue et possède un minimum aux alentours de 0,2 

V/ECS [37]. Dans notre cas, hormis pour la concentration de 0,2 M, les valeurs de α 

augmentent avec le potentiel. Les surfaces sont donc de plus en plus homogènes et les 

constantes de temps moins distribuées. 

 La Figure III-20c montre les variations de Q selon le potentiel et la concentration en 

KCl. Pour les concentrations en KCl de 0,5 M et 1,0 M, la courbe présente une forme de 

cloche avec un maximum. Pour la concentration de 0,2 M en KCl, la courbe est en forme de 

cloche avec un minimum. 

De plus,  les capacités de double couche varient également avec les potentiels pour 

toutes les électrodes et pour toutes les concentrations en KCl. La plupart des courbes montrent 

un minimum entre -0,6 et -0,3 V/ECS, puis une augmentation de celui-ci, pour finir par une 

légère diminution à partir de 0 V/ECS. Cependant, les valeurs de capacité selon la 

concentration en KCl obtenues pour les trois électrodes ne varient pas de la même façon. 

Tamiasso et al. ont montré que la capacité dépend à la fois du pH de la solution, de la teneur 

en azote du film ainsi que du potentiel. La capacité montre un maximum plus ou moins 

marqué. Cette valeur est plus élevée lorsque le pH est acide et que le pourcentage d’azote est 

de 30% dans le plasma. De plus, le maximum est déplacé vers les potentiels plus cathodiques 

lorsque le pH augmente. Cet effet du pH est dû aux formes imines et amines qui agissent 

comme des bases de Brönsted [37]. Les courbes semblent se décaler en fonction de la 

concentration en KCl mais ont relativement la même forme. 

 

   Les valeurs moyennes des capacités (en prenant les valeurs de capacité pour les 3 

électrodes et pour tous les potentiels) sont notées dans le Tableau III-16 : 

[KCl] (M) 0,1 0,2 0,5 1,0 

Cd(µF/cm²) 9±1 9,2±0,9 9,4±0,9 9,8±0,8 

Tableau III-16 : Valeurs de la capacité équivalente pour les 4 concentrations en KCl. 
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 Les valeurs de capacité de double couche sont dans le même ordre de grandeur que 

celles déterminées pour le a-CNx sur d’autres substrats tel que sur Si (valeurs comprises entre 

2 et 10 µF/cm²) [37] ou sur Acier 316L (valeurs comprises entre 2 et 7 µF/cm²) [39].  

 La double couche électrochimique est composée de la couche de Helmhotz et de la 

couche de Goüy-Chapman. La capacité de double couche est alors la combinaison de deux 

capacités en série : la capacité de Goüy-Chapman, CCG, et de la capacité de Helmholtz,CH . 

GCHd CCC

111 +=
 

Equation III-11  

 La capacité de Helmholtz est égale à : 

H

OH
H

L
C

02
εε

=
 

Equation III-12  

 Avec εH2O, la constante diélectrique de l’eau adsorbée, ε0, la constante de permittivité et LH, 

l’épaisseur de la couche de Helmholtz. 

 La capacité de Helmholtz ne dépend donc pas de la concentration en électrolyte. 

 La capacité de Goüy-Chapman est définie comme : 





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Equation III-13  

 

 

 

 

Equation III-14  

Avec  LGC, l’épaisseur de la couche de Goüy-Chapman, z et c, la charge et la concentration 

des ions en solution, et ∆φ, la différence de potentiel aux bornes de la double couche. 

Donc d’après l’équation III-13, III-14 et III-11, lorsque la concentration en ions 

augmente, la capacité de Goüy-Chapman et donc celle de double couche augmentent 

également.  

Dans notre cas, une augmentation de capacité en fonction de la concentration est 

observée, la variation de double couche suit donc bien  la théorie.  

III.2.4.3 Spectroscopie d’impédance électrochimique pour les 
électrodes P30 dans KCl. 
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Les valeurs de capacité équivalente des films de a-CNx P30 sont déterminées de la 

même façon que pour les électrodes P15. L’ordre des expériences est identique à celui réalisé 

pour les électrodes P15 (des concentrations faibles aux concentrations élevées et des 

potentiels les plus faibles aux potentiels élevés). La Figure III-21 montre les diagrammes 

d’impédance expérimentaux et les simulations après ajustement des paramètres avec le 

logiciel Simad en représentation de Nyquist pour une solution de KCl 0,1 M. Les simulations 

sont en pointillées tandis que les courbes expérimentales sont en trait plein. Les expériences 

sont réalisées sur deux électrodes. 
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Figure III-21 : Diagramme de Nyquist  expérimentaux  (—)  et ajustés (--)pour pour des électrodes de a-
CNx sur ITO P30  (Eoc = -0,260 V/ECS)) (■) -0,560 V/ECS, (▲)-0,460 V/ECS, (●)-0,360 V/ECS,  (▼)-
0,260 V/ECS, (����)-0,160 V/ECS, (X) -0,060 V/ECS, (◄)+0,060 V/ECS. 
  

L’allure des diagrammes de Nyquist est la même que celle obtenue pour les électrodes 

P15, c'est-à-dire des courbes avec un début de boucle dû à la réaction de réduction de 

l’oxygène résiduel pour les potentiels les plus négatifs puis des courbes peu incurvées. Les 

courbes de Tafel sont également tracées pour déterminer les coefficients de Tafel et i0 

permettant de calculer Rt (Figure III-22 et Tableau III-17 ). 
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Figure III-22 : Courbes intensité-potentiel en représentation semi-logarithmique pour une électrode P30 à 
différentes concentrations en KCl. 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, de i0, et de la résistance de transfert de charge 

sont listées dans le Tableau III-17. Les concentrations en oxygène dissout sont calculées à 

partir de la Figure III-17 en utilisant l’équation II-6. 

concentration 0,1 M 0,2 M 0,5 M 1,0 M 

β(O2) -0,64 -0,84 -1,06 -1,26 

β(Cl-) 1,01 1,26 2,27 2,50 

i0 (10-6 A) 0,39 0,99 1,58 1,21 

Rt (105 Ω .cm²) 4,31 2,2 2,0 2,9 

[O2] 10-5 mol.L-1 2,3 2,6 2,3 2,2 

Tableau III-17 : Valeurs des coefficients de Tafel, de i0et de la résistance de transfert de charge Rt en 
fonction de la concentration en KCl pour des électrodes P30. 
 

Les valeurs de la résistance de transfert de charge et de la concentration en dioxygène 

sont dans le même ordre de grandeur que celles obtenues pour les électrodes P15. Il y a donc 

comme lors de l’analyse des électrodes P15, une présence non négligeable d’oxygène dissous 

en solution qui entraîne un courant faradique. 

 
Les paramètres sont ajustés avec le logiciel Simad ce qui permet de tracer pour les 

quatre concentrations les valeurs de α et de la capacité équivalente calculée à partir de la 
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formule de Brug (équation III-9 et III-10) (Figure III-23). Les résultats pour une autre 

électrode sont présentés en annexe. 
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Figure III-23 : Paramètres du circuit selon le potentiel pour une électrode P30 a)  variation de la 
résistance de transfert de charge Rt b) variation de α b) variation de Q d) variation de la capacité de 
double couche Cd pour différentes concentrations en KCl (en noir) 0,1 M (en rouge) 0,2 M, (en vert) 0,5 M 
(en bleu) 1,0 M. 
 
 

De la même façon que pour les électrode P15, la résistance de transfert de charge varie 

avec le potentiel. Une légère diminution des valeurs Rt est observée de -0,6 V à -0,5 V/ECS, 

puis une augmentation de -0,5 V à -0,2 V/ECS puis une légère augmentation ou une 

stagnation jusqu’ à 0,4 V/ECS selon les concentrations en KCL. Les faibles valeurs de Rt aux 

potentiels proches de -0,5 V/ECS sont dues à la réaction de réduction de l’oxygène résiduel. 

Les valeurs des résistances de transfert de charge déterminées à l’aide des courbes de Tafel 
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sont dans le même ordre de grandeur que les résistances déterminées par impédance comme 

dans le cas des électrodes P15. 

Les valeurs de α sont proches de celles des électrodes P15 mais avec une amplitude de 

variation plus grande. Dans le cas des valeurs de α obtenues pour l’électrode présentée dans la 

Figure III-27b, la valeur de α présente un minimum proche de la valeur du potentiel de circuit 

ouvert. Pour les valeurs obtenues pour la deuxième électrode aucune forme évidente des 

courbes n’est observée. De plus, les valeurs de α sont plus faibles que celles observées pour 

les dépôts P15 dans les 4 concentrations en KCl. Cette observation est la même que celle 

obtenue par Tamiasso et al. pour l’interface a-CNx/Na2SO4 pour les pH 2,5 et 5 [37].  

La capacité pour les électrodes P30 varie également avec le potentiel. Dans le cas des 

valeurs présentées, en allant des potentiels négatifs aux potentiels positifs, une diminution de 

C est observée jusqu’à atteindre un minimum au potentiel de circuit ouvert, puis un maximum 

autour de -0,1 V/ECS, puis de nouveau une diminution de celle-ci.  Comme pour les dépôts 

P15,  l’ordre des valeurs des capacités selon la concentration en KCl est différente selon 

l’électrode. La moyenne des valeurs des capacités équivalentes est donc calculée pour chaque 

concentration en KCl (Tableau III-18). 

 

[KCl] (M) 0,1 0,2 0,5 1,0 

Cd(µF/cm²) 5,0±0,4 6,5±0,5 7,1±0,8 7,5±0,7 

Tableau III-18 : Valeurs moyennes des capacités équivalentes sur  P30 selon la concentration en KCl. 
 
 Une augmentation de la capacité de double couche est observée lorsque la 

concentration en KCl augmente en accord avec la théorie (équation III-11, III-13et II-14) 

 Les valeurs moyennes des capacités dans le cas des électrodes P15 et P30 sont 

présentées dans la Figure III-24. 
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Figure III-24 : Valeurs moyennes des capacités équivalentes selon la concentration en KCl en rouge pour 
les électrodes P15 et en noir pour les électrodes P30. 

 
 

Les  valeurs moyennes de la capacité de double couche pour les électrodes P15 sont 

supérieures aux électrodes P30 pour les quatre concentrations en KCl (Tableau III-16 et 

Tableau III-18). Les valeurs plus faibles de capacité de double couche pour les électrodes P30 

sont dues à leurs faibles conductivités comparativement aux électrodes P15. En effet, les 

expériences en CS-AFM ont montrées une conductivité électrique locale des films P15 80 fois 

supérieure à celle obtenue pour les films P30. 

III.2.5.  Etude électrochimique d’un couple redox sur les dépôts de 
CNx sur ITO P15 

 
La réactivité électrochimique des électrodes de a-CNx est également étudiée pour 

déterminer le protocole optimal de dépôts pour les futures applications comme électrodes 

dans une puce microfluidique pour la détection d’espèces électroactives. Pour cela, la réponse 

des films vis-à-vis d’un système redox est étudiée. Le couple redox choisi est le 

ferricyanure/ferrocyanure, système réversible qui subit un transfert électronique à un électron 

par sphère externe sensible à l’état de surface de l’électrode [42]. La réaction ayant lieu à 

l’électrode est donc : 

[Fe(CN)6]
3 -

e- [Fe(CN)6]
-4+  

Equation III-15  
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III.2.5.1 Electrode sans prétraitement 
 

La réactivité électrochimique est étudiée par spectroscopie d’impédance électrochimique. 

Les spectres d’impédance sont enregistrés pour chaque électrode au potentiel d’équilibre du 

système redox ferri-ferrocyanure (0,21 V/ECS), pour un domaine de fréquence entre 100 kHz 

et 50 mHz avec 5 points par décade (Figure III-25). Le diagramme de Nyquist est différent de 

précédemment car la réaction faradique est mieux contrôlée par la présence du traceur redox 

en solution: le ferricyanure/ferrocyanure de potassium. 
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Figure III-25 : Diagramme de Nyquist d'une électrode de a-CNx (S = 0,282 cm²) réalisé avec le protocole 
P15 dans une solution de ferricyanure ferrocyanure de potassium 10-2 M dans 0,5 M KCl. L’électrode n’a 
pas subi de pré-traitement. 
 

Le diagramme se décompose en deux parties, une boucle capacitive aux hautes fréquences 

(100 kHz-100 mHz) et un tassement aux basses fréquences (100 mHz-50 mHz). La limite 

haute fréquence du diagramme et le diamètre de la boucle correspondent respectivement à la 

valeur de la résistance de l’électrolyte, Re, et à la résistance de transfert de charge, Rt. Pour 

vérifier l’idéalité ou la non-idéalité du comportement capacitif, on porte log(-Im(Z)) en 

fonction de log(fréquence (Hz)) (Figure III-26a). Ce diagramme nous permet d’avoir une 

première estimation de la valeur de α de l’ordre de 0,82. Cette valeur montre un 

comportement non idéal de la capacité et justifie l’utilisation d’un élément de phase constante, 
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CPE,  dans le circuit équivalent. De plus, l’exploitation des valeurs de la partie imaginaire 

permet d’estimer la valeur de Q (Figure III-26b) en utilisant la formule III-23 [43]. 

)
2

sin(
)2()Im(

1 απ
π α ⋅

⋅
−=

fZ
Q  

Equation III-16  

Il s’agit d’un tracé de  Q en fonction de la fréquence, la partie haute fréquence est linéaire 

et correspond à la valeur de Q du CPE du circuit équivalent. La valeur de Q obtenue est de 

3,5.10-5 F.s(α-1)cm-2. 
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Figure III-26 : Variation de la partie Imaginaire et de Q en fonction de la fréquence a) log(-
Im(Z))=f(log(fréquence (Hz)). b) Q=f(fréquence) pour une électrode de a-CNx réalisée avec le protocole 
P15 dans une solution de ferricyanure ferrocyanure de potassium 10-2M dans 0,5M KCl. 
 
Le circuit équivalent à l’interface électrode/ solution proposé est donc le suivant (Figure III-

27) : 

 

                                     
Figure III-27 : Circuit électrique équivalent de l’ interface électrode a-CNx/solution électrolyte considérée 
en présence du couple redox ferricyanure/ferrocyanure. 
 

Avec la résistance haute fréquence, RHF, la résistance de transfert de charge, Rt , l’impédance 

de diffusion de Warburg, W,  et l’élément de phase constante, CPE. 

RHF 

CPE 

Rt W 
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L’expression globale de l’impédance Zg s’exprime de la façon suivante : 

αω))((1 jWRQ

WR
RZ

t

t
HFg ++

++=
 

 Equation III-17  

 

Le Tableau III-19, ci-après, résume les résultats après ajustement des paramètres du 

circuit équivalent à l’aide du logiciel Simad. 

RHF(Ω.cm²) Q( F.s(α-1).cm-2) α Rt(Ω.cm²)) S1 (Ω.s-1/2 .cm²)) χ² 

30 3,0.10-5 0,84 426 26 1,3 

Tableau III-19 : Valeurs des paramètres du circuit équivalent obtenues après ajustement avec σ=0,01 
 

avec S1, le coefficient de Warburg. 

Les valeurs déterminées graphiquement pour Q et α sont proches des valeurs après 

ajustement des paramètres confirmant ainsi la bonne adéquation du circuit équivalent. La 

capacité de double couche calculée avec la formule de Brug (Equation III-16 et III-17) est 

égale à 7,9 µF/cm². La valeur de capacité équivalente est proche de la valeur de 8 µF/cm² 

trouvée pour une solution de KCl 0,5 M seul. De plus, la valeur de RHF est également proche 

de la valeur de 30 Ω.cm² trouvée pour KCl 0,5M. 

À partir de ces résultats, nous pouvons déterminer la constante de vitesse de transfert 

de charge hétérogène, k0, qui est inversement proportionnelle à la résistance de transfert de 

charge à surtension nulle (η→0), Rt ,η→0. 

][² 0,
0

CSRF

RT
k

t →

=
η

 

 

Equation III-18  

 

Avec la température, T, la constante des gaz parfaits, R, la constante de faraday, F, la 

concentration de l’espèce électroactive [C] et la surface de l’électrode, S. 

Cette expression est établie en combinant deux autres équations. La première équation 

est celle donnant le courant i en fonction de la concentration en considérant l’équation 

cinétique pour la réaction de premier ordre (Equation III-19). La deuxième relation est  celle 

liant le courant à la résistance de transfert de charge selon la relation de Butler –Volmer 

(Equation III-20). 

 

][0 CnFki =  Equation III-19  
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0, →

=
ηtnFR

RT
i

 

 

Equation III-20  

avec n, le nombre d’électrons échangés lors de la réaction. 

 

Ceci nous permet de trouver une constante de vitesse de transfert de charge hétérogène 

k0 égale à 6,25.10-5 cm.s-1.  La valeur de k0 est relativement faible et donc caractéristique 

d’une réactivité électrochimique plutôt lente. Cette valeur est du  même ordre de grandeur que 

celles trouvées pour les dépôts de a-CNx sur Si dopé « n » et « p » avec une P(N2) de 15%. 

Cependant ces valeurs sont plus de 100 fois inférieures à celles obtenues sur Si intrinsèque  

avec P(N2) de 15% par pulvérisation DC en présence de RF. Ces dépôts  sont réalisés en 

appliquant une puissance radio fréquence pendant les dépôts. Les  expériences sur Si 

intrinsèque sans application de radio fréquence sont en cours d’analyse mais montrent a priori 

une réactivité électrochimique très faible [7].  

Une illustration des diagrammes d’impédance illustrant la bonne concordance entre la 

simulation et l’expérience est montrée dans la Figure III-28 : 
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Figure III-28 :  Comparaison des données de l’impédance expérimentale (����) et simulée (…) à l’aide du 
circuit équivalent a) diagramme de Nyquist. b) partie réelle en fonction de la fréquence. c) phase en 
fonction de la fréquence. d) partie imaginaire en fonction de la fréquence. 
 

III.2.5.2 Electrode avec prétraitement dans KCl 
 

Les électrodes doivent être activées électrochimiquement pour augmenter leur 

réactivité électrochimique. Ceci permettra de diminuer la valeur de k0 et de la différence de 

potentiel ∆Ep et d’augmenter l’intensité des pics. Comme mentionné dans la partie III.3.1.2, 

une activation des dépôts couches minces dans une solution H2SO4 est trop agressive rendant 

les électrodes inutilisables. Nous avons donc choisi de réaliser l’activation des électrodes dans 

une solution neutre, c'est-à-dire dans KCl 0,5 M.  De plus, pour s’assurer du bon maintien des 
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électrodes de a-CNx, le potentiel de réduction de l’ITO (-1 V/ECS) ne sera pas dépassé. Les 

dépôts sont donc prétraités par balayage de 5 voltammétries cycliques dans KCl 0,5 M de -1 à 

+1,4 V/ECS à 50 mV/s. 

III.2.5.2.1 Spectroscopie d’impédance électrochimique au potentiel 
d’équilibre du couple ferricyanure/ ferrocyanure 

 
Le prétraitement dans KCl 0,5 M est alors réalisé sur les électrodes. La Figure III-29 

montre la comparaison des diagrammes d’impédance en représentation de Nyquist avant et 

après prétraitement dans KCl 0,5 M. 
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Figure III-29 : Diagramme de Nyquist d’une électrode de a-CNx P15 dans une solution de ferricyanure 
ferrocyanure de potassium 10-2 M dans 0,5 M KCl (����) avant et (▲) après prétraitement dans 0,5 M KCl . 
 

De même on porte le log(-Im(Z)) en fonction du log(fréquence (Hz)) (Figure III-30a). 

Ce diagramme nous donne une valeur de α de l’ordre de 0,87. Cette valeur montre également 

un comportement non idéal de la capacité. De la même façon que précédemment la valeur de 

Q est déterminée en traçant Q en fonction de la fréquence. Ce graphique donne Q= 2,3.10-5 

F.s(α-1).cm-2  (Figure III-30b). Les valeurs de α augmentent avec le prétraitement ce qui 

montre que la surface devient plus homogène avec le prétraitement. 
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Figure III-30 : Variation de la partie Imaginaire et de Q en fonction de la fréquence a) log(-
Im(Z))=f(log(fréquence (Hz)). b) Q=f(fréquence) pour une électrode de a-CNx (S = 0,282 cm²)  réalisée 
selon le protocole P15 dans une solution de ferricyanure ferrocyanure de potassium 10-2 M dans 0,5 M 
KCl. 
 
 
 
Les paramètres du circuit équivalent sont ajustés en utilisant le circuit équivalent de la Figure 

III-27 à l’aide du logiciel Simad et listés dans le Tableau III-20.  

 

Echantillons RHF(Ω.cm²) Q( F.s(α-1).cm-2) α Rt(Ω.cm²) S1 (Ω.s-1/2.cm²) χ² 

1  25,1 1,8.10-5 0,89 163 20 0,65 

2 25,1 2,2.10-5 0,88 158 32 0,85 

3 28,8 4,0.10-5 0,81 162 18 1,05 

moyenne 26±2 (3±1)10-5 0,86±0,4 161±3 23±7 - 

Tableau III-20: Valeurs des paramètres du circuit équivalent obtenues après ajustement avec σ=0,01. 
 

 

L’efficacité du prétraitement est clairement observée, témoin en est la diminution d’un 

facteur trois de la résistance de transfert de charge Rt après le prétraitement. 

 
Une illustration des diagrammes d’impédance montrant la bonne concordance entre la 

simulation et l’expérience figure ci-dessous (Figure III-31) : 
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Figure III-31 : Comparaison des données de l’impédance expérimentale (����) et simulée (…) à l’aide du 
circuit équivalent a) diagramme de Nyquist. b) partie réelle en fonction de la fréquence. c) phase en 
fonction de la fréquence. d) partie imaginaire en fonction de la fréquence. 
 

Les valeurs de capacité équivalente déterminées pour les trois électrodes sont 

indiquées dans le Tableau III-21.  
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échantillons Cd (µF/cm²) k0 (cm.s-1) 

1 6,8 1,63.10-4 

2 7,9 1,69.10-4 

3 8,1 1,72.10-4 

moyenne (7,6±0,7) (1,68 ±0,04) 10-4 

Tableau III-21 : Valeurs de la capacité équivalente et de la constante de vitesse de transfert de charge 
hétérogène k0  pour les 3 échantillons. 
 
 Les valeurs relativement proches de Cd et de k0 montrent que les propriétés des films 

de a-CNx déposés sur ITO sont reproductibles.  Les valeurs des capacités équivalentes restent 

dans le même ordre de grandeur que précédemment tandis que les valeurs de k0 ont été 

multipliées par 3 grâce à l’activation. L’activation joue un rôle sur la résistance de transfert de 

charge mais pas sur la capacité de double couche. 

Les valeurs de la constante de vitesse de transfert de charge hétérogène k0 sont en 

accord avec le caractère quasi réversible de la réaction du ferri-ferrocyanure sur CNx. 

III.2.5.2.2 Voltammétrie cyclique 
 

La réactivité électrochimique est également étudiée par voltammétrie cyclique. Celle-

ci est réalisée avant et après prétraitement dans KCl à 50 mV/s pour des potentiels allant de  

 -1,5 à +1,5 V/ECS.  

III.2.5.2.2.1 Comparaison des voltammogrammes avant et après prétraitement 

 

La comparaison des voltammétries cycliques avant  et après prétraitement dans KCl 

0,5 M (Figure III-32).  
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Figure III-32 : Voltammétrie cyclique d'une électrode de a-CNx (S = 0,282 cm²) suivant le protocle P15 
dans une solution de ferricyanure ferrocyanure de potassium 10-2 M dans 0,5 M KCl avant (noir) et après 
(rouge)prétraitement dans KCl. 
 
La comparaison des voltammogrammes montre une augmentation d’intensité des pics et une 

diminution de ∆Ep après prétraitement dans KCl 0,5M . Ces valeurs sont indiquées dans le 

Tableau III-22. 

 Jred (A/cm²) Jox (A/cm²) ∆Ep (mV) 

Avant 1,0.10-3 1,1.10-3 730 

après 1,9.10-3 1,8.10-3 340 

Tableau III-22 : Valeurs de l’intensité du pic d’oxydation Iox et de réduction Ired et de la différence de 
potentiel ∆∆∆∆Ep avant et après prétraitement. 
 
 

Les valeurs des densités de courant de réduction sont toujours légèrement supérieures 

à celle d’oxydation. Cette différence peut être due à la différence de coefficient de diffusion 

entre le Fe(CN6)
3- et le Fe(CN6)

4-. 

 
Les voltammétries cycliques sont également réalisées pour les trois électrodes. Une 

différence de potentiel ∆Ep séparant les deux pics est de (720±60) mV avant prétraitement et 

de (336±45) mV après prétraitement. Dans le cas d’une réaction réversible, l’écart entre les 

potentiels des pics de réduction et d’oxydation est de 2.22RT/nF soit pour une réaction 

monoélectronique de 59 mV à 25°C.  La valeur obtenue largement supérieure à 59 mV laisse 

supposer que le transfert de charge électronique à l’interface électrode/solution est moins 

rapide. 
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III.2.5.2.2.2 Votammétrie cyclique du ferricyanure à différentes vitesses de 
balayage 

 
Une étude en fonction de la vitesse de balayage est réalisée pour observer l’influence 

de la chute ohmique sur les voltammogrammes. La voltammétrie cyclique du ferricyanure est 

réalisée à 16  vitesses de balayage allant de 0,01 à 10 V/s de 0,7 V/ECS à -1 V/ECS. Les 

expériences sont réalisées à deux concentrations en ferricyanure 10 mM et 0,5 mM dans 0,5 

M KCl. 

 Le potentiel de pic est alors relevé pour chaque vitesse et celui-ci est tracé en fonction du logarithme de v 
(Figure III-33 : a) Variation du potentiel de pic en fonction de log(v).  b) Variation de (Eox+Ered)/2 pour 
des solutions à différentes concentrations en ferricyanure de potassium dans KCl 0,5M (����) 10 mM en 
ferricyanure (▲) 0,5 mM en ferricyanure. 

a). La variation de (Eox+Ered)/2 est également tracée en fonction du log v (Figure III-

33b). Dans le cas du système ferricyanure/ferrocyanure de potassium, les valeurs des 

coefficients α sont égales. Les branches anodiques et cathodiques devraient se superposer et 

donc (Eox+Ered)/2 devrait être relativement constant. La décroissance de (Eox+Ered)/2 observée 

aux hautes vitesses de balayage est due à la chute ohmique.  
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Figure III-33 : a) Variation du potentiel de pic en fonction de log(v).  b) Variation de (Eox+Ered)/2 pour 
des solutions à différentes concentrations en ferricyanure de potassium dans KCl 0,5M (����) 10 mM en 
ferricyanure (▲) 0,5 mM en ferricyanure. 
 
 Une contribution importante de la chute ohmique est observée. Pour vérifier 

l’importance de celle-ci, une simulation des voltammogrammes est effectuée en utilisant le 

logiciel Digielch et en prenant en compte les paramètres déterminés par spectroscopie 

d’impédance électrochimique (k0, Cd et Re) (Tableau III-23). Ces simulations sont réalisées 

avec et sans correction de la chute ohmique, Re. Les diagrammes d’impédance ont été simulés 

avec le même circuit équivalent que précédemment. 
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[ferricyanure] 

(mM) 

RHF 

(Ω.cm²) 

Q 

(F.s(α-1).cm-2) 

α Rt 

(Ω.cm²) 

S  

(Ω.s-1/2.cm²) 

Cd 

(µF/cm²) 

k0  

(cm.s-1) 

0,5 40 3,3.10-5 0,88 817 521 13,2 6,5.10-4 

10 35 2,010-5 0,92 121 34 10,2 2,2.10-4 

Tableau III-23 : Valeurs des paramètres du circuit obtenues après simulation à l’aide du logiciel Simad 
pour les deux concentrations en ferricyanure. 
 

 Pour les simulations sur Digielch, les valeurs retenues pour la simulation sont les 

valeurs de k0, les valeurs de la capacité équivalente représentant la capacité de double couche 

ainsi que les valeurs de RHF. 

Les Figure III-34 montrent les voltammogrammes expérimentaux et simulés avec le 

logiciel Digielch pour les deux concentrations. 
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Figure III-34 : Voltammogrammes pour différentes vitesses 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 mV/s, 500 mV/s, 700 mV/s, 1000 mV/s, 1500 mV/s, 
2000 mV/s, 5000 mV/s, 7000 mV/s, 10000 mV/s a) voltammogrammes expérimentaux dans une solution de 
ferricyanure 0,5mM b) Voltammogrammes simulés dans une solution de ferricyanure 0,5 mM c) 
Voltammogrammes expérimentaux dans une solution de ferricyanure 10 mM d) Voltammogrammes 
simulés dans une solution de ferricyanure 10 mM. 
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Les valeurs des potentiels de pic sont tracées en fonction du logarithme de la vitesse 

de balayage (Figure III-35). Les relations reliant les potentiels de pic en fonction de la vitesse 

de balayage sont indiquées au chapitre II-1-1 (Equation II-7 et II-8). Jusqu’à une valeur de 

vitesse de balayage de 300 mV/s les valeurs des potentiels de pics simulés par Digielch et 

expérimentaux sont assez proches puis l’écart augmente rapidement dû à la chute ohmique 

plus importante aux grandes vitesses de balayage. La comparaison des courbes en bleu foncé 

et en bleu clair pour les deux concentrations en ferricyanure pour une même concentration en 

KCl montre une influence beaucoup plus importante de la chute ohmique lorsque la 

concentration en ferricyanure est élevée. 
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Figure III-35 : Variation du potentiel de pic en fonction de log(v) pour une solution de ferricyanure dans 
0,5 M KCl a) 0,5 mM en ferricyanure b)  10 mM en ferricyanure . (∆) Valeurs de Epic expérimentales ; (□) 
valeurs de Epic simulées par Digielech avec la chute ohmique ; (X) valeur de Epic simulées par Digielech 
sans chute ohmique. 
 
 Pour notre future application en microsystèmes, c'est-à-dire la détection du peptide 

TTR marqué, les concentrations en TTR marqué ainsi que les vitesses de balayage seront 

relativement faibles, ce qui nous permet de nous placer dans des conditions où la chute 

ohmique est peu importante. 

III.2.5.2.3 Spectroscopie d’impédance électrochimique à différents potentiels 
 

Dans le cas où le transfert de charge est contrôlé, des mesures d’impédance sont 

réalisées à différents potentiels autour du potentiel de circuit ouvert pour connaître la variation 
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des paramètres du circuit équivalent en fonction du potentiel. Les diagrammes d’impédance 

sont ajustés avec le circuit de la Figure III-27. 

La Figure III-36 montre le diagramme d’impédance en représentation de Nyquist aux 

différents potentiels ainsi que la simulation de ces diagrammes. 
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Figure III-36 : Diagramme de Nyquist pour le ferricyanure/ferrocyanure de potassium à 10-2 M dans KCl 
0,5 M à plusieurs potentiels a) fenêtre entière. b) Agrandissement de la fenêtre. (□) +1,025 V/ECS, (▲) 
+0,625 V/ECS, (▼) +0,425 V/ECS, (◄) +0,325 V/ECS, (►) +0,225 V/ECS, (X) +0,125 V/ECS, (◊) -0,025 
V/ECS, (����) -0,125 V/ECS, (○) -0,525 V/ECS. 
 

Le Tableau III-24montre les valeurs des paramètres du circuit obtenues après 

ajustement avec le logiciel Simad. La valeur de RITO/CNx est déterminée en calculant RHF-Re 

(Re = 3,5 Ω.cm²). 

 
E(V/ECS) RHF(Ω.cm²) RITO/CNx 

(Ω.cm²)) 

Q( F.s(α-1) 

/cm²)) 

α Rt(Ω.cm²)) Cd 

(µF/cm²) 

χ² 

-0,525 26,1 22,6 4,4.10-5 0,83 4663 10,8 2,9 

-0,125 27,0 23,5 2,2.10-5 0,91 488 10,2 1,5 

-0,025 25,0 21,5 2,5.10-5 0,90 318 10,4 0,89 

0,125 25,0 21,5 2,6.10-5 0,89 626 10,7 0,9 

0,225 27,9 24,3 2,2.10-5 0,90 226 9,5 1,11 

0,325 25,0 21,5 2,4.10-5 0,90 240 10,9 0,83 

0,425 24,9 21,3 2,4.10-5 0,91 404 11,0 0,69 

0,625 27,2 23,7 1,9.10-5 0,93 586 10,0 3 

1,025 21,8 18,3 1,4.10-5 0,92 1855 6,9 0,69 
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Tableau III-24 : Valeurs des ajustements des paramètres du circuit de la Figure III-27 obtenues avec le 
logiciel Simad avec σσσσ = 0,01. 
 

Les valeurs des résistances de transfert de charge pour  deux électrodes différentes 

sont reportées en fonctions de la surtension appliquée (Figure III-37). Un minimum est 

observé à surtension nulle. 
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Figure III-37 : Variation de R t en fonction de la surtension η appliquée pour un couple 
ferricyanure/ferrocyanure de potassium 10-2 M dans KCl 0,5 M sur une électrode de a-CNx  P15 de 
surface 0,282 cm². 
 
 

Tamiasso-Martinhon et al. ont établi l’équation III-21 reliant la résistance de transfert 

de charge Rt à la surtension η. 
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Equation III-21  

avec la surtension, η et le courant limite, iL. Quand η tend vers + ∝, le courant limite de 

diffusion anodique, i=iLA,  et quand η tend vers -  ∝, i=iLC, le courant limite de diffusion 

cathodique, avec - iLC =  iLA =  iL 

Cette formule est déduite de la loi de Butler-Volmer, en considérant les coefficients de 

diffusion égaux ainsi que pour des concentrations en oxydant et en réducteur égales. 

L’établissement de cette relation suppose également que, les coefficients βa et βc sont égaux. 

RT

nF
ca 2
=== βββ  

Equation III-22  
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Cette fonction réalisée présente un maximum lorsque que iL>>i0, et un minimum quand 

i0>iL/2. La fonction est constante et égale à 1/(2bi0) quand i0=iL/2. 

Ici nous sommes dans le troisième cas, avec un i0 grand par rapport au courant de 

diffusion, le transport de matière est donc lent. Pour confirmer cette hypothèse un ajustement 

des données expérimentales de la courbe est réalisé (Figure III-38). Dans cette ajustement i0 = 

4,6.10-5 A et iL = 2,1.10-5 A et le dernier point n’est pas pris en compte. En effet, ce point se 

situe à des potentiels très négatifs. Dans cette zone de potentiel, la réduction de l’eau et du 

dioxygène présent en solution devraient être à prendre en compte. 
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Figure III-38 : Ajustement de la variation de Rt avec la surtension η appliquée  pour un couple 
ferricyanure/ferrocyanure de potassium 10-2 M dans KCl 0,5 M sur une électrode de a-CNx P15, 
l’expérience (noir), la simulation (rouge). 
 

III.2.6.  Etude électrochimique d’un couple redox sur les dépôts de 
CNx sur ITO P30 

 
Nous avons montré dans la partie III-3-1-1 que les électrodes a-CNx ayant subi le 

protocole P30 possèdent une fenêtre de potentiel équivalente  à P15 et supérieure à 2,5 

V/ECS. De plus, les dépôts P30 présentent une conductivité électrique locale et des valeurs de 

capacité de double couche inférieures aux dépôts P15 (III-1-3-2 et III-2-2-2). Ces différents 

paramètres destinent ces électrodes à une utilisation comme interface polarisable. Cette 
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interface polarisable est utilisée dans le cadre de l’ANR DIMIPOLE (DIspositifs 

MIcrofluidiques à interfaces POLarisables pour des séparations Electrophorétiques de haute 

résolution) en PWF pour le contrôle en temps réel du flux électroosmotique. Nous avons 

entrepris d’étudier, la réponse des films de a-CNx  vis à vis d’une réaction électrochimique 

dans la fenêtre de potentiel accessible avant et après prétraitement. 

III.2.6.1 Voltammétrie cyclique 
 

Les électrodes sont caractérisées par voltammétrie cyclique de -1 V/ECS à +1 V/ECS 

avec une vitesse de balayage de 0,5 mV/s (Figure III-39) après un barbotage d’un flux d’azote 

dans la solution.  
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Figure III-39 : Voltammétrie cyclique d'une électrode de a-CNx P15 (S = 0,282 cm²) P30 dans une solution 
de ferricyanure/ferrocyanure de potassium 10-2 M dans 0,5 M KCl, après prétraitement dans KCl 0,5 M 
(rouge), et avant prétraitement (pointillé) . 
 
 

Les voltammétries cycliques sont réalisées pour trois électrodes. Une différence de 

potentiel ∆Ep séparant les deux pics est de (1500±100) mV avant prétraitement et de (710±50) 

mV après prétraitement. La valeur obtenue largement supérieure à 60 mV montre un 

processus de transfert encore moins rapide que celui sur les électrodes P15. De plus, les pics 

ne sont pas bien définis avant prétraitement. L’intensité des pics est relativement faible à 

cause de la mauvaise réactivité électrochimique des dépôts avant activation.  

Le prétraitement dans KCl a permis d’améliorer la résolution des pics en divisant par 

deux l’écart entre les pics. Ceci laisse supposer que ce prétraitement dans KCl agit également 
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sur les dépôts P30  comme activation électrochimique  de la même façon que pour les dépôts 

P15. 

L’efficacité de ce prétraitement est également caractérisée en faisant des mesures en 

spectroscopie d’impédance électrochimique. 

III.2.6.2 Spectroscopie d’impédance électrochimique 
 

De la même façon que pour les électrodes de CNx P15, les électrodes P30 sont 

caractérisées avant et après prétraitement dans KCl par spectroscopie d’impédance 

électrochimique au potentiel de circuit ouvert. La Figure III-40 montre les diagrammes 

d’impédance dans une représentation de Nyquist après et avant prétraitement. 
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Figure III-40 : Diagramme de Nyquist  d'une électrode de a-CNx (S = 0,282 cm²)  suivant le protocole  P30 
dans une solution de ferricyanure ferrocyanure de potassium 10-2 M dans 0,5 M KCl avant et après 
prétraitement a) Diagramme de Nyquist complet. b) Agrandissement de la fenêtre. (∆) avant 
prétraitement (□) après prétraitement. 
 
 Pour les électrodes P30 et P15, le diagramme de Nyquist présente une boucle pour les 

fréquences allant de 10 kHz à 50 mHz dans le cas avant prétraitement et de 10 kHz à 100 

mHz après prétraitement. Après prétraitement un début de droite est observé pour les 

fréquences allant de 100 mHz à 50 mHz. Une diminution importante de la résistance de 

transfert de charge Rt est observée à l’aide de l’activation. 

 
La valeur de α est obtenue graphiquement en traçant log(-Im(Z)) en fonction de 

log(fréquence (Hz)) (Figure III-41). Ce diagramme nous permet de faire une première 

estimation de la valeur de α, de l’ordre de 0,83 (avant prétraitement) et de 0,90 (après 

prétraitement). Cette valeur montre également un comportement non idéal de la capacité pour 
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les électrodes de CNx ayant subi le protocole P30. Une augmentation de valeur de α est 

observée. On suppose que le prétraitement a pour effet de rendre la surface plus homogène. 
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Figure III-41 : Représentation de log(-Im(Z))=f(log(fréquence (Hz)) pour une électrode de a-CNx suivant 
le protocole P30 pour une solution de ferricyanure ferrocyanure de potassium 10-2 M dans 0,5 M KCl 
avant prétraitement (∆).  Après prétraitement dans KCl 0,5 M (□). 

 

L’ajustement des paramètres avec le logiciel Simad avec le même circuit équivalent de la Figure III-27 : 
Circuit électrique équivalent de l’interface électrode a-CNx/solution électrolyte considérée en présence du 
couple redox ferricyanure/ferrocyanure. 

 donne les paramètres listés dans le Tableau III-25. L’ajustement des paramètres après 

prétraitement est réalisé pour trois électrodes. 

 

  RHF 

(Ω.cm²) 

Q( F.s(α-1).cm-2) α Rt(Ω.cm²) S1 (Ω.s-

1/2.cm²) 

χ² 

avant 52 1,2.10-6 0,84 5640 1973 1,35 

1 53 1,5.10-5 0,90 1026 193 0,84 

2 42 1,8.10-5 0,90 1234 140 0,58 

3 54 2,1.10-5 0,88 1607 146 0,79 

après 

moyenne 53±6 (1,7±0,3)10-5 0,89±0,0

1 

(1,3±1) 

103 

(1,6±0,3)102 - 

Tableau III-25 : Valeurs des paramètres du circuit équivalent déterminé à l'aide du logiciel Simad avant 
et après activation pour une électrode et après activation pour trois autres électrodes avec σ=0,01. 
 



Chapitre III- Caractérisation des dépôts de a-CNx sur ITO 
 

 135 

Une diminution par cinq de la résistance de transfert de charge est observée suite au 

prétraitement dans KCl 0,5 M. Les valeurs de α et Q augmentent avec le prétraitement ce qui 

montre une homogénéisation de la surface lors du prétraitement. 

 
Après prétraitement, les différentes électrodes présentent des valeurs relativement 

proches pour tous les paramètres déterminés avec le logiciel Simad. Il est à remarquer que 

nous obtenons une bonne reproductibilité pour les électrodes. La bonne concordance entre la 

simulation et l’expérience est illustrée par la Figure III-42: 
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Figure III-42 : Comparaison des données de l’impédance expérimentale  avant prétraitement (∆). après 
prétraitement (□). expérimentale (—) et simulée (….) à l’aide du circuit équivalent de la Figure III-27 : 
Circuit électrique équivalent de l’interface électrode a-CNx/solution électrolyte considérée en présence du 
couple redox ferricyanure/ferrocyanure. 
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 a) diagramme de Nyquist.  b) phase en fonction de la fréquence. c) partie imaginaire en fonction de la 
fréquence.  d) partie réelle en fonction de la fréquence. 
 

Les valeurs de la capacité équivalente et de la constante de vitesse de transfert de 

charge sont calculées  à l’aide des équations II-9 II-10 et II-18 (Tableau III-26). 

 
 échantillons C (µF/cm²) k0 . 10-5(cm.s-1) 

avant 2,8 0,42 

1 7,9 2,1 

2 8,1 1,7 

3 6,7 2,6 

 

après 

moyenne (7,6±0,8) (2,1 ±0,5)  

Tableau III-26 : Valeurs de la capacité équivalente et de la constante de vitesse de transfert de charge 
hétérogène k0  avant et après prétraitement. 
 

Les valeurs de C et de k0 après prétraitement pour les 3 électrodes sont proches ce qui 

montre la bonne reproductibilité des films P30 après prétraitement dans KCl. 

L’intérêt du prétraitement est confirmé par spectroscopie d’impédance 

électrochimique. En effet, la résistance de transfert de charge est diminuée d’un facteur 5 et 

par conséquent la constante de transfert de charge est multipliée par 5 suite au prétraitement. 

Cependant, dans les deux cas, les valeurs faibles de k0 traduisent un transfert moins rapide. 

L’activation a permis de multiplier les valeurs de capacité de double couche par environ 2,5. 

Cette augmentation peut être reliée à une augmentation de la surface active après activation 

[13]. 

III.2.6.3 Comparaison entre CNx P15 et CNx P30 
 

Les valeurs des résistances de transfert de charge, de la constante de transfert de 

charge k0, de la capacité équivalente et de différence de potentiel, ∆Ep en fonction du 

protocole sont répertoriées dans le Tableau III-27 pour les électrodes P15 et P30. 

 

 activation Rt(Ω.cm²) Cd(µF/cm²) k010-5(cm.s-1) ∆Ep (mV) 

non 423 7,9 6,25 720 P15 

oui 161 7,6 16,8 340 

non 5640 2,8 0,42 1500 P30 

oui 1128 7,6 2,1 700 
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Tableau III-27 : valeurs pour les dépôts de CNx P15 et P30 avant et après prétraitement 
 

 

Les électrodes P30 non prétraitées ont des résistances de transfert de charge plus de 13 

fois supérieures aux électrodes P15 non prétraitées. De plus, les valeurs de k0 plus faibles pour 

les électrodes P30 montrent bien que les électrodes de CNx présentent une moins bonne 

réactivité électrochimique en comparaison aux électrodes P15. Cette faible réactivité est 

également confirmée par la valeur ∆Ep qui est deux fois plus élevée pour les électrodes de 

P30 par rapport aux électrodes P15 dans le cas où les électrodes sont non prétraitées.  

La différence de potentiel pour les électrodes P30 prétraitées est également 2 fois 

supérieure à celle des électrodes P15 dans le cas où un prétraitement électrochimique est 

réalisé. Les valeurs de capacité équivalente après prétraitement pour les électrodes P15 et P30 

sont identiques. D’autre part, les valeurs des résistances de transfert de charge sont 7 fois plus 

grandes pour les électrodes P30 prétraitées par rapport aux électrodes P15 prétraitées. 

De façon générale, même après prétraitement les électrodes P30 présentent une 

réactivité électrochimique moins bonne comparée à celle des électrodes P15 (prétraitées ou 

non). Les valeurs de k0 pour les électrodes P30 prétraitées sont 3 fois plus petites que la valeur 

de  k0 pour les électrodes P15 non prétraitées et 8 fois plus petites que la valeur obtenue pour 

les électrodes P15 prétraitées.  

III.3.  Conclusion 
 

Dans ce chapitre nous avons étudié des films minces de a-CNx déposés sur ITO par 

pulvérisation magnétron en courant continu (DC) avec différents pourcentages d’azote dans le 

gaz de pulvérisation (3, 7,15 et 30%). Les mesures XPS ont permis de déterminer la 

stoechiométrie des films a-CN0,12, a-CN0,18, a-CN0,26, a-CN 0,30 pour des P(N2) respectifs de 3, 

7, 15 et 30%. Les mesures XPS ont également montré un rapport des liaisons C≡N sur les 

liaisons C=N variant selon la pression partielle d’azote dans le plasma. L’épaisseur et la 

rugosité varient de façon non linéaire  en fonction du pourcentage atomique d’azote dans le 

film. Cette non linéarité confirme un mode d’insertion complexe de l’azote dans les films. De 

plus, les études en CS-AFM ont montré que la conductivité électrique dépend du pourcentage 

d’azote dans le film et en particulier des valeurs importantes de conductivité ont été obtenues 

pour de faibles taux d’azote. Les études CS-AFM ont également montré que la conductivité 

des dépôts CNx sur verre/ITO est beaucoup plus homogène que celle des substrats d’ITO nu. 
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D’autre part, les dépôts de CNx sur un substrat de verre/ITO n’altèrent pas la transparence 

initiale. 

La caractérisation des films CNx sur ITO en solution a montré la mauvaise tenue 

mécanique des films principalement pour une faible pression partielle d’azote dans le gaz de 

pulvérisation (3 et 7%). La tenue mécanique des dépôts CNX sur ITO dans les solutions de 

H2SO4 ne nous permet pas d’activer nos électrodes dans ces solutions. Un des paramètres 

important pour les électrodes de a-CNx est leur fenêtre de polarisabilité. Celle-ci est 

caractérisée dans des solutions de KCL et de LiClO4 par voltammétrie cyclique, pour les 

électrodes ayant une bonne tenue mécanique en solution (P30 et P15). Les autres électrodes 

P3 et P7 ne possèdent pas une bonne résistance mécanique en solution à cause de leur faible 

taux d’azote. Cette fenêtre de polarisabilité est supérieure à 2,5V et est équivalente pour les 

deux types de protocoles (P15 et P30). Les caractérisations par SIE ont montré la présence 

d’un CPE dans le circuit équivalent de l’interface a-CNx/solution traduisant le caractère non 

idéal de cette capacité. Ceci est dû à la non homogénéité de la surface des dépôts de a-CNx 

sur ITO. Les caractérisations par SIE en fonction du potentiel ont montré une dépendance de 

α, Q, Cd et Rt  en fonction du potentiel appliqué. Les valeurs de α augmentent avec le 

potentiel, ce qui montre une homogénéisation de la surface. Les valeurs de Rt augmentent 

avec le potentiel puis restent relativement stables. Le tracé des courbes de Tafel a permis de 

conclure que la résistance de transfert de charge est liée à la réduction du dioxygène et de 

l’eau. La diminution des valeurs de Rt lorsque le potentiel se déplace vers les potentiels 

négatifs est causée par la réduction de ces deux espèces. Les valeurs de Cd diminuent jusqu’au 

potentiel d’environ -0,2V puis augmentent. Les valeurs moyennes de capacité de double 

couche augmentent avec la concentration en KCl, ce qui est conforme avec la théorie de la 

double couche. De plus, ces valeurs moyennes sont plus faibles pour les électrodes P30 ce qui 

est probablement dû à la conductivité inférieure des électrodes P30 par rapport aux électrodes 

P15. Dans un deuxième temps, la réactivité électrochimique a été caractérisée avec un traceur 

redox le ferricyanure/ferrocyanure de potassium. Les résultats par voltammétrie cyclique et 

par impédance ont montré que la réactivité des films diminue lorsque le pourcentage d’azote 

dans le gaz de pulvérisation augmente. De plus, la comparaison des valeurs des différents 

paramètres du circuit équivalent avant et après activations dans KCl a confirmé l’efficacité du 

prétraitement dans KCl. Une optimisation du prétraitement d’activation devrait être 

envisageable pour une amélioration de la cinétique de transfert de charge sur les substrats 

CNx/ITO. 
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La faisabilité de substrats verre/ITO/CNx en tant qu’électrodes pour une puce 

microfluidique tout en verre ou en verre/PDMS est rendue possible. Nos résultats ont permis, 

de retenir les dépôts avec un pourcentage d’azote de 15% comme matériau d’électrodes pour 

les puces microfluidiques dues à leurs meilleures réactivités et leurs bonnes tenues 

mécaniques. Les dépôts avec une pression partielle de 30 % dans le plasma plus résistifs 

servent d’interface « idéalement polarisables » pour moduler le flux électroosmotique dans les 

microcanaux. La charge de surface dans les microcanaux sera donc modulable en temps réel à 

l’aide des interfaces polarisables, ce qui permettra d’effectuer des analyses en puce 

microfluidiques en corrigeant en temps réel la résolution de celles-ci. La faible réactivité 

électrochimique et la large fenêtre de polarisabilité devraient être un avantage pour les 

matériaux à interfaces polarisables. En effet, la large fenêtre de polarisabilité permettra 

d’avoir accès à toute la gamme de flux électroosmotiques nécessaires à une bonne séparation. 

De plus, la longueur de contrôle sera maximale si le courant dans cette fenêtre est faible. 
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V.1. Marquage d’acides aminés ou de peptides. 
 

La plupart des peptides ou des acides aminés n’étant ni électroactifs, ni fluorescents, 

l’utilisation d’agent dérivatif est nécessaire pour une détection indirecte. Les acides aminés ou 

les peptides sont pour la plupart dérivés à partir de leur groupement amine. Différentes 

molécules de marquage existent, comme le 3-(2-furoyl) quinoline-2-carboxyaldéhyde (FQ), 

l’othophthalaldéhyde (OPA), le naphthalène-2,3-dicarboxyaldéhyde (NDA), le 6-

aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate (AQC) et l’isothiocyanate de fluorescéine 

(FITC). Le NDA, l’OPA et le FQ sont des composés fluorogènes. C'est-à-dire qu’ils ne sont 

pas naturellement fluorescents, mais qu’ils forment une molécule dérivée fluorescente. Le 

Tableau IV-1 suivant répertorie quelques marqueurs pour les groupements R-NH2. 

 

Nom (abréviation) Formule développée de la 

molécule dérivée 

Détection Dérivation 

fonction 

secondaire 

3-(2-furoyl) quinoline-2-

carboxyaldéhyde (FQ) 

C15H9NO3 

O

N R

CN

 

 

fluorescence Non 

Orthophthaladéhyde 

(OPA) 

C6H6O2 N R

SR

 

N-subtituant-thiolisoindole 

fluorescence 

électrochimie 

Non 

naphatalène-2,3-

dicarboxyaldéhyde 

(NDA). 

C12H8O2 

N R

CN

 

Cyanobenzo[substituant]isoindole 

fluorescence 

électrochimie 

 

 

 

 

fluorescence 

Non 

 

 

 

 

 

Non 
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ou

N R

SR

 

N-substituant-1-

alkylthiolben[f]isoindole 

électrochimie 

6-aminoquinolyl-N-

hydroxysuccinimidyl 

carbamate (AQC) 

C14H13N4O5 
N

N
H

O

N
H

R

 

6-quinolenylaminocarbonyl-amine 

fluorescence 

électrochimie 

Oui 

Tableau IV-1 : Différents marqueurs pour les groupements R-NH2. 
 

Plusieurs techniques de marquage existent : pré-colonne, en-colonne, post-colonne. 

Dans le cas de la dérivation pré-colonne, l’étape de marquage est effectuée avant l’injection 

de la solution dans la colonne. Si l’étape de dérivation a lieu après l’étape de séparation, on 

parle de marquage post-colonne. Dans la plupart des analyses de biomolécules, le marqueur 

est injecté dans le canal de séparation, l’analyse est alors plutôt une analyse en-colonne. Les 

méthodes en-colonne et post-colonne nécessitent une réaction rapide, de l’ordre de la seconde, 

entre le marqueur et la molécule à marquer. La stabilité à long terme de la dérivation n’est pas 

nécessaire. Il est à noter que la durée de la réaction de dérivation n’est pas limitée en pré-

colonne, mais que celle-ci doit être stable. 

Le 6-aminoquinolyl-Nhydroxysuccinimidyl carbamate (AQC) est un marqueur dont 

l’emploi est simple, les dérivés sont très stables et ont une forte intensité de fluorescence. En 

effet, des tests de stabilité ont été réalisés pour la dérivation de polyamines et ont montré une 

bonne stabilité de la réponse en fluorescence des dérivés. L’AQC a été utilisé initialement 

comme agent dérivatif fluorescent pour la détection d’acides aminés par Cohen et al. [1]. 

Contrairement aux trois autres agents dérivatifs, l’AQC réagit avec les amines primaires et 

secondaires [2],[3]. Il a également été montré que le produit de dérivation est électroactif 

grâce au groupement aromatique aminoquinoline [4]. La dérivation d’acides aminés et de 

peptides a été étudiée, un pic d’oxydation irréversible apparaît autour de +1,2 V/(Ag/AgCl). 

Les études en fonction du pH ne montrent aucune variation vis-à-vis du potentiel de pic. 

D’autre part, la dérivation d’acides aminés électroactifs montre un pic plus large dû à une 
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oxydation sur les deux sites. Dans cette étude, la limite de détection d’acides aminés a été 

mesurée à 2,5 pM. 

L’OPA est une molécule couramment utilisée pour la dérivation d’amine primaire en 

présence de groupement thiol [5–9]. Plusieurs mécanismes de formation du dérivé formé ont 

été proposés [10]. Cependant le marquage avec l’OPA présente certains inconvénients. En 

effet, le marquage permet de dériver des acides aminés mais pas des peptides [11], et la 

molécule isoindole formée peut s’oxyder à l’air en milieu aqueux pour former 4 nouveaux 

composés [12]. 

Montigny et al. ont testé différents nucléophiles (N3
ֿ, NCS-, HSO3 ֿ et CN-) afin 

d’augmenter la stabilité des molécules formées pour la dérivation de l’alanine [13]. Ces 

nucléophiles ont été choisis pour leur caractère désactivant. En effet, la réactivité du cycle 

aromatique vis-à-vis de la substitution nucléophile diminue en leur présence. Dans l’étude de 

Montigny et al., seules les dérivations utilisant HSO3
- et CN- comme nucléophiles ont données 

des molécules fluorescentes. Cependant, bien que les composés formés avec le cyanure soient 

plus stables, l’intensité de fluorescence est moins importante comparée au 2-mercaptoethanol 

(2-ME) couramment utilisé [13]. 

Le naphthalène-2,3-dicarboxyaldéhyde (NDA) a été synthétisé pour pallier différents 

problèmes liés à l’utilisation de l’OPA comme agent dérivatif. Dans un premier temps, la 

molécule de NDA a été synthétisée à partir du 2,3-dimethylnaphtalène. Cependant, ce 

composé n’étant plus commercialisé, un autre précurseur a été développé par Carlson et al. 

[14]. Dans une première étape, le α,α,α,α−tetrabromo-o-oxylène et l’acide maléique anhydre 

réagissent grâce à une réaction de Diels Alder pour former l’acide naphthalène-2,3-

dicarboxylique. Deux réductions en présence de tétrahydroaluminure de lithium permettent 

d’obtenir le 2-3 bis(hydroxyméthalnaphtalène). Une dernière étape correspondant à une 

oxydation de Swern dans du DMSO, du chlorure oxalique, et du CH2Cl2  permet d’obtenir le 

NDA. Le Schéma IV-1 récapitule les différentes étapes de synthèse du NDA.  

 



Chapitre IV- Détection du peptide TTR en macrosystème 
 

 150 

Br

Br

Br

Br

NaI DMFO OO

H3O+NaOH H
2
O

CO2H

CO2H

LiAlH4/Et2O

Me2SO CH2Cl2oxalyl chloride

CH2OH

CH2OH

CO2H

CO2H

CH2OH

CH2OH

COH

COH

+

 

Schéma IV-1 : Synthèse du NDA à partir de l'acide maléique et de l’ α,α,α,α−α,α,α,α−α,α,α,α−α,α,α,α−tetrabromo-o-oxylène [14]. 
 

Le NDA réagit avec les groupements R-NH2 en présence de cyanure ou de 

groupement R-SH. En utilisant le cyanure comme nucléophile, il se forme alors un composé 

N-2-substituant-1-cyanobenz-[f]-isoindole (CBI) qui est fluorescent et électroactif. Le 

Schéma IV-2 montre la réaction de formation du CBI en présence de NDA et d’ion cyanure 

comme nucléophile. 

O
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RNH2

NC
N R

CN

+

 

Schéma IV-2 : Réaction du NDA avec un groupement RNH2 en présence de cyanure [14]. 
 
Carlson et al. ont donné une hypothèse de mécanisme de formation du CBI, avec dans une 

première étape, la réaction avec le groupement R-NH2 puis l’addition du cyanure et enfin la 

perte d’un groupement H2O (Schéma IV-3) [14]. 
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Schéma IV-3 : Réaction de formation du CBI, d’après [14]. 
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Les composés isoindoles issus de la dérivation de biomolécules avec le NDA ou 

l’OPA présentent une stabilité différente. En effet, les produits de dérivation avec l’OPA sont 

peu stables. Pour exemple, les dérivés de la glycine avec l’OPA sont rapidement dégradés 

(t1/2= 1,5h) tandis que seulement 10% des composés dérivés avec le NDA ont disparu après 10 

h. De plus, l’excès d’OPA accélère la dégradation du composé de dérivé, ce qui n’est pas le 

cas avec le NDA [13]. D’autre part, l’utilisation du NDA comme agent dérivatif permet 

d’augmenter la limite de détection en fluorescence. C’est le groupement isoindole formé lors 

de la dérivation qui donne l’activité électrochimique du composé.  

La détection par fluorescence de peptides ou d’acides aminés possédant deux 

groupements RNH2 peut être difficile à cause « self-quenching ». Cette atténuation de la 

fluorescence est causée par un processus de relaxation intramoléculaire qui résulte des 

interactions hydrophobes des deux groupements cycliques isoindoles formés par la dérivation 

dans les solutions aqueuses [13],[15],[16]. Cependant ce « quenching » de fluorescence n’est 

pas observé pour les dérivés obtenues avec le 2−mercaptoéthanol (2−ΜΕ) [17]. Les dérivés 

avec le 2−ΜΕ possèdent également l’avantage d’avoir un temps de dérivation plus court que 

les ceux obtenus à partir de cyanure. Les dérivés utilisant le 2−ΜΕ comme nucléophile sont 

cependant moins stables que ceux utilisant le cyanure. Le 2−ΜΕ étant un meilleur 

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

La détection électrochimique d’acides aminés (AA) ou de peptides après dérivation 

avec le NDA est couramment utilisée. Cette détection peut être couplée avec différentes 

techniques de séparation, comme la chromatographie liquide en colonne capillaire pour 

analyser les acides aminés [20] [15]. Oates et al. ont séparé par chromatographie liquide 18 

AA en 50 minutes avec une limite de détection de 5.10-9 M [20]. Ce même groupe a analysé 

par chronoampérométrie 17 acides aminés avec également une limite de détection de 5.10-9 M 

[15]. L’électrophorèse en zone capillaire a également été couplée à la détection 

électrochimique pour la détection d’acides aminés avec une limite de détection allant du 

femtomole à l’atomole selon les acides aminés [21],[22]. Le marquage peut également 

s’effectuer directement dans une cellule biologique [23]. Les AA dérivés présents dans la 

cellule sont alors séparés et détectés par ampérométrie [24]. La détection et la séparation 

d’acides aminés et de petits peptides peuvent aussi être réalisées en microsystème avec une 

limite de détection inférieure au micromolaire[25]. 

Comme expliqué précédemment le NDA a été choisi pour mener une étude 

comparative du marquage et de la détection d’un peptide de la TTR (PN) dans le cadre de 
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l’ANR DIMIPOLE en collaboration avec le LPNSS où le peptide est étudié par fluorescence. 

En effet, le NDA a l’avantage de conduire à un dérivé stable et détectable par électrochimie et 

par fluorescence. 

 

V.2. Etude électrochimique du marqueur NDA 
 

Les premiers travaux en électrochimie des composés aldéhydiques remontent à la 

réduction polarographique du benzaldéhyde. La réduction du groupement aldéhyde est un 

mécanisme à deux électrons et deux protons [26]. Le mécanisme de réduction du groupement 

aldéhyde à l’électrode (H+→ e-→  H+→ e-, H+→ e-→ e-→ H+→ e-, e-→ H+→ e-→ H+ ou e-→ 

e-→ H+ →H+) et dépend donc du pH. Ces mécanismes ont été mis en évidence par l’étude de 

la variation des potentiels de demi vagues en fonction du pH. Le chemin suivi  dépend du pH 

de la solution comme le montre la Schéma IV-4 ci-dessous : 
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Schéma IV-4: Réduction du benzaldéhyde en milieu tampon (acétate, borate ou phosphate)  à 0,04mol/L 
[26]. 
 

Dans le cas où le pH < 2,5, la solution acide possède une quantité non négligeable de 

BH+. Dans ce cas, une vague à un électron est observée correspondant à la réduction de BH+ 

pour former BH●. Celui-ci est susceptible d’être protonné pour donner le composé BH2
●+. La 

réduction de ce composé est masquée par celle des protons. Si le pH est compris entre pH = 

2,5 et pH = 5,5, deux vagues de réduction sont observées. La première vague correspond au 

même mécanisme que lorsque le pH < 2,5. En effet, la concentration en H+ est encore assez 

élevée pour former le cation BH+ en quantité suffisante. Le composé BH● formé se réduit de 

nouveau pour former le composé BH- qui devient BH2 après protonation. Cette deuxième 
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réduction est irréversible. Lorsque le pH est compris entre 5,5 et 9, une seule vague à deux 

électrons est observée. Celle-ci est due à la réduction de B et de BH●. Puis lorsque le pH est 

supérieur à 9, la vague a une intensité qui diminue puis elle se scinde en deux. La première 

vague correspond à la réduction de B en B●- et la seconde correspond à la réduction de l’anion 

B●-
  en B2-. Cette dernière réduction peut également être masquée par la réduction des protons. 

Il y alors protonation du dianion pour former BH2. 

 
Dans le cas du NDA, l’hydratation des deux groupements aldéhydes ne peut pas être 

négligée en milieux aqueux. Un groupement aldéhyde du dialdéhyde va s’hydrater pour 

former une espèce monohydratée acyclique qui est elle même en équilibre avec la forme 

hémiacétale cyclique (Figure IV-1). La forme hémiacétale cyclique n’est en principe pas 

électroactive dans les gammes de potentiels utilisées [26]. 

 

 
Figure IV-1 : Schéma d’hydratation et équilibre entre les formes du NDA en solution aqueuse. 

 

Zuman et al. ont étudié la réduction de l’OPA par polarographie et par voltammétrie 

cyclique sur carbone vitreux. L’étude par polarographie a été réalisée dans un milieu aqueux 

en présence de 1% et de 30% d’acétonitrile pour solubiliser l’OPA. Cette étude a montré une 

différence notable de réponse du NDA en fonction du milieu (potentiel de pic, densité de 

courant). De plus, la comparaison des résultats obtenus sur goutte de mercure et sur carbone 

vitreux présente également des différences. Dans cette étude, le mécanisme de réduction a été 

établi à deux électrons et deux protons. Le même mécanisme a généralement été admis pour 

le NDA [27], [28]. 

 

Le milieu aqueux, considéré dans ce travail de thèse, est constitué de tampon borate 100 

mM/MeOH dans une future application en puce microfluidique pour une séparation par 

électrophorèse capillaire en collaboration avec le LPNSS. En effet, le méthanol permet de 

solubiliser le NDA. Les conditions de séparation electrophorétiques ont été optimisées dans la 

thèse (en cours) de Mme Sonia Korchane dans le cadre de l’ANR DIMIPOLE. Le milieu est 

constitué d’un tampon borate dans un mélange eau/MeOH 50/50 (v/v) tandis que dans les 
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analyses de Zuman et al. le milieu était constitué d’un mélange eau/acétonitrile avec 1% ou 

30% d’acétonitrile. Les conditions étant différentes, la caractérisation électrochimique du 

NDA est nécessaire dans un tel milieu. Les techniques utilisées pour cela sont : la 

voltammétrie cyclique (VC) et la voltammétrie différentielle pulsée (DPV) dans le but 

d’étudier le mécanisme de réduction. Pour déterminer le type de réactions mises en jeu, le 

potentiel et la densité de courant des pics ont été étudiés en fonction de la vitesse de balayage, 

et de la concentration globale en NDA. 

 

Nos résultats dans un milieu tampon borate 100 mM /MeOH (50/50 v/v) montrent que 

le NDA présente deux vagues de réductions irréversibles chimiquement en VC. A pH 9, les 

deux vagues de réduction se situent respectivement à environ -1,1 V/ECS et -1,4 V/ECS pour 

une vitesse de balayage de  100 mV/s (Figure IV-2).. La réponse électrochimique en DPV est 

donnée à titre indicatif (le potentiel du premier pic est égal à -1,11 V/ECS et celui du 

deuxième pic est égal à -1,34 V/ECS) pour une vitesse de balayage de  25 mV/s. Nous 

reviendrons ultérieurement sur les avantages de cette technique électrochimique  
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Figure IV-2 : a) Voltammétrie cyclique à 100 mV/s du NDA à  1 mM en milieu tampon 100 mM pH 9 
borate / MeOH 50/50 v/v sur une électrode de carbone vitreux, S = 0,071 cm². b) DPV  à 25 mV/s du NDA 
à 1 mM en milieu tampon 100 mM pH 9 borate / MeOH 50/50 v/v  sur une électrode de carbone vitreux, S 
= 0,071 cm². 
 
 

 Les vagues en VC sont dues aux réactions de réduction des fonctions aldéhydes : 

réductions supposées à deux protons et deux électrons. Si on se base sur la littérature, le 

premier pic serait dû à la réduction d’un groupement aldéhyde du dialdéhyde [27]. Dans un 

premier temps, on considère que les équilibres sont figés. Cette hypothèse sera vérifiée dans 
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le chapitre IV.2.4. D’autre part, le rapport des densités de courant des pics 1 et 2 (Jpic1/Jpic2) 

n’étant pas inférieur ou égal à 1, il ne peut pas s’agir uniquement d’une réaction consécutive à 

la première réduction, c'est-à-dire la réduction de la deuxième fonction aldéhyde de la forme 

réduite du dialdéhyde. En effet, le rapport Jpic2/Jpic1 est égal à 4,0 pour une vitesse de 100 

mV/s. Le pic 2 est donc dû à deux réactions se produisant au même potentiel, 

vraisemblablement la réduction du second groupement aldéhyde du dialdéhyde et du 

groupement l’aldéhyde du monohydraté acyclique formé. 

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

 

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

 
L’étude de la variation des densités de courant de pics et des potentiels de pics en fonction 

de la vitesse de balayage et de la concentration totale en NDA nous permettra de déterminer le 

type de mécanisme qui est mis en jeu. 

Une étude, en faisant varier la concentration, est faite pour cinq concentrations comprises 

entre 1 mM et 5 mM et pour une vitesse de balayage fixée à 100 mV.s-1. L’augmentation de la 

concentration en NDA est réalisée en ajoutant la même quantité de NDA entre chaque 

expérience. La densité de courant des pics est reportée en fonction de la concentration totale 

en NDA (Figure IV-3). 
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Figure IV-3 : Variation de la densité de courant des différents pics 1 et 2 en fonction de la concentration 
totale en NDA dans un mélange tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH 50/50 v/v, en bleu, le pic 1 ,et en 
rouge, le pic 2, sur une électrode de carbone vitreux (S = 0,071 cm²) avec une vitesse de balayage de 100 
mV.s-1. 
 

La variation de la densité de courant des pics en fonction de la concentration est 

linéaire. Les variations des potentiels de pics sont répertoriées dans le Tableau IV-2. 

 

Concentration (mM) 1 2 3 4 5 

Epic1 (V/ECS) -1,189 -1,191 -1,199 -1,189 -1,189 

Epic2 (V/ECS) -1,451 -1,447 -1,450 -1,444 -1,450 

Tableau IV-2 : Variations des potentiels de pics 1 et 2 en fonction de la concentration totale en NDA 
 
 

Les potentiels de pics expérimentaux ne varient pas avec la concentration. On peut 

donc écarter les mécanismes de réduction impliquant une réaction de type second ordre, telle 

qu’une réaction de dimérisation entre les formes du NDA en solution. 

Par la suite, la variation de la vitesse de balayage de la solution de NDA est étudiée en 

gardant une concentration constante en NDA totale à 1 mM. La densité de courant des pics est 

reportée en fonction de la racine de la vitesse de balayage (Figure IV-4). 
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Figure IV-4 : Variation des densités de courant des pics pour 1 mM NDA totale dans une solution tampon 
100 mM pH 9borate / MeOH 50/50 v/v en fonction de la vitesse de balayage sur une électrode de carbone 
vitreux (S = 0,071 cm²). En bleu le pic 1 et en rouge le pic 2. 
 

La variation du rapport J2/J1 est représentée dans la Figure IV-5. Le rapport des 

densités de courant varie avec la vitesse de balayage de façon non linéaire. Après 100 mV/s le 

reste relativement constant. On peut donc supposer que pour des valeurs de vitesse de 

balayage de 100 mV/s, les équilibres sont figés.  
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Figure IV-5 : Variation du rapport J 2/J1 en fonction de la vitesse de balayage dans une solution tampon 
100 mM pH 9 borate / MeOH 50/50 v/v en fonction de la vitesse de balayage sur une électrode de carbone 
vitreux (S = 0,071cm²). 
 
 Les valeurs des potentiels de pics sont tracées en fonction du logarithme de la vitesse 

de balayage (Figure IV-6). 
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Figure IV-6 : Variation des potentiels de pic en fonction du logarithme de la vitesse de balayage dans une 
solution tampon 100 mM pH 9  borate / MeOH 50/50 v/v en fonction de la vitesse de balayage sur une 
électrode de carbone vitreux (S = 0,071cm²). a) Potentiel du pic1. b) Potentiel du pic2. 
 
 L’aplatissement en début de courbe est dû à la convection aux faibles vitesses de 

balayage. Nous remarquons que les potentiels des pics 1 et 2 sont sensibles à la variation du 

logarithme de la vitesse de balayage, indiquant là aussi, que des réactions chimiques sont 

impliquées dans le mécanisme. Nous notons entre autre que le deuxième pic est plus sensible 

à la variation du logarithme de la vitesse de balayage, 40 mV par décade  pour le pic 2, alors 

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

 
La densité de courant des pics du NDA varie bien en fonction de la racine de la vitesse 

de balayage. Après les quelques observations préliminaires, nous prenons comme hypothèse 

que la densité de courant de pics en fonction de la vitesse de balayage suit l’équation établie 

pour un mécanisme EC. Dans le cas d’un système irréversible chimiquement, la densité de 

courant des pics en fonction de la vitesse de balayage suit une loi de type EC [29]: 
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  Equation IV-1 

avec D, étant le coefficient de diffusion de l’espèce red, F la constante de Faraday, T, 

la température, n le nombre d’électrons échangés, S, la surface de l’électrode et C° la 

concentration en DA dans le cas du premier pic et en MA et DA,r dans le cas du second pic. 

 

Pour l’instant la concentration exacte de chaque espèce n’est pas connue.  
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D’autre part, les ordonnées à l’origine des droites sont non nulles, vraisemblablement 

dues à des réactions chimiques intervenant dans le mécanisme comme évoqué précédemment.  

 

V.2.1.2 Etude du NDA en milieu organique  
 

Une étude électrochimique du NDA est effectuée dans un solvant organique 

(acétonitrile, 0,1 M tétrabuthylammonium tetrafluoroborate ((CH3(CH2)3)4NBF4)). Dans ce 

milieu, seulement la forme dialdéhyde est théoriquement présente en solution. La Figure IV-7 

montre le voltammogramme de 1 mM de NDA dans l’acétonitrile à 100 mV/s avec une 

référence Ag/AgCl. 
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Figure IV-7 : Voltammogramme dans de l'acétonitrile, 0,1 M CH3(CH2)3)4NBF4 sur une électrode de 
carbone vitreux (S = 0,071 cm²), v = 100  mV.s-1. NDA 1mM (noir) blanc (gris) 
 

Dans ce cas une vague de réduction est observée à -1,4 V vs Ag/AgCl avec un retour à 

-1,33 V vs Ag/AgCl. Cependant, le pic n’est pas complètement réversible, il doit rester de 

faibles traces d’eau dans la solution (provenant de l’acétonitrile ou du sel de fond) entraînant 

la formation des formes hydratées du NDA. Le pré-palier situé a -0,9 V/ECS est également 

présent dans le blanc. Ces observations nous replacent à peu près dans les mêmes conditions 

que précédemment (IV.1.1) avec des réactions à deux électrons et deux protons. 
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Pour accentuer ces observations, de très faibles quantités d’eau (2 µL pour chaque 

ajout) ont été ajoutées au milieu (Figure IV-8). Un pic correspondant à la réduction de la 

forme hydratée devrait donc apparaître.  
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Figure IV-8 : Evolution des voltammogrammes de 1mM dans de l'acétonitrile, 0,1 M CH3(CH2)3)4NBF4 

sur une électrode de carbone vitreux (S = 0,071 cm²), v = 100 mV.s-1 après ajout de traces de H2O. 
 

Un décalage du pic initialement à -1,4 V/(Ag/AgCl) vers le potentiel plus positif est 

observé ainsi qu’un épaulement vers -1,6 V/(Ag/AgCl). Les valeurs des potentiels du premier 

pic et de la densité de courant sont indiquées dans Tableau IV-3. 

 Sans 

ajout 

1èr ajout 2ème ajout 3ème ajout 4ème ajout 

Epic (V) -1,397 -1,389 -1,388 -1,384 -1,381 

J pic (mA/cm²) 0,080 0,085 0,093 0,094 0,10 

Tableau IV-3 : Variation des potentiels de pic et de la densité de courant avec l’ajout de traces d’eau. 
 
 
 La variation de la densité de courant de pic en fonction de l’ajout d’eau est linaire et à 

une ordonnée à l’origine non nulle. En comparant les voltammogrammes à ceux obtenus en 

solution aqueuse, on peut supposer que le premier pic correspond donc à la forme non 

hydratée tandis que le deuxième à la forme hydratée. Le pré-palier situé vers -0,9 

V/(Ag/AgCl) est dû au traces d’eau en solution. La densité de courant en fonction de l’ajout 

d’eau est linéaire ce qui confirme le rôle non négligeable des réactions d’hydratation.  

D’après les informations obtenues par voltammétrie cyclique, on a donc un schéma 

réactionnel suivant (Schéma IV-5) : 
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Schéma IV-5 : Réaction du NDA dans un mélange tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH 50/50 v/v. 
 
  

Les résultats préliminaires ont permis de montrer la présence des différentes formes du 

NDA en solution. La densité de courant du pic 1 dépend de la concentration en DA. Le 

rapport des densités de courants des pics 1 et 2 indique que le pic 2 est dû à deux réactions de 

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

V.2.1.3 Etude 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 pure ou en mélange est limitée par le pH 

= 0 et par pH = pKap avec Kap  la constante d’autoprotolyse dans le mélange. Dans un mélange 

binaire eau/MeOH, l’autoprotolyse est définie par quatre équilibres de transfert de protons 

[29]. 

H
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Equation IV-2 
 

Equation IV-3 
 

Equation IV-4 
 

Equation IV-5 

 
La constante d’autoprotolyse est égale à : 
 

2 
1 

MA 
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HAC 
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Equation IV-6 
 

 
Dans le cas d’un mélange eau/MeOH 50/50 v/v, le pKap est égal à 14,14 (le pKa dans l’eau 

pure est de 14). 

Bosch et al. ont montré que la même limite de pH acide peut être utilisée dans le cas 

de mélange eau pure et eau/MeOH [30]. Dans le cas des pH inférieur à pH 8 (eau pure), le pH 

eau pure et eau /MeOH sont identiques. Cependant pour des pH plus basiques, l’activité du 

solvant MeOH doit être pris en compte. Dans ce cas, le pH de la solution est calculé comme 

suit pH = pKap –log(activité du solvant). Dans notre cas, les valeurs de pH sont obtenues avec 

une erreur maximale de 0,14. 

 

V.2.1.3.2 Etude des densités de courant de pic en fonction du pH 
 

Le but de cette étude est de déterminer à quel pH, les formes DA et MA sont le plus 

présentes en solution. En effet, ces deux formes sont susceptibles de réagir avec des 

groupements R-NH2. L’optimisation du pH est un critère important pour avoir les meilleures 

conditions de marquage possible. Le NDA étant présent sous trois formes en solution, la 

variation des pics en fonction du pH est étudiée (Erreur ! Source du renvoi introuvable.). 

Cette étude est réalisée en voltammétrie différentielle pulsée (DPV), cette dernière est utilisée 

pour augmenter la sensibilité de mesure du courant faradique par rapport au courant capacitif. 

Le potentiel et la densité de courant de pic sont relevés en fonction du pH des solutions adapté 

pour un mélande binaire H2O/MeOH. 

L’irréversibilité est confirmée en DPV pour une vitesse de balayage de 25 mV/s 

(Figure IV-9). En effet, les largeurs à mi-hauteur du premier pic et du second pic sont 

respectivement de 95 mV et 97 mV pour le pH 9,3. Ces deux largeurs à mi-hauteur sont 

supérieures à la valeur théorique de 90,4/n mV soit 45,2mV pour deux électrons. La Figure 

IV-9 montre une forte sensibilité de la densité de courants des pics et des potentiels en 

fonction du pH.  
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Figure IV-9 : Effet du pH sur la DPV à 25 mV/s d’une solution de 1 mM NDA dans une solution tampon 
100 mM borate / MeOH (50/50 v/v) sur une électrode de carbone vitreux (S = 0,071 cm²). En bleu le pic 1 
et en rouge le pic 2. a) pH 2,6. b) pH 9,3. c) pH 12. 
 
Les mesures de variation des pics ont été faites systématiquement pour la gamme de pH allant 

de 1,8 à 13. La variation de la densité de courant est indiquée dans la Figure IV-10. 
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Figure IV-10 : Variation de la densité de courant des pics en fonction du pH d’une solution de 1 mM NDA 
dans une solution tampon 100 mM borate / MeOH (v/v 50/50) sur une électrode de carbone vitreux (S = 
0,071 cm²). En bleu le pic 1 et en rouge le pic 2. 
 

Nous remarquons que les densités de courant de pics Jpic1 et J pic2
  sont indépendants du 

pH pour des pH inférieurs à 3. De plus, la densité de courant du second pic est inférieure à 

celle du premier pic dans cette gamme de pH. Par conséquent, la concentration en MA est 
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inférieure à la concentration en DA. Pour la densité de courant Jpic1 une légère augmentation 

est observée entre les pH 3 et 8, la concentration en DA augmente donc entre ces deux pH. 

D’autre part, entre les pH 3 et 9, une forte augmentation de la densité de courant pic 2 est 

observée. Celle-ci est liée à l’augmentation de la concentration en DA en DA,r ainsi qu’en 

MA. L’augmentation conjointe de ces deux formes induit une diminution de la concentration 

en hemiacétal cyclique. Pour les pH allant de 8 à 12, la densité de courant Jpic1 augmente 

fortement et donc la concentration en DA également, cette augmentation est probablement 

due à la déshydratation catalytique par OH- (Schéma IV-6).  
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Schéma IV-6 : Déshydratation catalytique par OH- de HAC pour une augmentation de pH. 
 

Ceci a également été observé par Zuman et al. dans un milieu aqueux avec 1% 

d’acétonitrile [27], [28]. 

La densité de courant du pic 1 est de nouveau indépendante du pH lorsque celui-ci est 

supérieur à 12. D’autre part, la densité de courant du pic 2 chute après pH 9. Lorsque le pH 

est supérieur à 12, la concentration en DA reste constante, et donc celle en DA,r également. 

La concentration en MA diminue donc et la concentration en HA augmente.  

On observe un troisième pic de réduction visible à pH 13, dont la valeur de Epic est de  

-1,53V/ECS. Nous pouvons attribuer ce pic à la réduction du diol germinal (Schéma IV-7 et 

Figure IV-11)). L’existence de cette forme a déjà été proposée par Zuman et al. dans le cas de 

l’OPA dans une solution eau avec 1% d’acétonitrile. Ici nous avons une observation claire de 

ce pic en DPV dans le cas du NDA (Figure IV-11). 
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Schéma IV-7 : Schéma réactionnel adapté pour la formation du diol géminal à partir de la réduction du 
NDA d'après le schéma proposé par Zuman et al. pour l'OPA [27]. 
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Figure IV-11 : DPV à 25mV/s d’une solution de 1mM NDA dans une solution tampon 100 mM borate / 
MeOH (v/v 50/50) à pH 13 sur une électrode de carbone vitreux (S = 0,071 cm²). En bleu le pic 1 et en 
rouge le pic 2, en vert le pic 3. a) fenêtre de potentiel de 1,0V à -1,7V. b) Agrandissement de la fenêtre de-
1,6 V/ECS à -1,47 V/ECS. 
 

Pour comparer la concentration en DA et en MA, la densité de courant du pic 2 et la 

densité du pic 1 Jpic1 multipliée par deux (2 Jpic1) sont tracées en fonction du pH (Figure IV-

12). En effet, si on considère les coefficients de diffusion de DA et de MA égaux, le ratio 

[MA]/[DA] devrait être égal à (Jpic2-Jpic1)/ Jpic1. Donc, la concentration en MA est 

nécessairement supérieure à celle en DA si Jpic2>2Jpic1,  et inférieure si Jpic2<2Jpic1. D’après la 

Ipic3 
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Figure IV-12, [MA]<[DA] avant pH 3 et après pH 11, et [MA]>[DA] pour le pH allant de 3 à 

11. La Figure IV-12 correspond au tracé de  Jpic2-Jpic1/Jpic1, ce qui correspond à [MA]/[DA]. 

Lorsque ce rapport est compris entre 0 et 1, alors [MA]<[DA], si il est égal à 1 alors 

[MA]=[DA] et si ce rapport est supérieur à 1 alors [MA]>[DA] (pH 3 à 11). Pour les 

concentrations très acides et très basiques, le rapport  Jpic2-Jpic1/Jpic1  est inférieur à 1, donc 

il n’y a pas ou peu de MA en solution, la densité de courant est due à la réduction de la forme 

DA,r.  
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Figure IV-12 : Variation de la densité de courant en fonction du pH d’une solution de 1 mM NDA dans 
une solution tampon 100 mM borate / MeOH (v/v 50/50) sur une électrode de carbone vitreux (S = 
0,071cm²) a) en rouge Jpic2 et en bleu 2Jpic1. b) ratio (Jpic2-Jpic1)/ Jpic1. 
 

 

Les expériences montrent que le potentiel de pic varie également avec le pH, ce qui 

confirme que le mécanisme de réduction est un mécanisme avec un transfert de protons. Une 

forte diminution du potentiel de pic est observée pour des valeurs de pH inférieures à 4 puis 

une relative stagnation et enfin une décroissance (Figure IV-13).  
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Figure IV-13 : Variation du potentiel de pic avec le pH d’une solution de 1 mM NDA dans une solution 
tampon 100 mM borate / MeOH (v/v 50/50) sur une électrode de carbone vitreux (S = 0,071 cm²) en rouge 
Epic2 et en bleu Epic1. 
 
 La variation abrupte entre les pH 3 et 4 (forte diminution) pourrait s’expliquer par la 

formation d’une quantité non négligeable de la forme protonée DAH+ en milieu acide (pH < 

3,8). Dans ce cas la réduction entraînerait la formation de l’expèce DAH• qui se protonerait 

pour former l’espèce DAH2
•+ qui se réduit en DAr. On peut également supposer que comme 

dans le cas du benzaldéhyde, la réduction de l’espèce chargée DAH+ est beaucoup plus rapide 

que celle de l’espèce neutre. Tandis que, pour des pH supérieurs à 3,8, la réduction est due à 

la forme DA et non plus DA,r ce qui entraîne un décalage vers les potentiels de pics plus 

négatifs.  

 Dans ce diagramme potentiel-pH, les pentes des courbes sont difficilement 

exploitables. En effet, le décalage observé pour les potentiels de pics n’est pas dû qu’aux 

effets de pH. Le type de mécanisme de réduction, et notamment la vitesse de la réaction 

chimique pourrait être modifiée selon le pH, et par conséquent influer sur la position du 

potentiel de pic. En effet Molina et al. ont montré que les valeurs des potentiels de pics en 

DPV dépendent du mécanisme mis en jeu [31]. En effet, pour un mécanisme CE, plus la 

réaction chimique est rapide, plus le potentiel de pic se décale vers les potentiels négatifs. 

Dans le cas d’un mécanisme EC, les potentiels se décalent vers les potentiels positifs  

 

V.2.1.4  Schéma réactionnel du NDA 
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Les résultats de l’étude en fonction du pH montrent que la réduction de chaque forme 

est une réduction globale à 2 électrons et 2 H+ (Schéma IV-8). Le pH 9 choisi pour l’étude est 

un pH où les formes DA et MA sont en proportions importantes, ce pH est en accord avec les 

conditions optimales du marquage qui sont obtenues de manières empiriques. Les études en 

fonction du pH nous ont permis de déterminer les pKa et les potentiels standard des différents 

couples électrochimiques. Salem et al., ont déterminé les pKa de l’OPA et du NDA. Dans le 

cas du NDA, le pKa obtenu est de 4,5 (pKa correspondant à la réaction de la forme DA et MA 

avec les ions hydroxyde pour former un diol géminal) [28]. 

 
Schéma IV-8 : Schéma réactionnel de la réduction du NDA dans un mélange tampon borate/MeOH (50/50 
v/v). 
 
  

V.2.2. Détermination des concentrations de chaque forme 
 

Nous avons vu que le NDA existe sous 3 formes en solution, il est donc utile d’en 

connaître la concentration de chaque forme. Nous avons décidé de comparer les densités de 

courant des pics de réduction NDA avec la densité de courant du pic de réduction de la 

benzoquinone pour déterminer les concentrations en solution. La benzoquinone a été choisie 

car le mécanisme de réduction est le même que celui du NDA, c'est-à-dire une réduction à 

deux électrons et deux protons. 

V.2.2.1 Détermination de la concentration en comparant les intensités 
en voltammétrie cylique 

 

Hémiacétale cyclique, HAC 

CHO

CHO

H
2
O

CH(OH)2

CHO

CHO

CH2OH

H
2
O

CH(OH)2

CH2OH

CH2OH

CH2OH

H
+

2

2 e-

H
+

2

2 e-

H
+

2

2 e-

O

OH

OH

+

+

Dialdéhyde, DA Monohydraté acyclique, MA 

(non éléctroactif) 1 

2 
DA,r 

DA,r2 

MA,r 



Chapitre IV- Détection du peptide TTR en macrosystème 
 

 170 

Dans un premier temps, les voltammogrammes du NDA sont comparés à ceux de la 

benzoquinone (BQ) dans les mêmes conditions (pH, force ionique) pour déterminer les 

concentrations. Cette procédure est largement utilisée en électrochimie lorsque l’on cherche à 

déterminer le nombre d’électrons échangés. Ici nous appliquons la même procédure, non pas 

pour connaître le nombre d’électrons échangés mais pour déterminer la concentration en 

chaque forme. 

Le rapport des intensités de pic est obtenu à partir des relations théoriques donnant 

l’intensité des pics en fonction de la vitesse de balayage ainsi que les autres paramètres de 

l’équation IV-7. 

Le premier pic Ip1 est relatif au dialdéhyde non hydraté, qui s’exprime de la manière 

suivante :  
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  Equation IV-7 

L’intensité relative à la réduction de la benzoquinone dans le cas d’un système 

réversible : 
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  Equation IV-8 

En réalisant le rapport théorique des deux pics de réduction, la concentration en DA peut être 

exprimée : 
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  Equation IV-9 

 
Le deuxième étant le pic de réduction de la forme réduite du dialdéhyde et du monoaldéhyde, 

il devrait nous permettre de déterminer la concentration en monoaldéhyde. En considérant les 

coefficients de diffusion de DA,r, MA et DA égaux (et noté D), l’intensité du pic 2 Ip2 peut  

s’exprimer comme ci-dessous : 
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  Equation IV-10 

 
d’où 



Chapitre IV- Détection du peptide TTR en macrosystème 

 171 

DABQ
BQ

BQ
MA

rDABQ
BQ

BQ
MA

BQ

MArDA

BQBQ

CC
Ip

Ip

D

D
C

CC
Ip

Ip

D

D
C

C

CC

D

D

Ip

Ip

...11,1

.
.

.
.11,1

.
.

.11,1

2
2

1

,
2

2
1

,
2

1

2

δ−









=

−









=

+













=

 

           

  Equation IV-11 

 

  Equation IV-12 

 

  Equation IV-13 

 

δ étant la proportion de DA réduit en DA,r. Dans notre cas, on considère que tout le DA s’est 

réduit en DA,r, alors δ = 1, ce qui conduit à : 
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  Equation IV-14 

En considérant en première approximation, les coefficients de diffusion de DA, DA,r, MA et 

BQ égaux, les concentration s’expriment comme suit: 

BQ
BQ

DA C
Ip

Ip
C ⋅= 1.11,1

 

           

  Equation IV-15 

DABQ
BQ

MA CC
Ip

Ip
C −= 211,1

 

           

  Equation IV-16 

La concentration en hémiacétale cyclique est déduite des concentrations en DA et en MA de 

la façon suivante. 
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MADAtotNDAHAC CCCC −−= ,  
             Equation IV-17 

 

L’application numérique est faite avec une concentration en BQ égale à la 

concentration totale en NDA, soit 1 mM. Les résultats pour une vitesse de balayage de 100 

mV/s sont indiqués dans le tableau suivant (Tableau IV-4). 

Forme DA MA HAC 

Concentration (mM) 0,99 1,94 - 

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

Les résultats trouvés en utilisant la benzoquinone ne sont pas satisfaisants, les 

concentrations obtenues sont aberrantes. En effet, la concentration en MA obtenue est 

largement supérieure à la concentration initiale en NDA total de 1 mM. 

De manière à expliquer cette aberration, la benzoquinone est étudiée dans trois milieux 

différents : 100% méthanol avec 0,1 M KCl, 100% tampon borate à 100mM et pH 9, et notre 

milieu d’étude constitué du tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH 50/50 v/v (Figure IV-14). 

En comparant, le voltammogramme dans une solution tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH 

50/50 v/v ou 100% tampon borate à 100mM et pH 9, une diminution de l’intensité du pic est 

observée dans le mélange 50/50. Au regard du voltammogramme, la benzoquinone dans le 

milieu tampon borate 100 mM pH 9 /MeOH 50/50 v/v doit probablement se dégrader. 
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Figure IV-14 : Voltammogramme de 1 mM de BQ à 100 mV/s sur une électrode de carbone vitreux (S = 
0,071 cm²). a) BQ dans un tampon 100 mM borate. b) BQ dans MeOH 100 mM KCl. c) BQ dans un 
mélange tampon 100 mM pH 9borate / MeOH (50/50 v/v). 
 

Une expérience dans un mélange 90/10 (v/v) tampon borate/ MeOH est réalisée pour 

confirmer ces observations. L’évolution des densités de courants de pics en fonction du temps 

est reportée. Une diminution de la densité de courant des pics est effectivement observée en 

fonction du temps. D’autre part, la solution initialement de couleur jaune devient de plus en 

plus foncée au cours du temps. Ces deux résultats tendent à confirmer que la benzoquinone se 

dégrade dans ce milieu (Figure IV-14 et Figure IV-15). On peut supposer qu’il y a formation 

de la quinhydrone (QH) réaction de l’hydroquinone et de la benzoquinone [32].  
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Figure IV-15 : Voltammogramme de 1 mM de la BQ à 100 mV/s. a) BQ dans une solution de tampon 100 
mM borate. b) BQ dans une solution de tampon 100 m M pH 9 borate / MeOH (90/10 v/v) pour t = 0 min. 
c) BQ dans une solution de tampon 100 mM pH 9 borate / MeOH (90/10 v/v) pour t=10 min. d) BQ dans 
une solution de tampon 100 mM pH 9borate / MeOH (90/10 v/v) pour t = 20 min. e) BQ dans une solution 
de tampon 100 mM pH 9 borate / MeOH (90/10 v/v) pour t = 40 min. 

 

La benzoquinone ne peut donc pas être utilisée de manière fiable pour comparer les 

intensités avec celles du NDA. En effet, la benzoquinone se dégrade dans le temps dans notre 

milieu tampon borate/ MeOH, l’intensité du pic pour 1 mM de benzoquinone ne peut être 

déterminée dans les mêmes conditions d’analyse que le NDA. La benzoquinone ne permettant 

pas de déterminer la concentration de chaque forme, les formules des intensités en fonction de 

la vitesse de balayage (Equation IV-7 et IV-10) sont directement utilisées pour déterminer la 

concentration des différentes formes du NDA. Cependant pour utiliser ces formules, les 

coefficients de diffusion de chaque forme doivent être déterminés. 

V.2.2.2 Détermination des coefficients de diffusion 
 

Différentes formules existent pour estimer le coefficient de diffusion. On peut citer 

celle de  Wilke-Chang [33], Scheibel [34], Reddy-Doraiswamy [35] et Lusis-Ratcliff [36].  

L’estimation la plus couramment utilisée est la méthode de Wilke-Chang établie en 

1955 [32]. Cette formule est basée sur la relation de Stokes Einstein.  

6,0
,

2
1

12 )(
10.4,7

mAB

B
AB

V

XMT
D

η
⋅

⋅= −

 

           

  Equation IV-18 



Chapitre IV- Détection du peptide TTR en macrosystème 
 

 175 

  
Dans cette formulation les indices B et A correspondent respectivement au solvant et 

au soluté. MB correspond à la masse molaire du solvant (en g/mol), Vm est le volume molaire 

au point d’ébullition (en L/mol), η la viscosité (en cP) et T la température. Le paramètre X 

correspond au paramètre d’association du solvant. Ce paramètre prend en compte les 

interactions solvant/soluté. Il définit une masse moléculaire effective du solvant qui tient 

compte du phénomène de diffusion. Ce paramètre est de 2,6 pour l’eau et de 1,9 pour le 

méthanol.  

 

La deuxième formule est la celle de Scheibel établie en 1954 [34]. 

 



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  Equation IV-19 

 

Contrairement à la formule de Wilke-Chang, cette formulation n’inclut pas de 

paramètre d’association lequel est remplacé par l’introduction des volumes molaires du 

solvant (VB,m) et du soluté (VA,m). 

La troisième formulation est celle de Reddy-Doraiswamy établie en 1967 [35]. De 

même que pour la formule de Scheibel, le paramètre d’association n’est pas présent. Le 

volume molaire du solvant est introduit pour prendre en compte la diffusion. 

31
,

31
,

21)(

mAmBB

B
AB

VV

MT
ConstD

η
⋅⋅=

 

           

  Equation IV-20 

 

Dans cette formule la constante, Const, dépend du rapport des volumes molaires. Cette 

constante vaut 8,5x10-12 si VB > 1,5VA et 10x10-12 si VB ≤ 1,5VA 

La dernière formulation est celle de Lusis-Ratcliff qui a été développée en 1968 pour 

déterminer le coefficient de diffusion dans des solvants organiques [36] : 

31
,

,

,31
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, )(4,1
1210.5,8
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  Equation IV-21 
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Avant de déterminer le coefficient de diffusion des différentes formes, les paramètres (Vx,m,  

Mx, η ) doivent être calculés : 

 

• La masse molaire du solvant est : MB= xeauMeau+xMeOHMMeOH = 22,3 g.mol-1, avec xeau 

et x MeOH les fractions molaires de l’eau et du méthanol dans le mélange. Les fractions 

molaires ont été calculées pour l’eau et le méthanol, donnant xeau = 0,692 et de x MeOH 

= 0,308. 

 

• Le paramètre d’association a été calculé et vaut X = xeauXeau+xMeOHXMeOH  = 2,38 avec 

Xeau = 2,6 et XMeOH = 1,9. 

 

• Le volume molaire VB,m = xeauVeau,m+ xMeOHVMeOH,m  = 24,47 cm3.g-1.mol-1 avec 

Veau,m = 18,9 cm3.g-1.mol-1  et VMeOH,m = 37 cm3.g-1.mol-1. 

 

• Dans nos conditions de mélange 50/50 v/v H2O/MeOH, la viscosité du solvant est de 

1,7 à 25°C [36]. 

 

• Le volume molaire du dialdéhyde est égal à 201,2 cm3.g-1.mol-1 et 220,6 cm3.g-1.mol-1 

pour la forme monohydrate acyclique. Les volumes molaires au point d’ébullition sont 

déterminés par combinaison des volumes molaires des atomes des différents 

constituants. Ces valeurs ont été déterminées à partir des données de Wilke-Chang 

[32]. 

 

Les valeurs des coefficients de diffusion selon les 4 formules sont données dans le 

Tableau IV-2 avec un pourcentage d’erreur de 20%  pour les 4 formules: 

 

 Wilke-Chang Scheibel Reddy-

Doraiswamy 

Lusis-

Ratcliff 

DDA (x10-06  cm² .s-1) (3,92±0,78) (3,70 ±0,74) (4,87±0,97) (4,18 ±0,83) 

DMA (x10-06 cm² .s-1) (3,71±0,74) (3,52±0,70) (4,72±0,94) (4,02±0,80) 

Tableau IV-2 : Valeurs des coefficients de diffusion estimées avec les équations IV-18 ; IV-19 ; IV-20 et 
IV-21. 
 
Les marges d’erreur pour les valeurs des différents coefficients peuvent être illustrées sous la 

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

  
Sur le graphique, la plage grisée correspond aux valeurs statistiques pour les quatre 

formules (Wilke-Chang, Scheibel, Reddy-Doraiswamy et Lusis-Ratcliff). Dans le cas du 

calcul du coefficient de diffusion de DA les valeurs de DDA estimées pour toutes les formules 

sont comprises entre 4,89x10-6 cm2.s-1 et 4,44x10-6 cm2.s-1 pour une moyenne de 4,17x10-6 

cm2.s-1, tandis que le coefficient DMA est compris entre 3,78x10-6 cm2.s-1et 4,22x10-6 cm2.s-1 

pour une moyenne de 4,00x10-6 cm2.s-1. 

 

Grâce aux formules empiriques (Wilke-Chang, Scheibel, Reddy-Doraiswamy et Lusis-

Ratcliff) nous avons pu estimer expérimentalement les coefficients de diffusion dans le cas de 

mélange eau/MeOH. Avec la formule de Wilke-Chang et de Scheibel, les pourcentages 

d’erreur sont respectivement de 8% et 14 %. D’autre part, les valeurs calculées sont 

inférieures à la valeur expérimentale. Pour la corrélation de Reddy-Doraiswamy, le 

pourcentage d’erreur moyen est également de 17%. Celui-ci est inférieur à 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, l’équation IV-32 de l’intensité du pic 1 

irréversible est appliquée : 
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D’où  
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  Equation IV-22 

Pour la concentration en monohydraté acyclique, l’intensité du pic 2 est utilisée : 
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  Equation IV-23 

  

Etant donné les valeurs estimées précédemment, les coefficients de diffusion de MA et de 

DA,r sont pris égaux à celui de DA, avec n = 2 pour le nombre d’électrons échangés.  
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  Equation IV-24 

Par la suite on suppose que δ = 1, d’où :  
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  Equation IV-25 

 

Le Tableau IV-5 suivant résume les résultats des concentrations obtenus avec les différents 

coefficients de diffusion déterminés précédemment : 

 

Concentration en mM 

 

Formule 

de Wilke 

Chang 

Formule de 

Reddy-

Doraiswamy 

Formule de Lusis-

Ratcliff 

Formule de 

Scheibel moyenne 

Écart 

type 

[MA] 0,57 0,50 0,54 0,58 0,55 0,03 

[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 différentes formes du NDA calculées à partir des équations 
IV-22 , IV-25 et IV-17 et des valeurs moyennes des coefficients de diffusion. 
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 Les concentrations des différentes formes peuvent de la même façon être calculées en 

fonction de la concentration globale en NDA (Tableau IV-6). Les valeurs données dans le 

tableau sont calculées en utilisant les coefficients de diffusion trouvés avec la formule de 

Lusis-Ratcliff. En effet, les valeurs calculées à partir de cette formule donne une valeur 

proche de la moyenne des valeurs trouvées avec les autres méthodes. Les valeurs déterminées 

avec la formule de Lusis-Ratcliff donne donc une meilleure approximation de la véritable 

valeur. 

 

[NDA] tot(mM) 1 2 3 4 5 

[MA](mM) 0,57 0,90 1,14 1,38 1,51 

[DA](mM) 0,28 0,48 0,68 0,95 1,33 

[HAC] (mM) 0,15 0,62 1,18 1,67 2,16 

Tableau IV-6 : Valeurs des concentrations des trois formes en solution aqueuse en fonction de la 
concentration globale en NDA calculées à partir des coefficients de diffusion déterminés par la formule de 
Lusis-Ratcliff. 
 

Les graphiques des densités de courant (J1 et J2-J1) sont retracés cette fois ci en 

fonction de la concentration en DA ou en MA (Figure IV-17), et non plus en fonction de la 

concentration totale en NDA (Figure IV-7). 
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Figure IV-17 : a)Variation de la densité de courant du pic J1 en fonction de la concentration en DA b) 
Variation de la densité de courant du pic J2-J1 en fonction de la concentration en MA à 100 mV/s. 
 

Contrairement à la Figure IV-4, les Figure IV-17 a et b donnent des corrélations 

linaires pour la densité de courant en fonction des deux formes électroactives du NDA. 

L’ordonnée à l’origine est quasiment nulle. On peut aussi remarquer que l’on obtient bien un 
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rapport de 2 entre les pentes J1 et J2-J1 en fonction de la concentration en DA et MA. Ceci 

confirme que la densité de courant suit bien une forme de l’équation 7 et IV-24. 

Le pourcentage pour la concentration de chaque forme est représenté dans la Figure 

IV-18 en fonction de la concentration totale en NDA. Le pourcentage en DA reste 

relativement constant, tandis que le pourcentage en MA diminue et celui en HC augmente en 

fonction de la concentration totale. 
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Figure IV-18 : Variation du pourcentage de chaque forme en solution en fonction de la concentration 
totale en NDA à 100 mV/s. a) Pourcentage pour la concentration en DA . b) Pourcentage pour la 
concentration en MA. c) Pourcentage pour la concentration en HAC.  
 
A titre indicatif, les concentrations des différentes formes du NDA ont été déterminées par 

polarographie par l’équipe de Zuman et al. dans un milieu aqueux contenant 1% 

d’acétonitrile. Pour cela, les pics du NDA ont été comparés à ceux de l’isophtaladehyde 

(IPA). L’IPA a été choisi car il n’est présent qu’à 3% sous forme hydratée à l’équilibre en 

milieu aqueux [27]. Dans leur cas, le NDA est présent à 7% sous sa forme non hydratée et à 

78% sous sa forme cyclique. Pour déterminer ces concentrations Zuman et al. ont considéré 

les coeffficients de diffusion de l’IPA et du NDA égaux, ce qui n’est en réalité pas le cas. 

 

V.2.3. Détermination des constantes d’équilibre 
 

Les constantes d’équilibre des différentes réactions chimiques peuvent être 

déterminées pour le mécanisme proposé dans le Schéma IV-8: 

DA H O
2

MA HAC
K1 K2

+
 

           

  Equation IV-26 
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K 1 correspond à la constante d’équilibre de formation de MA, et K2   à celle de la formation de 

HAC. 

avec :  
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Equation IV-29 

Equation IV-30 

avec K’H, la constante de la réaction DA + H2O = HAC 

Les valeurs de différentes constantes sont estimées d’après les différentes formules des 

coefficients de diffusion sont indiquées dans le Tableau IV-7.  

 

Coefficient de 

Wilke Chang 

Coefficient de 

Reddy-Doraiswamy 

Coefficient de 

Lusis-Ratcliff 

Coefficient 

de Scheibel moyenne 

Écart 

type 

K1’ 2,03 2,00 2,01 2,02 2,02 0,01 

K2 0,27 0,45 0,34 0,22 0,3 0,1 

KH’ 0,54 0,97 0,68 0,45 0,7 0,2 

Tableau IV-7 : Valeurs des constantes d’équilibre calculées à partir des coefficients de diffusion et des 
équations IV-28, IV-29 et IV-30 pour une concentration en 1 mM. 
 

On obtient des valeurs de KH’  et K2 qui sont inférieures à 1. La formation de MA ou de Da à 

partir de HAC est donc défavorable. De plus K1’  est supérieur à 1, la formation de DA à partir 

de MA est par contre favorable. Le Tableau IV-8 indique les valeurs des constantes 

d’équilibre calculées à partir de la formule de Lusis-Ratcliff pour différentes concentrations 

totales en NDA. 

 

[NDA]  1 mM 2 mM 3 mM 4 mM 5 mM 

K1’ 2,03 1,87 1,68 1,45 1,13 
K2 0,27 0,69 1,04 1,21 1,43 
KH’ 

0,54 1,29 1,74 1,76 1,62 
Tableau IV-8 : Valeurs des constantes d’équilibre K1 e t K2 calculées à partir du coefficient de diffusion de 
la formule de Lusis-Ratcliff et des équations IV-29, IV-29 et IV-30 pour une les différentes concentrations 
totales en NDA. 
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Une diminution de la valeur de K1’  et une augmentation des valeurs de KH’  et K2 sont 

observées lorsque la concentration totale en NDA augmente. En augmentant la concentration 

totale en NDA, la formation de DA à partir de MA devient de moins en moins favorable 

tandis que la formation de MA à partir de HAC devient favorable. 

 
Zuman et al., pour les analyses de l’OPA dans de l’eau, ont obtenu des valeurs de K1 

et KH inférieures à 1 et de K2 supérieures à 1. De plus, ils ont montré une dépendance de ces 

valeurs en fonction de la température. L’augmentation de la température a pour effet de 

décaler l’équilibre en faveur des formes acycliques. Ces études ont également montré que les 

valeurs de KH diminuent avec le pourcentage d’eau dans les mélanges eau/Acétonitrile. Cette 

diminution peut être expliquée par la baisse de l’activité de l’eau due à la solvatation dans 

l’acétonitrile [27]. 

 

V.2.4. Etude en fonction du temps 
 

La densité de courant des pics est étudiée en fonction du temps par voltammétrie 

cyclique sur une électrode de carbone de 1 mm de diamètre et une électrode de référence de 

Ag/AgCl pour observer la stabilité de chaque forme du NDA dans le temps. En effet, les 

expériences en fonction de la concentration étant faites par ajout de NDA dans la solution, 

nous voulons vérifier la stabilité dans le temps des différentes formes du NDA. Cette étude est 

faite avec une concentration initiale en NDA égale à 5 mM dans un mélange 50 mM à pH 9 

tampon borate/ MeOH (50/50 v/v). La procédure consiste à effectuer une voltammétrie 

cyclique toutes les 2 minutes pendant 1 heure, puis toutes les 10 minutes pendant 1 heure puis 

enfin toutes les 30 minutes. Un dégazage de la solution est réalisé entre chaque voltammétrie. 

Les densités de courant des deux pics sont mesurées en fonction du temps (Figure IV-19). 
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Figure IV-19 : Variation des densités de courant des pics 1 et 2 pour une solution de NDA 5 mM dans un 
mélange tampon 50 mM pH 9 borate /MeOH (50/50 v/v) en fonction du temps sur une électrode de 
carbone de 1 mm de diamètre à 100 mV/s. 
 

Nous observons que les densités de courant des pics 1 et 2 restent relativement 

constantes au cours du temps pendant au moins 3h. Dans un second temps, le rapport (Jpi2-

Jpic1)/Jpic1 est également tracé en fonction du temps en Figure IV-20, ce rapport représente le 

ratio [MA]/[DA] en considérant les deux coefficients de diffusion égaux. Ce rapport de 

densité de courant reste relativement constant dans le temps et donc le ratio [MA]/[DA] 

également. Sachant que le pic 1 correspondant à la concentration en DA est également 

constant, on peut supposer que la concentration en MA et donc en HAC est aussi relativement 

constante dans le temps. On peut donc dire que les équilibres sont figés comme supposer dans 

la partie IV.2.1.1. 
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Figure IV-20 : Variation de la densité de courant de (Jpic2-Jpic1)/Jpic1 pour une solution de NDA 5 mM dans 
un mélange tampon 50 mM pH 9 borate/MeOH (50/50 v/v) en fonction du temps sur une électrode de 
carbone de 1 mm de diamètre à v = 100 mV/s. 

 
 

En utilisant les formules IV-45 et IV-49 avec les coefficients de diffusion déterminés 

grâce à la formule de Lusis-Ratcliff, la concentration en chaque forme peut être tracée en 

fonction du temps (Figure IV-21).  
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Figure IV-21 : Variation des concentrations en chaque forme pour une solution de NDA 5 mM dans un 
mélange tampon 50 mM pH 9  borate  /MeOH (50/50 v/v) en fonction du temps sur une électrode de 
carbone de 1 mm de diamètre. En bleu la concentration en DA, en rouge en MA et en vert en HAC. Les 
concentrations sont calculées à partir des formules IV-20 et IV-24. 
  
 Les concentrations en chaque forme sont donc bien relativement 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 I.1.1, le peptide de cette étude est celui correspondant 

aux acides aminés 49 à 70 de la protéine native TTR que 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 acides aminés ainsi que pour le PN. Ces 

quatre acides aminés sont la lysine, la serine, l’histidine ainsi que la thréonine. Ils sont tous 

présents dans le peptide PN :  

- en position N-terminale ainsi qu’en position 11 et12 pour la thréonine (T), 

- en position 2 et 4 pour la sérine (S), 

- en position 8 pour l’histidine (H), 

- en position C-terminale pour la lysine (K). 

Le choix de ces acides aminés s’est fait en fonction de différents paramètres :  

- la position dans le peptide, position terminale pour la thréonine et la lysine, 

- la possibilité de double marquage pour la lysine, 

- le caractère neutre ou basique de leur chaîne latérale, respectivement pour la 

l’histidine et la sérine. En effet, l’histidine à un caractère plus basique que la sérine. 

Cette denière a une chaîne latérale neutre. Le PN possède deux groupements NH2 

libres, celui de la thréonine en N terminale ainsi que le NH2 de la chaîne latérale de la 

lysine. 

V.3.3.        Sur carbone vitreux 

V.3.3.1 Comparaison avec différents acides aminés (AA) 
 

La détection de la dérivation du PN est analysée en DPV à 25 mV/s sur une électrode 

de carbone vitreux de surface 0,071 cm². Nous avons choisi une électrode de carbone vitreux 

à titre de comparaison avec le carbone azoté amorphe. Dans cette partie la concentration 

finale en PN est de 25 µM. Les Figures IV-22 et IV-23 montrent les signaux obtenus pour le 

peptide seul, le NDA seul, et pour la dérivation du PN avec le NDA. La dérivation est réalisée 

pour un ratio molaire NDA/CN de 1 et un ratio NDA/peptide de 100 dans une solution 
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tampon borate 100 mM pH 9/MeOH (50/50 v/v). Dans un premier temps, ce pH a été 

sélectionné en regardant la variation du pic du NDA en fonction du pH. Pour le pH choisi, les 

concentrations en DA et en MA sont importantes et donc une grande proportion des formes 

électroactives du NDA peut réagir avec le cyanure et le peptide. En effet, a priori le CBI peut 

être formé aussi bien à partir du DA que du MA. De plus à ce pH, HAC devient DA suivant 

une réaction de déshydratation catalytique. Aucun pic de réduction ou d’oxydation n’est 

observé pour le peptide seul. Ceci confirme que le peptide n’est pas électroactif dans cette 

fenêtre de potentiel malgré la présence d’un acide aminé électroactif  (la tyrosine) dans le PN. 

On peut supposer que la tyrosine n’est pas accessible dans le peptide pour être oxydée. De 

plus, le NDA n’est pas électroactif dans la fenêtre des potentiels d’oxydation (Figure IV-22), 

mais est électroactif dans la fenêtre des potentiels de réduction avec la présence de deux pics 

de réduction pour les groupements aldéhydiques à -1,35 V/ECS et -1,1 V/ECS (Figure IV-23). 

Une diminution de la densité de courant pour les pics de réduction des fonctions aldéhydes est 

observée après dérivation du peptide PN avec le NDA. Cette diminution est due à une 

consommation du NDA en solution. La diminution des densités de courant des deux pics du 

NDA libre laisse bien supposer que la dérivation peut s’effectuer aussi bien à partir de la 

forme non hydratée (DA) que de la forme hydratée (MA). D’autre part, un pic est observé à 

0,55 V/ECS pour le PN dérivé correspondant à l’oxydation du CBI, ce pic n’est pas 

réversible. D’autre part, il y a seulement un pic, ceci confirme que le caractère électroactif de 

la tyrosine est bien non accessible. 
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Figure IV-22 : DPV à 25 mV/s sur carbone vitreux (S = 0,071 cm²) fenêtre de potentiel de réduction (i) 
NDA dans le tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH 50/50 v/v. (j) PN dans du tampon 100 mM pH 9 borate. 
(k) Dérivation du peptide PN avec le NDA dans du tampon 100 mM pH 9 borate / MeOH (50/50), ratio 
molaire de 100. 
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Figure IV-23 : DPV à 25 mV/s sur carbone vitreux (S = 0,071 cm²) fenêtre de potentiel d’oxydation. (i) 
NDA dans le tampon 100 mM pH 9borate /MeOH 50/50 v/v. (j) PN dans du tampon 100 mM pH 9 borate. 
(k) Dérivation du peptide PN avec le NDA dans du tampon 100 mM pH 9 borate / MeOH (50/50), ratio 
molaire de 100. 
 

V.3.3.2 Comparaison des différents  protocoles de marquage 
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Nous avons cherché à optimiser le protocole de marquage en DPV, avec une 

concentration finale en PN de 25 µM. Nous avons fait varier le pH et le ratio NDA/PN dans 

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 IV-24, le pic d’oxydation est situé à 0,55 V/ECS pour tous les 

protocoles. Cette observation souligne que la réaction n’est pas sensible aux protons. 

Cependant, la densité de courant du pic dépend du protocole utilisé en particulier en fonction 

du ratio NDA/PN (Tableau IV-9). Les Figures IV-24 a et d, obtenues pour des ratios de 100 

montrent deux pics tandis que les voltammogrammes obtenus avec un ratio de 40 ne 

présentent qu’un seul pic. Les pics situés à 0,55 V/ECS 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 balayage = 25 mV/s. (a) Tampon borate à pH = 10, 
NDA/PN ratio molaire 100. (b) Tampon borate pH = 9, NDA/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 JCBI-PN,1  

( 10-4 mA/cm²) 

JCBI-PN,2  

( 10-4 mA/cm²) 

Aire pic  

CBI-PN,1 

x10-5 

Aire pic  

CBI-PN,2 

x10-5 

NDA/PN = 100,  

pH du tampon = 

10, 

2,63 0,63 (3.2 ± 0.3) (0,5 ± 0.1) 

NDA/PN = 40,  

pH du tampon = 10 

2,29 - (3.3 ± 0.2) - 

NDA/PN = 40,  

pH du tampon = 9 

2,15 - (3.2 ± 0.2) - 

NDA/PN = 100,  

pH du tampon = 9 

1,8 1,07 (3,7 ± 0.3)  (0,7 ± 0.3)  

Tableau IV-9 : Aire des pics en fonction de la méthode de dérivation utilisée sur une électrode de carbone 
vitreux (S = 0,071 cm²) dans un mélange tampon borate/MeOH  (v /v 50/50) et NDA/KCN = 1, [PN]f = 25 
µM. 
 

La comparaison des protocoles avec un ratio molaire de 40 aux deux pH montre une 

aire quasiment identique. De plus, pour un même pH de 10, l’aire du pic pour le premier 

protocole avec un ratio molaire de 100 est plus importante que celle obtenue avec le ratio 40. 

De même pour le pH 9, l’aire pour le quatrième protocole  avec un ratio 100 est supérieure au 

protocole à 10 et ratio 100. La densité de courant du pic d’oxydation doit être maximale 

quand pH ≅ pKa, on peut supposer ici que l'on se situe proche du pKa des acides aminés du 

peptide par lequel il est dérivé [38][39]. Le pKa de la thréonine est de 9,10 et celui de la 

lysine de 9. Nos observations confirment donc que la densité de courant du pic est maximale 

autour des pKa des formes dérivées. 

Pour les deux protocoles à  ratio molaire NDA/peptide = 100, le pic peut être 

décomposé en deux  pics différents, un premier correspondant au doublement dérivé à 0,55 

V/ECS et un second correspondant au simplement dérivé à 0,69 V/ECS. Le peptide 

simplement dérivé est plus difficilement oxydable que les acides aminés, car il possède une 

chaîne longue composée de 22 acides aminés.  

V.3.3.3 Comparaison avec différents acides aminés. 
 

Le pic du CBI-PN en DPV est comparé aux potentiels de pic pour 4 acides aminés 

dérivés : CBI-histidine, CBI-lysine, CBI-sérine, CBI-thréonine pour une dérivation à pH 9, 

avec un rapport NDA/AA ou PN = 100 et [PN]f  = 25 µM (Figure IV-25). Les valeurs 
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trouvées figurent dans le Tableau IV-10. Notre étude confirme que le potentiel de pic du CBI 

est caractéristique de l’acide aminé ou du peptide comme observé par Nussbaum et al. [40]. 

Dans cette étude, le paramètre suivi est le potentiel de demi vague de la dérivation pour 18 

acides aminés (NDA/AA = 83 ; NDA/KCN = 0,5) dans un tampon borate pH 9,9 par 

voltammétrie sur une électrode de carbone vitreux tourante.  
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Figure IV-25 : DPV à 25 mV/s sur carbone vitreux (S = 0,071 cm²) tampon 100 mM pH 9 / MeOH (50/50 
v/v). (h) CBI-(histidine), NDA/histidine = 100. (l) CBI-(lysine), NDA/lysine = 100. (t) CBI-(thréonine), 
NDA/thréonine = 100. (s) CBI-(serine) NDA/serine = 100. (k) CBI-PN. NDA/PN = 100. [PN ou AA] f = 25 
µM. 

 

Acide amine ou peptide pKa E (mV) L 1/2 (mV) 

lysine 9,06 540 ±3 170 

histidine 9,33 570 ± 4 240 

thréonine 9,10 580 ± 5 210 

serine 9,21 590 ± 5 140 

PN simplement marqué 

PN Doublement marqué 

x 555 ± 4 

690 ± 6 

190 

190 

Tableau IV-10 : Valeurs des potentiels de pic et de la largeur à mi hauteur L1/2 pour les différents 
groupements NH2 dérivés, sur une électrode de carbone vitreux (S = 0,071 cm²) dans tampon 100 mM pH 
9 borate/ MeOH (50/50) avec un ratio molaire NDA/(AA ou peptide) de 100 et NDA/KCN = 1, [PN ou AA]f 
= 25 µM. 
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Nos résultats montrent que la lysine qui est doublement dérivée est plus facilement 

oxydable que les 3 autres acides aminés. D’autre part, les acides aminés avec une chaîne plus 

basique (histidine) sont plus facilement oxydables que ceux avec une chaîne plus acide 

(sérine). De même, la thréonine possède une chaîne plus acide que l’histidine, mais moins que 

la sérine. L’ordre des potentiels, selon l’acide aminé, est donc Ep(CBI-lysine)< Ep(CBI-histidine)< 

Ep(CBI-thréonine)< Ep(CBI-sérine) . Ces résultats sont  en accord avec  les travaux  de Nussbaum et al. 

qui ont suivi des potentiels de demi-vague par voltammétrie. Dans ses conditions l’ordre de 

potentiels de demi vague était Ep/2(CBI-lysine)< Ep/2(CBI-histidine)< Ep/2(CBI-thréonine)< Ep/2(CBI-sérine)  

[39]. 

Le potentiel de pic dépend également du nombre de groupements NH2 dérivé et de la 

longueur de la chaîne peptidique. Le potentiel de pic du CBI-PN est relativement proche de 

celui du CBI-lysine. Cette observation indique que le CBI-PN est relativement facilement 

oxydable. En considérant, la séquence de 22 acides aminés du PN, nous supposons que le PN 

est doublement dérivé, une première fois par la thréonine et une seconde fois par le second 

groupement NH2 de la lysine pour former le CBI-TSESGELHGLTTEEEFVEGIYK-CBI. Les 

potentiels de pic sont pour le simplement marqué de 0,55 V/ECS et de 0,69V/ECS pour le 

doublement marqué. 

V.3.3.4 Temps de dérivation. 
 

Un des paramètres important de la dérivation est le temps de celle-ci pour avoir une 

densité de courant de pic optimale. La variation de densité de courant de pic en fonction du 

temps est donc étudiée. Le protocole de dérivation est effectué à pH 10  avec un ratio molaire 

de 40, et [PN]f = 25 µM. Comme observé sur la Figure IV-26 a, la densité de courant du pic 

augmente avec l’augmentation du rendement de formation du CBI. La densité de courant du 

pic du CBI peut être corrélée à la diminution de densité de courant de pics de la réduction 

successive des deux formes aldéhyde du NDA (Figure IV-26b). Le suivi de la diminution de 

densité de courant des deux pics de réduction du NDA nous permet de suivre la dérivation du 

peptide PN. Bien qu’un temps de dérivation de 3 minutes soit suffisant pour observer le pic de 

dérivation du NDA, la densité de courant maximale du pic est obtenue après 15 minutes de 

dérivation. Pour un temps de 20 minutes la densité de courant ne varie plus. 
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Figure IV-26 : DPV du CBI-PN. a) Fenêtre d’oxydation sur une électrode de carbone vitreux (S = 0,071 
cm²), mélange tampon 100 mM pH 10 borate / MeOH (50/50 v/v) ratio molaire NDA(1 mM)/PN(25 µM) = 
40. b) Fenêtre de réduction. (i) Temps de dérivation de 3 min. (j) Temps de dérivation de 9 min. (k) Temps 
de dérivation de 15 min. (l) Temps de dérivation de 25 min. 
 

La Figure IV-27 représente les densités de courant des pics pour les deux pics du NDA 

et pour le pic de dérivation du CBI-PN. Une diminution des deux pics du NDA est observée. 

Dans le cas du CBI-PN, après 15 minutes, la densité de courant tend à se stabiliser.  
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Figure IV-27 : Variation des densités de pic en fonction du temps de dérivation. a) Densité de courant de 
pic du CBI-PN. b) Densité de courant du premier pic du NDA (correspondant à la réduction de la forme 
DA). c) Densité de courant du deuxième pic du NDA (correspondant à la réduction des formes DA,r et 
MA. 
 

V.3.3.5 Stabilité de la détection 
 

La stabilité dans le temps du CBI-PN est étudiée. Entre chaque mesure la solution est 

conservée à 4°C à l’abri de la lumière. Le temps optimal de dérivation étant de 15 minutes, les 

mesures de stabilité sont réalisées après un temps initial de dérivation de 15 min. Le Tableau 

IV-11 répertorie les mesures d’aire du pic ainsi que de la densité de courant. Le pourcentage 

du pic initial pour ces deux grandeurs est calculé en considérant que 100% correspond au 
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temps de 15 minutes. La Figure IV-28 montre les variations d’aire et de la densité de courant 

en fonction du temps ainsi que les variations en pourcentage pour ces deux paramètres. 

 
Temps de dérivation Aire (10-5) J(mA/cm²)(10-4) % Aire % J(mA/cm²) 

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 

+1 h 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 densités de courant en fonction du temps de dérivation avec un 
rapport KCN/NDA = 1 et NDA/PN = 40 , la concentration finale en PN de 25 µM dans une solution 
tampon 100 mM pH 10 borate / MeOH (50/50 v/v). 
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Figure IV-28 : a) Variation de l'aire et de la densité de courant en fonction du temps. b) Variation du 
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 25 µM 
dans une solution tampon 100 mM pH 10 borate / MeOH (50/50 v/v). 
 
 

Ces données montrent que le dérivé CBI-PN est relativement stable dans le temps. En 

effet, l’aire a diminué seulement de 20 % en 24 h. Cependant, une diminution beaucoup plus 

importante de la densité de courant est observée, elle est de plus de 50 % sur la même période. 

Nous observons que les pics ont donc une tendance à s’élargir avec le temps de dérivation. 

D’autre part, après plusieurs heures, un précipité orangé se forme. Ce précipité est 

vraisemblablement le CBI-PN car une agitation préalable de la solution avant analyse est 
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nécessaire pour observer un pic. La réponse de la dérivation du PN a été également étudiée 

par fluorescence pour un temps de dérivation de 15 min avec un ratio molaire KCN/NDA = 1 

et NDA/PN = 40 dans un tampon borate pH 9. Cette étude a montré que le CBI-PN est stable 

pour au moins 5 heures lorsque celui-ci est conservé à l’abri de la lumière car il photoblanchit 

rapidement pendant la manipulation de fluorescence [41]. 

Cette bonne stabilité dans le temps montre que la dérivation pré colonne du peptide 

peut être envisagée pour une détection par électrochimie, de préférence à une détection 

optique, où le risque de photoblanchiment est amoindri [42].  

 

V.3.3.6 Variation de la vitesse de balayage- Détermination du nombre 
d’électrons échangé. 

 
Pour déterminer le mécanisme de réaction de réduction du CBI, la variation de densité 

de courant des pics ainsi que le potentiel des pics sont étudiés en fonction de la vitesse de 

balayage de 100 à  300 mV/s par voltammétrie cyclique. La Figure IV-29 montre la variation 

de densité de courant selon la vitesse de balayage après soustraction du blanc constitué d’un 

mélange 50/50 v/v tampon pH 10 borate /MeOH. Nous avons choisi un temps de dérivation 

du peptide de 15 minutes pour un pH  de 10 et un ratio molaire de 40. La concentration en PN 

finale est de 25 µM. 
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Figure IV-29 : Variation de la densité de courant du pic en fonction de la vitesse de balayage par 
voltammétrie cyclique sur carbone vitreux (S = 0,071 cm²) après soustraction du blanc. Mélange tampon 
100 mM pH 10 borate /MeOH (50/50 v/v), ratio molaire NDA/PN = 40 et NDA/KCN = 1 ; vitesse de 
balayage de : a) 100 mV/s. b) 150 mV/s. c) 200 mV/s. d) 250 mV/s. e) 300 mV/s. [PN]f = 25 µM. 
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De la même façon que précédemment, le coefficient de diffusion est calculé à l’aide de 

l’équation de Lusis-Ratcliff. Dans un premier temps, le volume molaire de la molécule et la 

masse molaire sont calculés dans le cas d’un double marquage. La molécule possède un 

volume molaire de 3100 cm3.g-1.mol-1 et une masse molaire de 2805 g.mol-1. La formule de 

Lusis-Ratcliff donne la valeur de 1,56.10-6 cm².s-1. Le tracé de Ipic en fonction de v 0,5 donne 

une droite d’équation Ipic=2,29.10-7v0,5+3.10-8. En appliquant la même formule que 

précédemment pour le NDA : 

 

 

 

Equation IV-31 

 

On trouve une valeur de n de 3,8 soit 4 électrons.  

Dans les études en milieu aqueux/ acétonitrile, l’oxydation du dérivé provenant de 

l’OPA apparaît être un transfert de 2 électrons [5]. Pour cela, le 1-tert-butylthiol-2-n-

propylisoindole a été synthétisé et l’intensité du pic en voltammétrie cylclique a été comparée 

à celui de la methylhydroquinone. Dans le cas de l’OPA et du NDA, c’est le groupement 

isoindole qui est électroactif. On peut supposer que chaque groupement isoindole induit une 

oxydation à deux électrons en milieu aqueux. On retrouve bien que le dérivé du peptide est 

doublement marqué. Le CBI-PN possède deux groupements isoindoles ce qui explique le fait 

d’avoir 4 électrons transférés lors de la réaction d’oxydation.  

V.3.3.7 Confirmation de la double dérivation par spectrométrie de 
masse. 

 
Une analyse par spectrométrie de masse (MALDI-TOF) est réalisée sur une solution 

contenant le CBI-PN (Figure IV-30). Cette analyse est réalisée à la plateforme de 

spectrométrie de masse et protéomique de l’UPMC. Cette technique est caractérisée par la 

finesse des pics et donc possèdent une bonne résolution. Le MALDI (désorption-ionisation 

laser assistée par matrice) est une ionisation douce couramment utilisée pour l’analyse de 

biomolécule. Le mélange matrice/échantillon déposé sur une surface métallique est désorbé et 

ionisé à l’aide d’un faisceaux laser. L’ionisation peut conduire à la formation d’ions 

monochargés, des ions [Molécule+nH+]n+ ou encore d’adduit avec d’autre ions comme 

[molécule +Na]+. L’analyseur à temps de vol (TOF) mesure le temps que met un ion à 
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parcourir une distance après avoir été accéléré par un champ électrique. Les ions de rapport 

masse/charge plus petit parviendront au détecteur en premier. La masse molaire du peptide 

seul est de 2455,5 g.mol-1, la masse du simplement marqué est donc de 2630 g.mol-1 et celle 

du doublement marqué est de 2805 g.mol-1. En effet lors de dérivation, le peptide perd deux 

hydrogènes, tandis que le NDA perd ces deux oxygènes ainsi que un hydrogène pour former 

le dérivé. A cette masse, il faut également ajouter la masse du cyanure. La masse du peptide 

simplement marqué vaut donc : M(peptide) + M(NDA) – 2*M(H) + M(CN) – 2*M(O) - 

M(H). La masse du NDA vaut 184 g.mol-1. Dans 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 = 100 et NDA/CN =1 dans un 

tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH (50/50 v/v). La concentration finale en PN est de 25 

µM. Pour éliminer les sels présents dans notre solution celle-ci est passer à travers un ZIP-TIP 

(extraction sur phase solide) pour les éliminer. 

La masse m/z = 2603 (Figure IV-30) correspond au simplement dérivé qui a perdu le 

cyanure (M(simplement dérivé)-M(HCN)). La masse m/z = 2806 correspondant à correspond 

au double dérivé ionisé. Les deux autres pics sont à 2585,07 et 2559,04 sont également 

présents dans le blanc et ne sont donc pas des peptides dérivés.  

 
Figure IV-30 : Spectre de masse du CBI-PN, NDA/PN = 100 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 bien le simplement dérivé et le 

doublement derivé en solution. 

 

V.3.3.8 Limite de détection 
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La limite de détection en CBI est déterminée en gardant un rapport KCN/NDA 

NDA/PN constant. L’étude est effectuée avec un pH de 10 et un ratio molaire NDA/PN de 40. 

Les pics du CBI-PN sont toujours situés à 0,55 V/ECS. Quand la concentration en PN 

augmente, le rendement de formation du CBI-PN augmente également. Le potentiel de pic est 

indépendant de la concentration en CBI-PN formé (Figure IV-31). Donc 

0))(log(/ =∂∂ ionconcentratEp , il n’y a pas de réaction de type second ordre. 
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Figure IV-31 : Variation de la densité de pic en fonction de la concentration totale en PN dans le mélange 
tapon borate 100 mM pH 10 /MeOH (50/50 v/v). 
 
Les résultats des aires et des densités de courant pour le pic du CBI -PN sont répertoriés dans 

le Tableau IV-12. 

 
[NDA] f (mM) [PN]f (µM) Aire (10-5) J doublement marqué (mA/cm²)(10-4) 

1 25 3,7 2,7 

0,4 10 1,9 1,5 

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 courant de pic et d'aire en fonction de la concentration en PN 
final dans le mélange tapon borate 100 mM pH 10 /MeOH (50/50 v/v). 
 

De plus, on observe le simplement marqué seulement pour la concentration la plus 

élevée en PN. Il faut une concentration suffisamment importante pour avoir une proportion 

visible de simplement marqué. 
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La Figure IV-32 montre la  variation de la densité de courant en fonction de la 

concentration en peptide final. La densité de courant du pic varie bien linéairement avec la 

concentration en PN. 
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Figure IV-32: Variation de J pour le doublement dérivé en fonction de la concentration en PN final pour 
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 dérivation de 15 minutes. 
  
 La courbe de calibration ne passe pas par l’origine. Ceci peut être dû à la présence à la 

fois du simplement dérivé et du doublement dérivé. En effet, on peut supposer que les pics 

plus larges au faible concentration sont causés par la présence à la fois du simplement dérivé 

et du doublement dérive, ce qui a tendance à augmenter l’intensité du signal si on considère 

seulement la présence doublement marqué. 

V.3.4.          Sur CNx 15 % déposé sur ITO 

V.3.4.1 Comparaison avec différents AA par DPV avant et après 
activation dans KCl 0,5M. 

 
Les électrodes dans la puce microfluidique devant être en CNx, la dérivation est 

réalisée sur les dépôts de CNx P15 avec un temps de 20 min et une puissance de dépôts de 

200 W. Les conditions optimales de marquage pour une détection électrochimique, optimisées 

sur carbone vitreux, sont utilisées dans cette étude. La dérivation est donc réalisée dans un 

tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH (50/50 v/v). Le ratio molaire de NDA/CN = 1 et 

NDA/AA ou NDA/PN vaut 100. La concentration finale en acides aminés ou en peptide vaut 

25 µM. Le temps de dérivation est fixé à 15 minutes. Trois expériences sont réalisées pour 
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chaque dérivation. Ces expériences sont faites à chaque fois sur des électrodes de CNx P15 

différentes. Le protocole de dépôts et de réalisation des électrodes est le même que celui du 

chapitre III.1.2.3 et III.3. Les expériences sont faites en DPV à 25 mV/s. 

V.3.4.1.1 CNx sans activation électrochimique 
 

Dans un premier temps, les expériences sont effectuées sur les dépôts de CNx P15 

sans prétraitement particulier. La Figure IV-33 montre les voltammogrammes pour les CBI 

des 4 acides aminés, ainsi que le CBI-PN. Les traits pleins correspondent aux 

voltammogrammes expérimentaux et les pointillés aux simulations par une fonction type 

courbe de Gauss.  
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Figure IV-33 : DPV à 25 mV/s sur CNx P15  (S = 0,282 cm²) dans un tampon 100  mM à 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) 
CBI-lysine. (t) CBI-thréonine. (s) CBI-serine. (k) CBI-PN. En trait plein le voltammogramme 
expérimental et en pointillé la simulation correspondante. [AA ou PN]f= 25 µM. 
 
Le Tableau IV-13 résume les valeurs des potentiels, des aires, des densités de courant et des 

largeurs à mi-hauteur, L1/2, pour chaque pic selon les différents acides aminés ou peptide 

dérivés. 

 
 E (mV/ECS) Aire (10-5) L1/2 (mV) J(mA.cm-²) (10-5) 

Serine 650±50 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, de l'aire, de la densité de courant des pics ainsi que de la 
largeur à mi-hauteur pour les différents CBI-R. Résultats sans activation préalable des électrodes P15. 
 

Les voltammogrammes cycliques sans prétraitement particulier du CNx montrent des 

pics larges et possèdent une densité de courant de pic relativement faible.  De plus, les valeurs 

de potentiels des pics ainsi que des écarts type importants ne permettent pas d’identifier 

clairement l’acide aminé dérivé comme sur le carbone vitreux. Toutes ces valeurs sont dues à 

la réactivité non contrôlée du a-CNx déposé sur ITO sans activation.  En effet, bien que le 

CBI-lysine soit bien la molécule avec le potentiel de pic le plus faible, les autres acides 

aminés possèdent relativement tous la même valeur de potentiel de pic. Une étape de 

prétraitement est absolument nécessaire pour caractériser clairement la dérivation des espèces 

marquées. 

V.3.4.1.2 CNx avec activation électrochimique 
 

Bien que les électrodes de a-CNx soient généralement prétraitées dans H2SO4 0,5 M 

[41], nous avons montré dans le chapitre III.3.1.2 que ce prétraitement était trop agressif dans 

le cas d’électrodes verre/ITO/CN0,26. L’activation électrochimique des électrodes pour la 

détection de la dérivation est décrite dans la partie III.3.3. La Figure IV-34 montre les 

résultats des dérivations des 4 acides aminés et du peptide sur ces électrodes activées 

électrochimiquement. 
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Figure IV-34 : DPV à 25 mV/s sur les électrodes CNx P15 activées électrochimiquement  (S = 0,282 cm²) 
dans un tampon 100  mM pH  9 borate, dérivation avec un ratio NDA/CN = 1 et NDA/(AA ou PN) = 100. 
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(h) CBI-histidine.(l) CBI-lysine. (t) CBI-thréonine. (s) CBI-serine. (k) CBI- PN. en trait plein le 
voltammogramme expérimental et en pointillé la simulation correspondante. [AA ou PN]f= 25 µM. 
 

Le Tableau IV-14 résume les valeurs des potentiels de pic, des aires, des densités de 

courants et des largeurs à mi-hauteur des pics selon les différents acides aminés ou peptide 

analysés sur CNx P15 activée électrochimiquement. 

 
 E(mV/ECS) Aire (10-5) L1/2 (mV) J(mA.cm-²) (10-4)  

Serine 590±5 3,5±0,5 180 2,9±0,7 

Thréonine 580±3 4,5±0,5 150 2,8±0,5 

Lysine 537±3 5,3±0,5 140 2,9±0,2 

Histidine 570±5 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, de l'aire, de la densité de courant des pics ainsi que de la 
largeur à 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 après activation  
 

L’activation électrochimique dans KCl a permis de mieux caractériser la dérivation 

électrochimique. Les avantages sont les suivants :  

- les potentiels de pic  ont été diminués de 60 à 88 mV grâce à l’activation. D’autre part, 

les potentiels de pics sont plus repérables avec un écart type 6 à 20 fois plus petit. Un 

même ordre des potentiels que sur carbone vitreux est observé selon le groupement R-

NH2 dérivé avec Ep(CBI-lysine)< Ep(CBI-PN)< Ep(CBI-histidine)< Ep(CBI-thréonine)< Ep(CBI-sérine), 

- les aires des pics sont multipliées par 2 ou 4 et  la densité de courant des pics par 3 à 9 

selon l’acide aminé ou le peptide à l’aide de l’activation. Le facteur multiplicatif 

qu’entraîne l’activation est répertorié dans le Tableau IV-15, 

- la largeur à mi-hauteur a été diminuée de 70 à 100 mV. Les largeurs à mi-hauteur sont 

donc diminuées d’au moins un facteur 0,6 après l’activation.  

 

 Facteur multiplicatif pour l’aire Facteur multiplicatif pour J 

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 l’aire et de la densité de courant de l'aire des pics  
pour les différents CBI(-R) dans un tampon 100 mM à pH  9 borate /MeOH (50/50v/v), dérivation avec un 
ratio NDA/CN = 1 et NDA/(AA ou PN) = 100. Electrode P15 (S = 0,282  cm²). 

 

L’activation des films de a-CNx a donc permis une meilleure définition des pics avec 

une aire et une densité de courant plus importantes. Cette activation a également permis de 

caractériser l’acide aminé et le peptide dérivé par rapport à son potentiel de pic. De plus, le 

CBI-AA et le CBI-PN pourraient être caractérisés par leur largeur à mi-hauteur, L1/2, et leur 

potentiel Ep. Le protocole de dérivation avec un pH de dérivation a été optimisé pour la 

détection du CBI-PN, il est logique que la densité de courant soit plus importante pour le CBI-

PN que pour les acides aminés, celle-ci étant optimale lorsque pH ≅ pKa. 

V.3.4.1.3 Comparaison sur carbone vitreux et sur a-CNx avec et sans 
activation 

 
Les voltammogrammes de la dérivation réalisés sur CNx P15 après activation et sur 

carbone vitreux sont comparés sur la Figure IV-35.  
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Figure IV-35 : DPV à 25 mV/s dans un tampon 100 mM à 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) CBI-lysine. (t) CBI-thréonine. (k)  
CBI-PN.  En trait plein sur CNx P15 activée (S = 0,282 cm²) et en pointillés sur carbone vitreux (S = 0,071 
cm²). 
 

On peut voir que les pics sont plus fins et mieux définis sur les électrodes de CNx P15 

activées que sur les électrodes de carbone vitreux. Bien que, les aires des pics sur ces deux 

types d’électrode soient quasi identiques, les électrodes de CNx donnent une meilleure 

réponse, car les pics sont plus fins. De plus, les potentiels de pics sont similaires sur CNx et 
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sur carbone vitreux. A ce stade, la double dérivation du peptide n’est pas visible clairement 

sur les électrodes de CNx, un seul pic très fin est observé pour cette dérivation, un autre type 

d’activation électrochimique devrait augmenter la réactivité des dépôts. On peut supposer que 

la double dérivation n’est pas visible sur a-CNx et dépend du type d’activation des électrodes 

qui reste encore à optimiser en fonction de l’application visée. 

Pour comparer les paramètres tels que la largeur à mi-hauteur, la densité de courant, et 

l’aire pour les trois types d’électrodes (carbone vitreux, CNx sans activation, CNx avec 

activation), des histogrammes de ces valeurs sont tracés en fonction de l’acide aminé et du 

type d’électrode (Figure IV-36, Figure IV-37, Figure IV-38). Ces histogrammes ne comparent 

pas les valeurs pour le peptide, car aucun épaulement de pic n’est visible sur CNx aussi bien 

avant qu’après dérivation. 
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Figure IV-36 : Valeurs de L1/2  en fonction de l'acide aminé dérivé (lysine, thréonine, histidine et sérine) et 
du type d'électrode c'est-à-dire carbone vitreux, a-CNx sur ITO P15 non activée et activée. Dérivation 
dans un mélange tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH 50/50 (v/v), NDA/KCN = 1, NDA/AA = 100 pour 
une concentration en AA de 25 µM. 

 

Les valeurs de L1/2 sont beaucoup plus importantes sur CNx sans activation que sur les 

deux autres types d’électrode. Les électrodes de CNx après prétraitement possèdent des pics 

plus fins pour la lysine, l’histidine et la thréonine, avec une largeur à mi- hauteur de 30 à 

40 mV inférieure. Tandis que pour la sérine, L1/2, est inférieure sur carbone vitreux de 40 mV 

par rapport aux électrodes CNx après activation. 
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 La comparaison des densités de courant pour les trois électrodes montre que ICNx après 

activation > ICarbone vitreux> ICNx avant activation pour tous les acides aminés. Les densités de courant 

sont 1,2 à 1,7 fois supérieures sur CNx après activation que sur carbone vitreux. 
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Figure IV-37 : Valeurs de J en fonction de l'acide aminé dérivé (lysine, thréonine, histidine et sérine) et du 
type d'électrode c'est-à-dire carbone vitreux, a-CNx sur ITO P15 non activée et activée. Dérivation dans 
un mélange tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH 50/50 (v/v) , NDA/KCN = 1, NDA/AA = 100 pour une 
concentration en AA de 25 µM. 

 
 

La comparaison des densités de courant pour les trois électrodes montrent que ACNx 

après activation > ACarbone vitreux> ACNx avant activation pour l’histidine, la thréonine et la lysine. Dans le 

cas de la sérine ACarbone vitreux > ACNx après activation > ACNx avant activation. Cependant cette 

augmentation d’aire reste relativement faible. 
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Figure IV-38 : Valeurs des aires en fonction de l'acide aminé dérivé (lysine, thréonine, histidine et sérine) 
et du type d'électrode c'est-à-dire carbone vitreux, a-CNx sur ITO P15 non activée et activée dans un 
mélange tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH 50/50 (v/v), NDA/KCN = 1, NDA/AA = 100 pour une 
concentration en AA de 25 µM. 
 
 En résumé, la détection sur a-CNx sans activation est moins bonne que sur les deux 

autre type d’électrodes avec des aires et des densités de courant plus faibles et des largeurs à 

mi-hauteur plus importantes. 

De plus, les densités de courants des pics sont supérieures et les valeurs de largeur de 

pic sont inférieures sur a-CNx avec activation par apport à l’électrode en carbone vitreux, bien 

que les aires soient relativement proches. On peut supposer que lorsque les matériaux ont une 

réactivité suffisante, l’aire des pics va dépendre principalement de l’acide aminé dérivé 

indifféremment du matériau d’électrodes choisi, tandis que la largeur à mi-hauteur et la valeur 

de J vont dépendre des caractéristiques de l’électrode.  

V.3.4.2 Comparaison entre différents acides aminés par Spectroscopie 
d’Impédance Electrochimique (SIE) après activation du 
CNx 
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Les électrodes de CNx subissent le même protocole de prétraitement défini 

précédemment. Dans un premier temps, une voltammétrie de la solution de dérivation est 

réalisée sur chaque électrode à 100 mV/s (Figure IV-39). Les expériences sont effectuées pour 

les 4 acides aminés et le PN sur trois échantillons de CNx P15 différents.  
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Figure IV-39 : Voltammétrie cyclique à 100 mV/s sur CNx P15 activée (S = 0,282 cm²). (h) CBI-histidine 
NDA/histidine = 100. (l) CBI-lysine, NDA/lysine = 100. (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 réalisées sur la même électrode de CNx autour 

du potentiel de pic CBI(-RNH2). La voltammétrie cyclique nous permet de déterminer le 

potentiel de pic du CBI(-RNH2) pour l’analyse en SIE. De même que précédemment, le 

potentiel de pic dépend de l’AA ou du peptide dérivé. Les pointillés sur le graphique 

représentent la valeur pour laquelle la SIE est réalisée. Les diagrammes de Nyquist sont 

simulés avec le logiciel Simad en utilisant le circuit décrit dans la partie III.3.3. Ici la réaction 

faradique est l’oxydation du CBI. La Figure IV-40 montre respectivement les diagrammes de 

Nyquist expérimentaux et simulés. 
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Figure IV-40 : Impédance au potentiel de pic sur CNx  P15 activée (S = 0,282 cm²). (h) CBI-histidine, 
NDA/histidine = 100. (l) CBI-lysine, NDA/lysine =100. (t) CBI-thréonine, NDA/thréonine =100. (s) CBI-
serine, NDA/serine = 100. (k) CBI-PN, NDA/PN. 

 

Les valeurs de Re de la même façon que dans le chapitre III.3.2.1 sont mesurées à 

l’aide d’une électrode de platine. Le Tableau IV-16 répertorie les valeurs des Re en fonction 

de la molécule dérivée. La valeur de Re est indépendante de la concentration en acide aminé 

ou en peptide et ne dépend que de la concentration en électrolyte (tampon borate). En effet la 

concentration en tampon borate (100 mM) est largement supérieure à la concentration en AA 

ou PN (25 µM). C’est pour cette raison que la valeur de Re est moyennée dans le tableau 

suivant. 

 Lysine Serine Thréonine Histidine Peptide moyenne 

Re(Ω.cm²) 14,1 29,6 19,7 16,9 28,2 22±7 

Tableau IV-16 : Valeurs des résistances d’électrolyte pour nos différentes solutions dans le cas d’une 
dérivation avec KCN/NDA = 1, NDA/(RNH2) = 100 [RNH2]final = 25 µM dans un mélange tampon 100 
mM pH 9borate /MeOH (50/50 v/v) sur une électrode de a-CNx sur ITO P15. 
  
 Les résultats de la simulation sur le logiciel Simad pour chaque molécule dérivée sont 

reportés dans le Tableau IV-17. La capacité Cd équivalente est calculée à l’aide de la formule 

de Brug (équation III-9 et III-10). Dans ce tableau, X représente la moyenne des valeurs.   
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 RHF 

(Ω.cm²) 

Q 

( F.s(α-1).cm-2)  

(10-5) 

α Rt (Ωcm²) Cd 

(µF/cm²) 

χ² 

1 62 2,8 0,87 12900 10,8 1,9 

2 50 2,0 0,89 12995 8,3 1,3 

3 45 1,6 0,91 13300 7,6 1,6 

Lysine 

E =0,56 

V/ECS 

X 52±8 2,1±0,6 0,89±0,02 (1,30±0,03) 104 9±2 - 

1 121 1,6 0,91 49070 4,9 2,3 

2 107 1,8 0,87 47400 3,2 2,4 

3 112 1,8 0,89 50480 4,3 2,3 

Serine 

E =0,63 

V/ECS 

X 113±6 1,7±0,1 0,89±0,02 (4,9±0,2) 104 4,1±0,9 - 

1 132 1,8 0,83 39480 1,6 2,9 

2 31 1,6 0,92 38350 5,7 1,2 

3 90 1,7 0,92 39200 6,0 1,1 

Thréonine 

E =0,61 

V/ECS 

X 80±50 1,7±0,1 0,89±0,05 (3,90±0,06) 104 5±3 - 

1 48 2,9 0,86 27100 10,0 1,3 

2 75 1,5 0,91 26175 7,6 1,3 

3 42 2,5 0,86 26620 8,1 3 

Histidine 

E =0,59 

V/ECS 

X 60±20 2,3±7 0,88±0,03 (2,66±0,05) 104 9±1 - 

1 48 3,0 0,86 21030 10,4 1,7 

2 85 2,0 0,85 21715 6,4 2,0 

3 45 1,6 0,90 20300 7,3 2,1 

Peptide 

E =0,57 

V/ECS 

X 60±20 2,2±0,7 0,87±0,03 (2,10±0,07) 104 8±2 - 

Tableau IV-17 : Valeurs des paramètres du circuit équivalent de la partie III.3.3 Figure III-27 obtenues à 
l’aide du logiciel Simad pour les différents groupements R-NH2 dérivés (l’erreur imposé sur les fréquence 
est de σ = 0,01) sur des électrodes P15 (S = 0,282 cm²). 
 
 Pour tous les groupements R-NH2 les valeurs de α sont en moyenne identiques et ne 

dépendent pas de la molécule dérivée mais du matériau. Les valeurs de α traduisent une 

homogénéité de la surface des électrodes. Les valeurs moyennes de Q sont également proches 

pour toutes les expériences, ce paramètre dépend de l’électrode plus que de la solution. Les 

valeurs des RHF ne pourront pas nous permettre de discriminer les groupements dérivés car 

comme pour Re, cette valeur est le reflet de la conductivité des solutions largement due à la 

concentration en tampon borate. De plus, les valeurs moyennes des capacités équivalentes, 
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selon les acides aminés, ont des écarts type importants et des valeurs de capacité qui se 

chevauchent, ce qui ne nous permettra pas de conclure sur la nature de la molécule dérivée. 

Les molécules ont sensiblement des valeurs de pKa et de pI pour le PN voisines. Il ne peut pas 

avoir de différences notables sur les interactions entre la charge de surface du matériau et la 

charge de surface de l’espèce pour les différents acides aminés ou le peptide. 

Par contre les valeurs de la résistance de transfert de charge sont modifiées en fonction 

de l’acide aminé dérivé : Rt(CBI-lysine)< Rt (CBI-PN)< Rt (CBI-histidine)< Rt (CBI-thréonine)< Rt (CBI-sérine).  

Les molécules dérivées peuvent donc être discriminées grâce à leur résistance de transfert de 

charge. On remarque aussi que comme pour la DPV, le double marquage à une cinétique de 

transfert plus rapide. 

V.3.5.        Détection en système 2 électrodes 
 

Nous avons fait le choix pour la détection en puce microfluidiques d’une configuration 

à deux microélectrodes, une électrode de travail et une grande contre électrode. Des analyses 

préliminaires en système deux électrodes sont étudiées en macrosystème en préliminaire. Le 

montage classique à deux électrodes consiste à court-circuiter l’électrode de référence avec la 

contre électrode. Celle-ci joue le rôle de la cathode et l’électrode de travail de l’anode. 

Deux types d’électrodes de travail sont utilisés : une électrode de platine (S = 0,196 cm²)  et 

une électrode de  carbone vitreux (S = 0,071 cm²) en gardant une contre électrode en grille de 

platine. Ces deux types de matériaux pour l’électrode de travail seront utilisés en puce 

microfluidique. En effet, les premières puces microfluidiques auront deux microélectrodes en 

platine. A terme, les microsystèmes possèderont des dépôts microstructurés de CNx sur la 

microélectrode de travail en platine. Les analyses seront réalisées par voltammétrie cyclique, 

par voltammétrie différentielle pulsée et par impédance électrochimique. 

V.3.5.1 Avec traceur redox ferricyanure/ferrocyanure 
 

Le potentiel n’étant pas fixé avec une électrode de référence classique, nous avons fait 

le choix d’une pseudo référence d’où l’ajout de ferricyanure/ferrocyanure de potassium pour 

fixer un potentiel d’équilibre. Dans le cas où la concentration en ferricyanure et ferrocyanure 

est identique, le potentiel d’équilibre du couple est attendu à 0 V. Les pics du CBI et du NDA 

doivent donc référencés par rapport au pic du ferricyanure/ferrocyanure. Cependant pour une 

facilité de lecture, les pics sont notés en V/Pt. Pour avoir une meilleure séparation des pics du 

ferricyanure/ferrocyanure et du CBI-PN, les concentrations en ferricyanure et ferrocyanure 
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sont mises en proportion non stoechiométrique. En modifiant le rapport des concentrations les 

pics du ferricyanure/ferrocyanure vont se décaler vers le potentiel positif si le ferricyanure est 

en excès et vers les potentiels négatifs si le ferricyanure est en défaut. Dans notre cas, nous 

utilisons du ferrocyanure en excès pour avoir une meilleure résolution entre les pics du 

ferricyanure/ferrocyanure et le pic du CBI. 
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Equation IV-33 

 

Avec les concentrations 1.10-4/1.10-3 en ferricyanure/ferrocyanure de potassium, le pic devrait 

se décaler vers les potentiels négatifs. Dans notre système à deux électrodes, le E0 du couple 

ferricyanure/ferrocyanure centré à 0V et donc les potentiels de pic seront décalés de - 0,059 

V. 

Pour toutes les expériences, le rapport [NDA]/[CN-] = 1 et le rapport [NDA]/[PN] = 

40. La concentration finale en peptide est de 25 µM et celle en NDA et en ion cyanure est de 

1mM  dans un mélange tampon 100 mM pH 10 borate / MeOH (50/50 v/v) 

V.3.5.1.1 Electrode de travail en carbone 
 

La dérivation dans un système à deux électrodes est étudiée par voltammétrie cyclique 

à 100 mV/s. Les voltammogrammes de la solution non stoechiométrique de 

ferricyanure/ferrocyanure de potassium et de la dérivation du peptide en présence de cette 

même solution sont représentés en Figure IV-41. 
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Figure IV-41 : Système à deux électrodes avec une électrode de travail en carbone vitreux (S = 0,071 cm²) 
et une contre électrode en platine. Voltammétrie cyclique à 100 mV/s dans une mélange tampon 100 mM 
pH 10 borate  /MeOH (50/50 v/v). a) ferricyanure/ferrocyanure 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]f

  =25 µM 
  
 Les valeurs des pics avant et après dérivation sont référencées dans le tableau ci-

dessous (Tableau IV-18) : 

 
Eox(FeIII) 

(V/Pt) 

Ered(FeII) 

(V/Pt) 

Ered,1(NDA) 

(V/Pt) 

Ered,2(NDA) 

(V/Pt) 

Eox(CBI-PN) 

(V/Pt) 

Avant 

dérivation 
0,25 0,03 - - - 

Après 

dérivation 
0,41 -0,18 -1,21 -1,58 0,68 

Tableau IV-18 : Valeur des potentiels de pic dans un système à deux électrodes avec une électrode de 
travail en carbone vitreux (S = 0,071 cm²) et une large contre électrode en platine. Avant la dérivation 
solution de ferricyanure/ferrocyanure 0,1 mM/1 mM dans une mélange tampon 100 mM pH 10 
borate /MeOH (50/50 v/v) après la dérivation solution de ferricyanure/ferrocyanure 0,1 mM/1 mM et 
dérivation du peptide avec un ratio molaire NDA/PN de 40 dans une mélange tampon 100 mM pH 10 
borate  /MeOH (50/50 v/v). [PN]f

  =25 µM. 
 

Avant dérivation l’écart entre les pics du ferricyanure et ferrocyanure est de 0,21 V, 

tandis que après dérivation la différence de potentiel de pic est de 0,59 V. Le système 

ferricyanure/ferrocyanure de potassium est plus lent dans la solution avec la dérivation. Le 

potentiel d’équilibre du couple ferricyanure/ferrocyanure est à 0,3 V/Pt. Ceci est plus 

important que ce qui est attendu avec la formule IV-33. Les pics du ferricyanure et 

ferrocyanure avant et après dérivation ne sont pas égaux, les potentiels des autres pics ne 
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peuvent donc pas être référencés avec précision par rapport au potentiel de pic du couple 

ferricyanure/ferrocyanure, qui n’est pas inerte dans la solution de dérivation. 

Le marquage est aussi étudié par DPV à 25mV/s (Figure III-42). Avant dérivation le 

pic d’oxydation du ferricyanure se situe à 0,17 V/Pt tandis qu’après dérivation le pic est à 

0,26 V/Pt. Les pics du NDA se trouvent respectivement à -1,27 V/ Pt  et -1,40 V/ Pt et celui 

du CBI-PN à 0,6 V/Pt. Là aussi, le pic d’oxydation du ferricyanure s’écroule en intensité et se 

décale. On retrouve la même conclusion sur la non stabilité du ferricyanrure/ferrocyanure 

dans une solution de marquage. 
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Figure IV-42 : Système à deux électrodes avec une électrode de travail en carbone vitreux (S = 0,071 cm²) 
et une contre électrode en platine. DPV à 25 mV/s dans une mélange tampon 100 mM pH 10 borate 
/MeOH (50/50 v/v). a) fenêtre de réduction b) fenêtre 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]f

  =25 µM. 
 

Les expériences menées dans un système à deux électrodes permettent la détection du 

CBI aussi bien par voltammétrie cyclique que par DPV. Les pics caractéristiques du CBI et du 

ferricyanure sont assez bien séparés. Cependant, une diminution des densités de courant des 

pics du ferricyanure et du ferrocyanure ainsi qu’un décalage des potentiels de pic sont 

observés dans la solution de dérivation. On peut donc conclure que la pseudo référence choisi 

n’est pas très stable car la cinétique du couple ferricyanure/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 premières puces microfluidiques seront réalisées dans un premier temps avec des 

microélectrodes en platine. Au préalable, des expériences à deux électrodes sont effectuées en 

macrosystème pour confirmer la faisabilité de la détection du PN à deux électrodes de platine. 

La fenêtre de potentiel des électrodes de platine est trop réduite pour observer les 

vagues correspondant à la réduction du NDA. Dans ce cas, la dérivation est contrôlée 

exclusivement par l’apparition du pic du CBI (Figure IV-43). 
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Figure IV-43 : Système à deux électrodes avec une électrode de travail en platine (S = 0,196cm²) et une 
contre électrode en platine. DPV à 25 mV/s dans une mélange tampon 100 mM pH 10 borate /MeOH 
(50/50 v/v) a) ferricyanure/ferrocyanure 0,1 mM/1 mM. b) ferricyanure/ferrocyanure 0,1 mM/1 mM et 
dérivation du peptide  avec une ratio molaire NDA/PN de 40. [PN]f

  =25 µM. 
 
 

Le pic d’oxydation du ferricyanure avant dérivation est situé à 0,25 V/Pt. Cette 

observation est contraire à ce que nous attendions. En effet, le pic d’oxydation devrait se 

décaler vers les potentiels négatifs. Après dérivation le pic du ferricyanure s’est décalé à 0,46 

V. Le pic de dérivation est également visible sur platine, il est situé à 1,01 V/Pt.  

 

V.3.5.2 Sans traceur redox 
 
  Dans le paragraphe précèdent, nous avons montré que le couple 

ferricyanure/ferrocyanure n’était pas une pseudo référence très stable : décalage des pics du 

couple et réaction probable avec la solution de dérivation. Pour palier ce problème, nous 

avons décidé de nous affranchir de mettre le couple ferricyanure/ferrocyanure en solution. 
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Dans ce cas, il n’y a pas de couple jouant le rôle de pseudo référence, le potentiel sera donc 

fixé par la réduction du NDA et par l’oxydation de l’eau.  

V.3.5.2.1 Electrode de travail en carbone 
 

De la même façon, la dérivation est étudiée par DPV et par voltammétrie cyclique 

(Figure IV-44). Les Figure IV-44 a et b représentent les voltammogrammes tandis que les 

Figure IV-44 c et d montrent les voltammogrammes obtenus en DPV. Dans les deux cas, les 

pics de réduction du NDA sont observés ainsi que le pic du CBI. Une diminution de densités 

de courants des pics du NDA est observée après dérivation. 
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Figure IV-44 : Système à deux électrodes avec une électrode de travail en carbone vitreux (S = 0,071 cm²) 
et une contre électrode en platine dans un mélange tampon 100 mM pH 10 borate /MeOH (50/50 v/v) a) 
Voltammétrie cyclique à 100 mV/s. b) Voltammétrie cyclique à 100mV/s Agrandissemnt de la fenêtre de  0 
à +1,2 V/Pt. c) DPV à 25 mV/s fenêtre de réduction d) DPV à 25 mV/s fenêtre d’oxydation e) NDA 1 mM f) 
dérivation du peptide  avec 1 mM NDA et un ratio molaire NDA/peptide de 40.  [PN]f

  =25 µM. 
 
Les valeurs des potentiels sont indiquées dans le Tableau IV-19. 
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technique Dérivation Ered1NDA (V) Ered2NDA (V) E (CBI-PN)(V) 

Avant dérivation -1,06 -1,31 - DPV 

Après dérivation -1,22 -1,45 0,60 

Avant dérivation -1,22 -1,43 - CV 

Après dérivation -1,35 -1,58 0,62 

Tableau IV-19 : Potentiels des pics du NDA et du CBI en DPV à 25 mV/s et en CV  à 100 mV/s avant et 
après dérivation du peptide dans une solution tampon 100 mM pH 10 borate /MeOH (50/50 v/v). 
 

Dans le cas de la dérivation dans le système à deux électrodes sans pseudo référence 

ferricyanure/ferrocyanure, les pics du CBI-PN sont référencés par rapport au premier pic de 

réduction du NDA correspondant à la réduction de la forme dialdéhyde (DA). Dans ce cas, 

Ered,1(NDA)=0 V/EDA  et donc le potentiel de pic en DPV est à +1,82 V/EDA. Le potentiel de 

pic en CV est situé à 1,97 V/EDA. 

 Cependant, les pics du NDA sont décalés d’environ -15 mV après dérivation. Ceci 

peut être dû à la cinétique des réactions impliquant le NDA lors de la réaction de dérivation. 

V.3.5.2.2 Electrode de travail en platine 
 

La dérivation sans traceur est également étudiée avec le système à deux électrodes en 

platine. Cette dérivation est étudiée aussi par DPV à 25 mV/s (Figure IV-45). Le pic du CBI-

PN est situé à + 0,84 V. Cependant, la fenêtre de potentiel ne permet pas de la référencer par 

rapport au pic de réduction du NDA car celui-ci n’est pas visible sur l’électrode de platine, la 

réduction de l’eau est présente sur platine à un potentiel inférieur à celui de la réduction du 

NDA. 
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Figure IV-45 : Système à deux électrodes avec une électrode de travail en platine (S = 0,196 cm²). DPV à 
25 mV/s dans une mélange tampon 100 mM pH 10 borate /MeOH (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 par la réduction de l’eau à la cathode et 

l’oxydation de l’eau à l’anode. Dans le cas  d’un système platine-platine, l’utilisation d’un 

traceur pour référencer le potentiel est préférable. Dans le cas où on n’a pas de pseudo 

référence le potentiel est moins stable car le potentiel se déplace sur une large gamme de 

potentiel. 

V.4. Conclusion 

La première partie du quatrième chapitre nous a permis de caractériser le marqueur de 

dérivation : le 2,3-naphthalènedicarboxaldéhyde. Il a été montré que ce marqueur est bien 

électroactif dans le milieu classique d’utilisation en séparation électrophorétique couplé à une 

détection fluorométrique. Les études de la variation des potentiels de pics et des densités de 

courant des pics en fonction de la vitesse de balayage ont souligné le rôle de l’hydratation des 

groupements aldéhyde du NDA en milieu aqueux dans une réduction suivant un mécanisme à 

deux électrons et deux protons. Les variations des potentiels de pics en fonction du pH ont 

permit de faire des hypothèses sur le saut de potentiels observé entre les pH acides et les pH 

basiques. La comparaison des densités de courant des pics du NDA avec la BQ n’a pas permis 

de déterminer la concentration des différentes formes du NDA à cause de l’instabilité de la 

BQ en solution tampon borate /MeOH. La détermination des coefficients de diffusion à partir 

des formules de Wilke-Chang, de Lusis-Ratcliff, de Scheibel et de Reddy-Doraiswamy, nous 
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a permis de remonter à la concentration de chacune des trois formes du NDA en solution (DA 

MA et HAC). La forme monohydratée acyclique (MA) est majoritaire lorsque la 

concentration en NDA totale est de 1mM. De plus, les études de la stabilité des pics en 

fonction du temps ont montré que les différentes formes en solution étaient relativement 

stables. 

Dans la deuxième partie de ce chapitre nous avons abordé la détection d’acides aminés 

et d’un peptide synthétique marqué avec le NDA. La réactivité a été analysée sur deux types 

d’électrode : le carbone vitreux et le carbone azoté amorphe a-CNx P15. Les conditions 

optimales de dérivation obtenues sur carbone vitreux sont : un rapport NDA/CN= 1 et NDA/ 

AA ou peptide = 100 dans un tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH (50/50 v/v) pour un temps 

optimal de 15 minutes. La comparaison des potentiels de pics du CBI-PN avec ceux pour les 

CBI-AA a mis en évidence le double marquage du peptide par la thréonine et par le deuxième 

groupement amine de la lysine. Cette double dérivation a été confirmée par spectrométrie de 

masse. D’autre part, nous avons montré que l’oxydation du CBI-PN est un mécanisme à 4 

électrons. De plus, ce marquage permet d’avoir une bonne limite de détection pour le peptide 

de 0,25 µM en macrosystème inférieure d’un facteur 10 par rapport à la fluorescence (3 µM) 

en capillaire. Les études sur la stabilité ont confirmé la bonne tenue du marquage dans le 

temps avec un signal correct après 24h de dérivation ce qui permettra la détection post-

colonne des échantillons dérivés. Dans une seconde partie, les conditions optimales de 

marquage ont été appliquées pour la détection sur a-CNx P15 activée. Les mêmes valeurs de 

potentiel de pics sont observées pour les deux matériaux d’électrodes (carbone vitreux et CNx 

P15). De plus, les dérivations analysées avec des électrodes de CNx P15 activées permettent 

d’avoir une meilleure résolution de pics pour l’histidine, la thréonine, la lysine, et le peptide. 

D’autre part, les mesures en spectroscopie d’impédance électrochimique effectuées au 

potentiel de pic sur les électrodes de CNx P15 activées permettent également de discriminer 

entre elles les espèces dérivées. En macrosystème, les acides aminés et le peptide peuvent 

donc être différenciés à l’aide de deux techniques de détection électrochimique : la 

spectroscopie d’impédance électrochimique (résistance de transfert de charge) et la DPV 

(potentiel de pic, largeur à mi-hauteur). La DPV nous permet, contrairement à la CV de 

minimiser le courant capacitif par rapport au courant faradique. 

La troisième partie de ce chapitre a abordé la détection du peptide dans un système à 

deux électrodes qui est un préalable avant les mesures en puce microfluidique à deux 
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électrodes. Deux configurations ont été explorées : un système platine-platine et un système 

carbone-platine. Le pic caractéristique du CBI est alors visible dans les deux configurations. 

Cependant le traceur redox en l’occurrence le ferricyanure/ferrocyanure n’est pas inerte dans 

la solution tampon 100 mM pH 10 /MeOH avec la solution. Pour palier ce problème nous 

aurions pu rechercher un traceur redox inerte mais nous avons fait le choix de tester la 

détection du CBI sans traceur. Nous avons validé la détection du CBI dans une configuration 

simple. Cependant, des inconvénients majeurs tels que le bruit sur le signal et le seuil de 

détection restent à améliorer. De plus, le système platine-platine présente le désavantage 

d’avoir une fenêtre de potentiel ne permettant pas de voir les pics de réduction du CBI. La 

configuration à deux électrodes est tout de même possible pour l’analyse qualitative, voire 

semi quantitative, de la dérivation.  
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VII.1.  Interet de la miniaturisation 
 

Un microsystème est un système de petite taille allant du millimètre au micromètre. 

Différentes techniques de fabrication peuvent être utilisées comme la photolithographie et la 

photoablation. Les microsystèmes peuvent être réalisés avec différents matériaux ; le verre, 

des résines (polydiméthylsiloxane PDMS) ou des polymères (polyméthacrylate de méthyle, 

polyéthylène téréphthalate PET…). Les microsystèmes en verre ou en quartz sont transparents 

aux UV mais ont un coût élevé. Les microsystèmes en polymères sont plus faciles à fabriquer 

et sont de faible coût. Cependant, ils sont moins compatibles avec certains solvants 

organiques.  

Les systèmes miniaturisés présentent divers avantages. En effet, grâce à cette 

miniaturisation le temps d’analyse est diminué ainsi que le volume d’échantillons biologiques 

qui peut être coûteux; ces deux paramètres permettent de diminuer le coût des analyses [1]. 

Lorsque qu’une puce microfluidique est utilisée pour la séparation des analytes, une 

meilleure résolution est obtenue [2]. En electrophorèse capillaire, la réduction de la section du 

canal permet d’obtenir des champs électriques plus grands sans avoir des tensions électriques 

élevées [3], [4]. En chromatographie liquide le flux est réduit sans modifier la vitesse et donc 

la résolution [3], [4]. De plus, dans les microcanaux les distances de diffusion moléculaire et 

thermique sont diminuées. Le temps de diffusion varie comme l’inverse de la distance au 

carré (1/d²). Par exemple, si une espèce met 17 minutes pour diffuser sur 1 mm, il ne lui 

faudra que 100 ms pour diffuser sur 10 µm. Le libre parcours moyen est également diminué 

ce qui favorise les réactions [2], [5]. Hatch et al. ont développé une puce microfluidique qui 

permet de diminuer drastiquement le temps d’un immunoessai passant de 10 min en système 

classique à 25 seconde pour une puce [6]. La puce microfluidique réalisée par Teste et al. 

montre bien l’amélioration des performances d’un immunoessai réalisé en puce par apport à 

celui effectué sur plaque. En effet, la limite de détection passe de 30 mg/nL à 1 ng/nL, le 

volume d’échantillon de 200 µL à 5 µL et le temps d’analyse de 6 h à 20 min. De plus la 

constante cinétique apparente du premier ordre de l’interaction AbI/AbII* est 1000 fois plus 

important en puce qu’en système classique [7].  

D'autre part, la miniaturisation peut permettre de réaliser des systèmes portatifs, 

automatisables et vise à regrouper plusieurs fonctionnalités sur le même support. Ceci permet 

de simplifier les connectiques et de limiter les contaminations entre les différentes étapes [1] . 

Legendre et al. ont réalisé une puce microfluidique qui combine l’extraction sur phase solide 
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(SPE) d’ADN et PCR [8]. Ferrigno et al. ont développé une puce microfluidique qui permet le 

titrage potentiométrique. Cette puce microfluidique est réalisée en incorporant des 

microélectrodes, un système de dilution et des mélangeurs. Ce dispositif est facile à fabriquer 

et à utiliser, de plus il permet de diminuer la quantité d’échantillon utilisée en passant de 1 mL 

pour un système classique à 10 µL en puce microfluidique avec une limite de détection 

comparable dans les deux cas [9]. Stephan et al. ont fabriqué une puce microfluidique 

permettant la quantification ampérométrique avec une méthode de calibration intégrée. La 

courbe de calibration est générée simultanément à la quantification ce qui diminue le temps 

d’analyse. Pour cela, la puce microfluidique est composée de microélectrodes et d’un système 

de dilution [10]. Saliba et al.  ont développé une méthode « Ephasia » pour la détection des 

cellules tumorales. Ce microsystème est constitué de colonnes de billes superparamagnétiques 

fonctionnalisées et autoassemblées. Cette puce microfluidique permet d’obtenir deux 

informations en même temps : une analyse morphologique et immunophenotique en utilisant 

10 fois moins de volume et en diminuant le nombre de cellules requis [11]. De plus, les 

laboratoires sur puce portable, automatisables, peu chers, peu consommateurs de produit et 

qui non pas besoin d’infrastructures de santé coûteux pour leurs utilisations, peuvent servir 

dans les pays en voie de développement pour le diagnostic de maladie [12]. 

 

 

VII.2.  Hydrodynamique en  microfluidique 
 
 

Les écoulements des fluides peuvent être classés en deux régimes : laminaire ou 

turbulent. La frontière entre ces deux régimes est définie par le nombre de Reynolds Re, qui 

relie les forces d’inertie à la force de viscosité. 

η
ρ LVl=Re

 

Equation V-1 

Avec Vl, la vitesse moyenne du liquide en mouvement (en m.s-1), L , la longueur 

typique de l’écoulement (en m) , ρ et η sont respectivement la masse volumique (en kg.m-3) et 

la viscosité du fluide (en Pa.s). Ce nombre de Reynolds est donc un nombre sans dimension. 

Les forces de viscosité peuvent être définies comme la friction du fluide sur les parois du 

canal. Expérimentalement, si le nombre de Reynolds est supérieur à 2000, les forces d’inertie 

sont dominantes et le flux est dit turbulent et inversement pour des nombres de Reynolds 

inférieurs à 2000, le flux est dit laminaire [13]. 
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Le mouvement des fluides newtoniens est décrit par les équations de Navier –Stokes. 

En considérant, les forces externes les plus courantes, l’équation de Navier –Stokes 

correspondant au bilan de la quantité de mouvement dans le cas particulier d’un écoulement 

d’un fluide incompressible s’écrit [14] : 

( ) 2.
v

v v P v f
t

ρ η ρ∂ + ∇ = −∇ + ∇ + ∂ 

r ur ur rr r r

 

Equation V-2 

 

Dans cette équation v est la vitesse d’une particule du fluide. 

Le premier terme P−∇
ur

 correspond aux forces de pression dans le fluide (P étant la 

pression), le deuxième terme étant la terme de convection 
2vη∇ r

, le troisième terme 

représente les forces de volumes appliquées au fluide f
r

ρ . 

 Lorsque le nombre de Reynolds est faible, c'est-à-dire que l’écoulement est laminaire, 

les termes non linéaires sont négligeables devant les termes de viscosité. Dans ce cas, 

l’équation de Navier –Stokes devient : 

2v
P v

t
ρ η∂  = −∇ + ∇ ∂ 

r ur r

 

Equation V-3 

 

En considérant un écoulement laminaire, l’équation se résume à: 

vP
rr

∇+∇−= η0  
Equation V-4 

 

Pour résoudre cette équation, on considère que le flux ne se déplace que suivant l’axe 

x, que  la vitesse du flux sur les bords du canal est nulle et que la vitesse ne peut pas être 

infinie au centre du canal. La résolution de cette équation donne donc la vitesse suivant l’axe 

x, vx, en fonction de la différence de pression entre l’entrée et la sortie du canal, ∆P et  la 

longueur du canal L. Dans le cas d’une section circulaire, on se place en coordonnées 

cylindriques. La vitesse vx est donc donné en fonction du rayon de la section circulaire, R, et 

de la coordonnée radiale, r [14]. 

( )²²
..4

)( rR
L

P
rvx −∆=

η  

Equation V-5 
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 En intégrant la vitesse sur la section du canal, le débit est obtenu 

P
L

R
ddrrvDébit

R

∆
Π

== ∫∫
Π

..8

.
...

4

0

2

0 η
θ

 

Equation V-6 

 

Dans cette équation, le coefficient 8.η.L/Π.R4 est la résistance fluidique. La résistance 

est inversement proportionnelle à R4, donc celle-ci augmente radicalement lorsque le rayon 

diminue.  

De la même façon pour une section rectangulaire, dans le cas où la largeur du canal est 

largement supérieure à la hauteur, le profil de vitesse est défini par : 

( )yyh
L

P
yvx −∆=

η2
)(

 

Equation V-7 

Dans cette expression h, est la hauteur du canal et y la coordonnée de l’axe suivant la 

hauteur du canal.  

En intégrant la vitesse sur la section du canal, le débit obtenu est : 

p
L

dh
dzdyvDébit

hd

∆== ∫∫ η12
..

3

00  

Equation V-8 

avec d, la largeur du canal 

La résistance fluidique vaut : 

3

12

dh

L
Rf

η=
 

Equation V-9 

Compton et al. ont exprimé le flux dans un canal pour une électrode microbande [15] 

pour une réaction électrochimique (équation V-10). 

BneA →←± −
 

Equation V-10 

Dans le cas, où la longueur du canal,  L, est largement supérieure à la largeur de la 

microélectrode, xe, la résolution des équations peut être réalisée en deux dimensions. Dans ces 

conditions, la diffusion et la convection sont gouvernées par l’équation de transport, dite de 

diffusion convective suivante. Cette équation est résolue dans le cas particulier d’un état 

stationnaire. 

x

c
yv

y

c

x

c
D

t

c
x ∂

∂−








∂
∂+

∂
∂=

∂
∂
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²
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Equation V-11 
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Dans cette équation, D et c sont respectivement le coefficient de diffusion et la 

concentration en espèces redox. La diffusion a lieu suivant les axes x et y tandis que la 

convection à lieu uniquement selon l’axe x. Le profil de vitesse du flux dans le microcanal est 

parabolique à travers le microcannal suivant l’axe x (Figure V-1): 








 −=
h

y

h

y
uyv avx 16)(

 

Equation V-12  

avec uav, la vitesse moyenne (m.s-1). 

 
Figure V-1 : Schéma 2D du profil de vitesse dans un système fluidique de section rectangulaire. 
 

VII.3.  Elaboration de la puce microfluidique 
 

Cette première partie est une description non exhaustive des différentes techniques de 

microfabrication utilisées pour la fabrication de la puce microfluidique [16]. Dans un 

deuxième temps, les conditions de fabrication seront données dans la partie V.2.2.  

VII.3.3. Techniques de microfabrication  

VII.3.3.1   Techniques de microfabrication « dure» 

VII.3.3.1.1 La  photolithographie 
 

La photolithographie permet de créer des structures d’épaisseur uniforme dans une 

résine sur un substrat. La photolithographie se compose de trois étapes : l’induction de la 

résine, l’insolation et le développement. Lors de l’étape d’induction, un dépôt de résine est 

effectué au centre du substrat, puis l’utilisation d’un « spin-coater » permet l’étalement 

uniforme de la résine. L’épaisseur de la couche de résine dépend de la vitesse de rotation du 

substrat dans le spin-coater et de la viscosité de la résine utilisée. La résine est par la suite 

chauffée pour éliminer toute trace de solvant résiduel. Lors de la seconde étape, l’insolation, 

un masque opaque est mis en contact avec le substrat. Le masque est alors éclairé par un 

rayonnement UV. Deux types de résine existent : les résines négatives, et les résines positives 
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[17]. Dans le cas des résines négatives, les parties insolées restent après l’étape de 

développement et inversement pour les résines positives. Dans la dernière étape, le 

développement, la résine est mise en contact avec un solvant spécifique. Dans les cas des 

résines positives, le développeur dissout les parties insolées et inversement pour les résines 

positives. Les dimensions des micrstructures sont donc définies par l’étape d’induction pour la 

hauteur des microstructures et par le masque pour les dimensions latérales (Figure V-2). 

 
Figure V-2 : Principe des étapes de photolithographie selon le type de résine positive ou négative. 
 

VII.3.3.1.2 Gravure ionique réactive (RIE pour Reactive-Ion Etching) 
 

La RIE est un procédé de gravure sèche, c'est-à-dire que les produits chimiques sont 

en phase gazeuse et non en phase aqueuse. Le substrat est placé dans une enceinte contenant 

des gaz et deux électrodes. Un plasma est alors créé et les ions accélérés par le champ 

électrique réagissent avec le substrat de façon chimique et physique. La gravure physique est 

anisotrope et la gravure chimique est isotrope. Dans le cas d’une gravure isotrope favorisée, 

les parois ont une forme plus arrondie [18-19]. 

 

VII.3.3.2 Techniques de microfabrication « douces » 
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Les techniques de microfabrication « douces » permettent de réaliser des puces microfluiques 

dans des élastomères ou des plastiques. L’utilisation du polydiméthylsiloxane (PDMS) a été 

introduite pour la première fois pour la fabrication de microsystème par le groupe de 

Whitesides [20]. Le PDMS est un polymère couramment utilisé pour la fabrication de 

systèmes microfluidiques [21–30]. Il s’agit d’un polymère dont le motif de base est représenté 

sur la Figure V-3. Ce polymère a un aspect visqueux et transparent. Du fait de sa souplesse, le 

PDMS est utilisé pour réaliser des membranes déformables ou des vannes [31]. 

Si

CH3

O

CH3

n
 

 
Figure V-3 : Motif de base du PDMS. 
 

Pour préparer l’élastomère, le PDMS et son réticulant sont mélangés, puis placés sous 

vide pour éliminer toutes les bulles. Le PDMS va alors durcir. La réaction de réticulation peut 

se faire à température ambiante en une journée, celle-ci peut-être accélérée à plus haute 

température (1 heure à 75 °C). Les propriétés mécaniques du PDMS peuvent être modifier en 

jouant sur la proportion de réticulant. Une fois durci, le PDMS possède une surface 

hydrophobe, ce qui permet d’assurer l’étanchéité fluidique des puces. Le PDMS présente 

divers avantages par rapport aux autres polymères : 

- il est très facile à manipuler et à couper (module de Young très faible ce qui 

lui permet de se déformer), 

- il présente un démoulage rapide sans risque d’abîmer le moule, 

- il est optiquement transparent jusqu’à 280 nm. Une détection UV ou par 

fluorescence est donc possible, 

- il est biologiquement inerte, le PDMS peut donc être utilisé pour des 

applications biologiques et médicales. 

Pour fabriquer le canal microfluidique, le PDMS est coulé dans un moule ou « wafer » 

comportant le circuit fluidique en relief. Le PDMS est alors démoulé, et les connexions sont 

percées. Le microcanal est scellé sur un substrat en verre ou en PDMS. Pour rendre le collage 

irréversible, un plasma est utilisé. Lorsque les deux faces exposées au plasma sont mises en 

contact, des liaisons covalentes sont créées [32]. Cependant, les surfaces ne sont activées que 

temporairement, il donc nécessaire de réaliser le collage immédiatement après l’application 

du plasma (Figure V-4).  
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Figure V-4 : Etapes de fabrication du canal fluidique en PDMS. 
 
 

VII.3.4. Fabrication de la puce microfluidique 
 

Le masque a été dessiné sur le logiciel L-edit. Il comporte deux dessins : le circuit 

fluidique et les microélectrodes (Figure V-5). Le circuit fluidique sera réalisé en PDMS pour 

être ensuite scellé sur une lame de microscope en verre comportant des microélectrodes en 

Ti/Pt ou Ti/Pt/CNx. Le système de détection électrochimique est composé de 6 jeux de 2 

microélectrodes, trois jeux pour chaque microcanal. Un jeu de 2 microélectrodes est composé 

d’une microélectrode de travail et d’une contre électrode avec une surface 24 fois plus 

importante.  Cette configuration avec une grande contre électrode permettra de s’affranchir 

d’une électrode de référence en puce. De plus, les six jeux de microélectrodes peuvent 

permettre d’utiliser plusieurs fois la même puce microfluidique dans le cas où un jeu de 

microélectrodes serait abîmé. 

 

moule 

Ajout du PDMS 

Collage 
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Figure V-5 : Masque du système microélectrode/connecteur et du circuit fluidique. 
 
 

Le circuit fluidique propose trois entrées et deux sorties, les largeurs des microcanaux 

ont été choisies pour limiter les augmentations de pressions et dépressions. Des arrondis sont 

utilisés pour limiter l’introduction de bulles. 

Les masques sont fabriqués sur transparents par la société Selba (Suisse). 
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VII.3.4.1  Etapes préparatrices 
 

Les lithographies sont réalisées sur un isolateur MJB3 sans filtre. Les masques sur 

transparents sont transférés sur plaques de verre pour avoir des masques chromés. Ces 

masques chromés permettent une photolithographie reproductible en mode contact et se 

dégradent plus difficilement que les transparents.  

Les plaques de verre et de Si sont toujours nettoyées avec une solution de piranha 

(H2O2/H2SO4 50/50 v/v) pendant 20 min puis rincées abondamment à l’eau. Les plaques sont 

séchées avec de l’isopropanol et par un flux d’azote. Les lames de verre utilisées pour la puce 

microfluidique font de 300 à 500 µm d’épaisseur. 

VII.3.4.2  Réalisation des microélectrodes  
 

Un masque chromé est réalisé à l’aide d'une lithographie AZ5214-e positive (20 s sur 

lMJB3) sur une plaque chromée (200 nm de Cr) pour fabriquer les microélectrodes et les 

connecteurs (Figure V-6). 

  
Figure V-6 : Photolithographie AZ5214-e positive sur les plaques chromées. A gauche : les 
microélectrodes. A droite : les connectiques. 
 

Ensuite, le masque chromé est placé dans le « chrome etch » jusqu’à disparition totale 

du chrome non protégé. A partir du masque chromé, une lithographie sur plaque de verre, 

préalablement nettoyée, est réalisée en AZ5214e inversé. Une RIE est effectuée pour nettoyer 

la surface pendant 1 minute 30 secondes (Figure V-7). 
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Figure V-7 : Plaque de verre après lithographie inversée et  RIE. A gauche : les microélectrodes. A droite : 
les connectiques. 
 

Les échantillons sont métallisés avec du Ti/Pt (5/25 nm) ou Ti/Pt/CNx (5/25/200nm) 

après la gravure ionique réactive. Pour n’avoir que les microélectrodes présentes sur le verre, 

un lift-off est mis en oeuvre. Pour cela, la lame de verre est retournée dans le bain à ultrasons. 

Le substrat est rincé très abondamment avec de l’acétone. La Figure V-88 récapitule les 

étapes de fabrication des microélectrodes. 
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Figure V-8 : Etape de la microfabrication des microélectrodes sur une plaque de verre. 
      

Par la suite une soudure ultradélicate de microfils sur les connectiques est réalisée au 

laboratoire pour pouvoir relier la puce microfluidique au potentiostat voie bas courant.  

VII.3.4.3  Réalisation du circuit fluidique 
 

Une lithographie inversée est réalisée sur une plaque chromée (200 nm de Cr) (Figure 

V-9) pour la réalisation du système fluidique. Une RIE est effectuée pendant 1 minute et 30 

secondes pour nettoyer la surface. L’étape de « chrom etch » est identique à celle réalisée 

pour la préparation des microélectrodes. 
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Figure V-9 : Photolithographie AZ514-e inversée sur les plaques chromées. A gauche : mélangeur du 
canal micro fluidique. A droite : canal et sortie. 
 

Ensuite, une photolithographie de la résine SU8 2010 déposée sur une plaque de Si 

(100) est réalisée (Figure V-10). Celle-ci se décompose en plusieurs étapes : 

1-Etalement de la résine SU8 2010 à 500 rpm pendant 10 secondes puis à 1000 rpm pendant 

30 secondes. 

2- La plaque de Si avec la résine est chauffée à 95°C pendant 3 minutes et 30 secondes pour 

éliminer le solvant résiduel et homogénéiser le dépôt. 

3- Insolation pendant 40 s (le substrat est mis en contact avec un masque opaque qui est 

éclairé par lumière UV). 

4- La plaque de Si avec la résine est chauffée à 95°C pendant 4 minutes et 30 secondes. 

5- Développement dans le « SU 8 developper » pendant 2 minutes 10 secondes. Le premier 

développement n’est pas toujours efficace. Dans le cas où il y a apparition de traces blanches 

lors du rinçage avec l’isopropanol, il faut reprendre le développement avec le « SU 8 

développer ». 
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Figure V-10 : Etape de fabrication du masque du circuit fluidique en SU 8. 
 

Pour réaliser le canal en PDMS, une première étape consiste à mélanger le PDMS et 

son réticulant dans les proportions 9/1 (m/m). Cette préparation est placée dans un 

dessiccateur sous vide pendant 15 min, pour éliminer les bulles d’air. Dans une deuxième 

étape le PDMS est coulé sur la plaque de Si avec le motif SU8 développé, la plaque de Si 

recouverte de PDMS est placée dans le dessiccateur sous vide pour dégazer le PDMS pendant 

10 minutes. L’ensemble PDMS/Si avec SU8 est placé à température ambiante pendant au 

moins 24 h, le temps que le PDMS se soit réticulé. 

Lorsque le PDMS a durci, il est découpé au cutter puis démoulé. Des connexions au 

niveau des 3 entrées et des deux sorties sont réalisées grâce à un poinçon de diamètre 0,75 

µm. 

Le PDMS et la lamelle de verre avec les microélectrodes sont nettoyés à l’isopropanol. 

L’assemblage final est réalisé grâce à un traitement plasma, le PDMS et la lamelle de verre 

avec les microélectrodes sont placés sous plasma d’azote pendant 80 s. L’exposition au 

plasma permet d’activer temporairement les surfaces. Après un alignement correct du circuit 

fluidique et des microélectrodes, le PDMS est alors mis en contact de la lamelle de verre. 

L’activation de la surface permet un collage rapide des deux couches. L’ensemble est alors 

Centrifugation et recuit 

Insolation 

 Recuit 

Développement 
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chauffé à 100°C pendant 5 minutes (Figure V-11). 

  

a) b) 

Figure V-11 : a)  Puce finale montrant les microélectrodes alignées sur le canal microfluidique en PDMS. 
b) Photo de la puce microfluidique finale. 
  

VII.3.5. Mesure des dimensions de la puce microfluique 
 

Les mesures des dimensions sont réalisées sous un microscope Zeiss à objectif inversé 

avec le logiciel AxioVision (Figure V-12). La hauteur du canal microfluidique est de 58 µm. 

Cette distance correspond à la hauteur des motifs obtenus à l’aide de la photolithographie en 

utilisant la résine SU8. La largeur de la microélectrode de travail est de 56 µm à la base du T 

et 106 µm en haut du T. La microélectrode de travail est longue de 200 µm (150 µm pour la 

partie fine du T et 50 µm pour la partie large du T). L’aire de cette microélectrode est de 

13800 µm² (1,38.10-4 cm²). La microélectrode de travail est séparée de la contre électrode de 

28 µm à 79 µm (27 µm+52 µm) au maximum. La partie de la contre électrode présente dans le 

microcanal a une forme de U. La longueur maximale est de 1224 µm tandis que les bases du 

U ont une longueur de 506 µm. La contre électrode à donc une aire de 305700µm² (30,57.10-4 

cm²). 
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Figure V-12 : Valeurs des distances et dimensions mesurées par microscopie optique. 
 
  

VII.4.  Optimisation des paramètres et conditions d’analyse  
 

VII.4.3. Analyse d’un système redox dans la puce 
microfluidique en mode statique 

 
Dans un premier temps, la réponse des microélectrodes de la puce microfluidique vis-

à-vis d’un couple redox, le ferricyanure/ferrocyanure de potassium est étudiée.  

La variation d’intensité des pics en fonction de la vitesse de balayage nous permet de 

déterminer le régime de diffusion observé dans notre puce microfluidique sans flux. En puce 

microfluidique un comportement couche mince ou une diffusion semi–infinie peut être 

observé [33], [34], [35]. En effet des études de Clarck et al. et de Kashyap et al. ont montré 

qu’un comportement quasi-couche mince pouvait être observé sur des microélectrodes 

placées dans de petits volumes [34], [35]. Dans les études de Rossier et al. un comportement 

couche mince est obtenu avec des électrodes microbande placées au début du microcanal et 

seulement si la dimension latérale du microsystème est réduite [33]. Cette étude a également 

montré que pour différentes profondeurs de microcanal, la diffusion est linéaire pour des 

faibles vitesses de balayage. Cette diffusion peut être comparée à un système où les 

microélectrodes occupent toute la section du canal. De plus, ils ont démontré à l’aide de la 

modélisation numérique la transition du régime de diffusion. En effet, le régime de diffusion 

passe d’une diffusion normale à la longueur du microcanal (aux vitesses de balayage 

importantes) à une diffusion latérale à la longueur du microcanal (aux faibles vitesses de 

balayage). Dans le cas où la dimension latérale est importante, une diffusion semi-infinie dans 

la direction du canal a toujours été observée [33]. Le régime de diffusion peut être vérifié en 
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traçant le logarithme de l’intensité en fonction du logarithme de la vitesse de balayage. En 

effet, dans le cas d’une cellule couche mince avec une hauteur faible de microcanal, la 

relation entre le courant de pic et la vitesse de balayage est donnée par [33]: 

RT

vVcFn
Ip r

4

²² 0

=  

Equation V-13  

avec v, la vitesse de balayage (V/s) 

    V, le volume de la cellule (m3) 

         F, la constante de Faraday (96500 C) 

         R, la constante des gaz parfaits (J.K-1.mol-1) 

         n, le nombre d’électrons échangés 

        T, la température (K) 

        c°r, la concentration de l’espèce électroactive (mol.m-3) 

Dans le cas, d’un microcanal avec une hauteur importante, la relation entre l’intensité et la 

vitesse de balayage est caractéristique d’une diffusion semi-infinie [36]: 
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Equation V-14 

avec S, l’aire de la micrélectrode, (m²) 

         D, le coefficient de diffusion (m.s-1) 

Aoki et al. ont établi une équation entre l’intensité et la vitesse de balayage [37], pour 

prendre en compte la transition entre le comportement couche mince et la diffusion semi-

infinie. 
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Equation V-15 

 

 

 

Equation V-16 

λd représente le ratio d’épaisseur de l’espace de diffusion h par apport à l’épaisseur de 

la couche de diffusion. 

En représentation logarithmique de l’intensité en fonction de la vitesse de balayage, le 

comportement couche mince est caractérisé par une pente de 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 puce microfluidique est caractérisé en 

réalisant une voltammétrie cyclique d’une solution de ferricyanure/ ferrocyanure de potassium 

10-2 M dans KCl 0,1 M. La Figure V-13montre les voltammogrammes pour des vitesses de 

balayage de 5 à 500 mV/s.  
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Figure V-13 : Voltammogrammes du système ferricyanure/ferrocyanure 2 mM dans KCl 100 mM en 
statique à différentes vitesses de balayage (S = 13800µm²=1,38.10-4cm²) a) 1 mV.s-  b) 5 mV.s-1. c) 10 mV.s-
1. c) 50 mV.s-1. e) 100 mV.s-1. f) 200 mV.s-1. g) 500 mV.s-1. 
 

Tous les voltammogrammes présentent une forme sigmoïdale caractéristique de la 

réponse d’une microélectrode. De plus, les courbes sont centrées à Eeq = 0 V/Pt. Ceci est 

obtenu car nous sommes en système équimolaire en ferricyanure/ferrocyanure (voir Chapitre 

IV.3.3.1). Les valeurs des intensités de plateaux sont relevées en fonction de la vitesse de 

balayage (Tableau V-1). 

 

V (mV/s) Jred (A/µm²)10-12 Jox (A/µm²) 10-11 

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 fonction de la vitesse de balayage pour le couple 
ferricyanure/ferrocyanure 2 mM dans KCl 100 mM. 
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 Les valeurs des densités de courant de réduction sont toujours légèrement supérieures 

à celle d’oxydation. Cette différence est due à la différence de coefficient de diffusion du 

[Fe(CN)6]
3- et du [Fe(CN)6]

4- respectivement de 6,0.10-6cm².s-1 et de 5,7.10-6cm².s-1 [38]. En 

effet, le coefficient de diffusion du ferricyanure est légèrement supérieur à celui du 

ferrocyanure. L’intensité du plateau de réduction du ferricyanure est donc légèrement 

supérieure à l’intensité du plateau d’oxydation du ferrocyanure.  

 Cependant, les voltammogrammes ne présentent pas de palier en réduction, une 

seconde réaction doit entrer en jeu. Cette réaction est sûrement le début de la réduction de 

l’oxygène présent  dans la solution malgré le barbotage de celle-ci avec un flux d’azote. Ceci 

peut aussi expliquer la difficulté qu’il y a à estimer la valeur de Jred. 

 Dans notre cas, une légère variation de densité de courant est observée lorsque les 

vitesses de balayage passent de 1 mV/s à 50 mV/s, puis aucune variation importante 

d’intensité en fonction de la vitesse de balayage n’est observée. Si on trace la variation du 

logarithme de l’intensité du plateau en fonction du logarithme de la vitesse de balayage pour 

les trois premières vitesses une pente de 0,15 est trouvée. Cette valeur ne correspond pas à 

une valeur pour une couche mince ni pour une diffusion semi-infinie. Dans le cas des 

microélectrodes sous forme de microbandes les couches de diffusion sont hémicylindriques 

comparativement aux microhémisphères ou microdisques où les couches de diffusion sont 

hémisphériques. La diffusion hémicylindrique transporte moins bien les réactifs vers la 

microélectrode que la diffusion sphérique ce qui ne permet pas de mesurer un courant limite 

de diffusion dans des solutions statiques. Les microélectrodes sous forme de microbandes ne 

permettent pas d’obtenir des courants stationnaires mais des courants quasi-stationnaires. En 

effet, pour des électrodes microbandes, le courant quasi-stationnaire, iqs, s’exprime en 

fonction de la largeur de l’électrode de travail, du coefficient de diffusion et du temps, t [39] 

(Equation V-17).  
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Equation V-17 

 

 

Dans cette équation le temps intervient au dénominateur. Or, dans le cas des expériences avec 

de faibles vitesses de balayage, le temps de mesure est plus long, ce qui explique la 

diminution de l’intensité des paliers de diffusion.  
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 Pour les expériences suivantes, une vitesse de balayage de 10 mV/s est fixée car les 

voltammogrammes obtenus à cette vitesse de balayage présentent une forme sigmoïdale bien 

reproductible et moins bruitées.  

 

VII.4.4. Analyse d’un système redox dans la puce 
microfluidique en conditions hydrodynamique 

 
Après avoir optimiser les paramètres pour l’analyse du système redox sans écoulement, 

ceux-ci doivent être déterminés en présence d’un écoulement.  En effet, dans le cas des 

électrodes microbandes des courants limites de diffusion ne peuvent être mesurer dans des 

solutions statiques, mais peuvent être mesurer dans le cas où les microélectrodes se situent 

dans une puce microfluidque en présence d’un écoulement laminaire. Les paramètres à 

optimiser sont alors : la vitesse de balayage et la vitesse du flux dans la puce microfluidique. 

Dans ce cas, le flux imposé par le pousse seringue de précision entraîne une convection forcée 

dans le microcanal.  

Les travaux de Levich ont montré que dans le cas d’une microélectrode type microbande, 

l’intensité du courant limite de diffusion s’exprime comme suit dans le cas où la convection 

prédomine [40] : 

31
323/2

lim ²
4925.0 







=
dh

F
wDxnFCI v

e  

Equation V-18 

avec : n, le nombre d’électrons échangés, Fv, le debit volumique (en cm3.s-1), C, la 

concentration en espèce électroactive (en mol.cm-3), et D, le coefficient de diffusion de 

l’espèce électroactive (en cm2.s-1), xe,w,d et h, les valeurs des distances (en cm), sont 

indiquées dans la Figure V-13. 

 
Figure V-13 : Schéma d’une électrode microbande dans un microcanal. 

 

d w 

xe flux 

h 
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Les études d’Amatore et al. ont montré  une influence de la géométrie et des 

paramètres hydrodynamiques sur le courant stationnaire. En effet, les microélectrodes 

microbandes peuvent aussi présentées un comportament type couche mince lorsque la 

diffusion est le principal régime de transport. La largeur de la couche de diffusion est alors 

limitée par la hauteur du canal et le courant stationnaire suit un comportement type couche 

mince [41] [40]. 

dhunFCI avbulkecoucheminc =
 

Equation V-19 

avec uav, la vitesse moyenne du flux. (m.s-1) 

Pour déterminer l’influence des paramètres géométrique de la puce microfluidique, le nombre 

de Peclet, Pe, a été introduit. Le nombre de Peclet est le rapport entre les constantes de temps 

du transport convectif et du transport diffusif [41]. 

D

hu
P av

e

.
=  

Equation V-20  

Par la suite, la largeur de la microélectrode, xe,  sera adimensionné et donnant [44] : 

h

x
X e

e =  

Equation V-21  

 

Amatore et al. ont alors montré que le courant de Levich adimensionnel est une fonction de Xe 

tant que la largeur de la couche de diffusion convection est partiellement contrôlée par la 

dimension de la microélectrode, et reste inférieure à la hauteur du microcannal. Le régime de 

Levich est présent pour toutes valeurs de Pe pour tout autant que la valeur de Xe soit faible. 

Les conditions favorisant une diffusion type couche mince sont valable pour des faibles 

valeurs de Pe pourvu que les valeurs de Xe ne soient pas trop faibles. Une zone intermédiaire 

existe où les deux contributions sont présentes. 

 

VII.4.4.1  Optimisation de la vitesse du flux 
 

Le même type d’expériences est réalisé pour une solution de ferricyanure/ 

ferrocyanure de potassium 2 mM dans KCl 0,1 M en présence d’un flux laminaire Ces 

expériences sont réalisées sur un deuxième jeu d’électrode. 
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Dans un premier temps, la vitesse du flux est optimisée pour avoir des réponses en 

courant quasi-stationnaire. Pour cela, la vitesse de balayage optimale de 10 mV/s obtenue en 

mode statique est conservée et l’écoulement varie de 0 à 0,5 µL/s (Figure V-14). 
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Figure V-14 : Voltammogrammes à 10 mV.s-1 d'une solution de ferricyanure/ferrocyanure de potassium 2 
mM dans 100 mM KCl à différentes vitesses de flux. a) mode statique. b) 0,05 µL.s-1. c) 0,1 µL.s-1. d) 0,2 
µL.s-1. e) 0,3 µL.s-1. f) 0,5 µL.s-1. 
 

La densité de courant des pics est dépendante de la vitesse du flux car la convection forcée 

contrôle la couche de diffusion au voisinage des microélectrodes [42]. Cependant les pics 

aller et retour ne sont pas confondus, nous ne sommes pas dans un mode purement 

stationnaire. L’augmentation de densité de courant du plateau de diffusion observée avec 

l’augmentation du flux est en bon accord avec l’équation V-18. 

Lorsque le flux est trop important, les voltammogrammes sont relativement bruités. Pour 

la détection électrochimique dans la puce microfluidique, la vitesse du flux doit être 

relativement faible pour éviter d’avoir trop de bruit sur les voltammogrammes. Pour les 

expériences suivantes une vitesse de flux de 0,05 µL/s est choisie. 

 

VII.4.4.2 Optimisation de la vitesse de balayage 
 

Une fois le flux optimisé et choisi, la vitesse de balayage doit être optimisée de nouveau 

pour obtenir des réponses sigmoïdales avec des vagues aller et retour superposables. Pour 
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cela, une variation de la vitesse de balayage est effectuée en conservant une vitesse de flux de 

0,05 µL.s-1. 

Les voltammogrammes obtenus possèdent un courant de plateau jusqu’à 25 mV/s. Cette 

forme est observée car le mode de diffusion à la microélectrode est à l’état quasi-stationnaire 

[43]. Au delà cette vitesse des  formes plus typiques de voltammogrammes cycliques sont 

observées avec présence d’un pic d’oxydation et d’un pic de réduction (Figure V-15).  
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Figure V-15 : Voltammogrammes d'une solution de 2 mM de ferricyanure/ferrocyanure dans 0,1 M KCl à 
différentes vitesses de balayage : 1 mV/s.; 2,5 mV/s.; 5 mV/s ; 10 mV/s ; 25 mV/s ;  50 mV/s; 75 mV/s ; 100 
mV/s. Fv = 0,05x10-3 cm3.s-1. 
  

La densité de courant du plateau ou du pic est également tracée en fonction de la 

vitesse de balayage (Figure V-16). Les valeurs des densités de courant avant 25 mV/s, 

correspondant aux réponses quasi-stationnaires qui varient peu en fonction de la vitesse de 

balayage. Cependant, l’écart entre les vagues aller et retour augmente avec la vitesse de 

balayage jusqu’à 25 mV/s. Au delà de cette vitesse, les voltammogrammes montrent la 

présence de pics. Cette transition est due au passage d’un régime quasi-stationnaire à une 

diffusion plane. Après cette valeur de 25 mV/s, les densités du courant de pic sont modifiées 

en fonction de la vitesse de balayage. Cette variation de 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 ou du pic en fonction de la vitesse de balayage. 
 
 La vitesse de balayage choisie est 1 mV.s-1, celle-ci nous permet d’avoir des 

voltammogrammes quasi-stationnaires avec un écart entre les vagues aller et retour le plus 

petit possible (6 mV).  

VII.4.4.3  Optimisation de la vitesse du flux et comparaison des 
intensités de pics aux intensités théoriques de Levich 

 

Après avoir déterminé les conditions optimales pour la vitesse de balayage, la variation 

d’intensité des pics est étudiée en fonction de la vitesse du flux. Dans cette étude la vitesse de 

balayage choisie est de 1 mV/s. Les vitesses de flux varient de 0,02 µL.s-1 à 0,3 µL.s-1. Les 

valeurs de vitesse de flux inférieures à 0,3 µL.s-1 permettent de ne pas avoir des 

voltammogrammes bruités (Figure V-17). 
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Figure V-17 : Voltammogrammes quasi-stationnaire du couple ferricyanure/ferrocyanure 2 mM dans KCl 
100 mM à 1 mV/s. De bas en haut pour la partie oxydation : statique ; 0,02 µL.s-1 ; 0,05 µL.s-1 ; 0,06 µL.s-1 ; 
0,07 µL.s-1 ; 0,08 µL.s-1 ; 0,09 µL.s-1 ; 0,10 µL.s-1 ; 0,15 µL.s-1 ; 0,20 µL.s-1 ; 0,25 µL.s-1 ; 0,30 µL.s-1. 
 
 

Les voltammogrammes sont bien quasi-stationnaires dans ces conditions (avec une vitesse 

de balayage de 1 mV.s-1 et pour une gamme de flux comprise entre 0,02 µL.s-1  et 0,3 µL.s-1. 

La variation d’intensité du plateau en fonction du flux à la puissance 1/3 est tracée sur la 

Figure V-18 
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Figure V-18 : Variation du palier de diffusion  en fonction de l’écoulement dans le microcanal en présence 
du couple ferricyanure/ferrocyanure 2 mM dans KCl 100 mM à 1 mV/s. 
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 L’intensité varie bien en fonction du flux à la puissance 1/3 avec une équation de 

droite de I = 2,89.10-8 +1,88.10-6 Fv
1/3 pour un coefficient R = 0,994. L’intensité suit donc bien 

l’équation V-18. 

 
 Ordeig et al. ont montré que l’équation V-18 correspond à leur simulation lorsque le 

flux est élevé mais diffère lorsque le flux est faible ( < 0,005 µL/s) . En effet, l’équation de 

Levich ne prend pas en compte les effets de bord du microcanal, ni la diffusion sur les bords 

des microélectrodes. La diffusion radiale sur les bords des microélectrodes doit être prise en 

compte pour des vitesses de flux faible. Lorsque la vitesse du flux augmente, l’épaisseur de la 

couche de diffusion diminue et donc la contribution radiale sur les bords des microélectrodes 

devient négligeable [44][15]. On se retrouve bien dans les conditions décrites par Levich. 

avec une intensité du courant de plateau qui dépend du flux à la puissance 1/3. 

Cependant, la valeur de l’intensité expérimentale est inférieure à celle estimée avec 

l’équation de Levich. Le courant de Levich est calculé en prenant un coefficient de diffusion 

de 6,00.10-6 cm².s-1. Le rapport entre les courants expérimentaux et les courants de Levich est 

présenté dans la Figure V-19. Les courants expérimentaux limites sont prit à 0,3 V/Pt. 
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Figure V-19 : Rapport du courant expérimental sur le courant de Levich en fonction du flux pour le 
couple ferricyanure/ferrocyanure 2 mM dans KCl 100 mM. 
 
 
Ce rapport est très loin de ceux trouvés par les études de Compton et al. et de Ordeig et al.  ici 

celui-ci est supérieur ou proche de 1 [15], [44]. Cependant, notre électrode n’est pas une pure 

microbande, mais a une forme de T. L’approximation de la considérer comme une simple 
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microbande n’est pas totalement correcte. On pourrait également supposer que nous ne 

sommes pas dans un pur comportement de Levich mais que nous sommes à la frontière entre 

un comportement de Levich et un comprtement type couche mince. Pour cela, les paramètres 

des équations V-20 et V-21 sont calculés. 

Dans notre cas, Xe vaut 0,97 si on considère la base de la microbande (xe = 56 µm) et 

1,83 en considérant la partie large de la microbande (xe = 106 µm). La valeur de Pe est 

comprise entre 108 et 1,61.103 selon la vitesse du flux (de 0,02 µL.s-1 à 0,3 µL.s-1). Les 

valeurs de Xe/Pe et Xe.Pe sont calculées et listées dans le Tableau V-2 , en considérant les deux 

valeurs de Xe et les valeurs de Pe maximum et minimum.  

  Xe = 0,97 Xe = 1,83 Xemoyen = 1,4 

Xe/Pe 9,0.10-3 1,7.10-2 1,3.10-2 Fv = 0,02 µL.s-1 

Xe.Pe 1,7.102 1,7.102 1,6.102 

Xe/Pe 6,0.10-4 1,1.10-3 8,7.10-4 Fv = 0,3 µL.s-1 

Xe.Pe 1,5.103 3,0.105 2,3.103 

Tableau V-2 : Valeurs des coefficients de Xe/Pe et Xe.Pe selon les dimensions du microcannal. 
  

Amatore et al. ont montré que quand Xe/Pe < 0,04 et Xe.Pe> 15 le courant suit une loi 

de Levich [41]. Dans nos conditions d’analyses (vitesse du flux comprise entre 0,02 µL.s-1 et 

0,3 µL.s-1), nous sommes dans une zone où le courant est théoriquement de type Levich pur. 

Cependant, la différence entre le courant de Levich et le courant expérimentale reste encore à 

expliquer. 

VII.4.4.4 Modélisation à l’aide du logiciel Comsol multi physique 
 

Une étude de la modélisation des voltammogrammes est réalisée à l’aide du logiciel 

COMSOL multiphysics [45]. Pour cela, le module transport d’espèces diluées est choisi. Une 

densité de flux de la masse, M, exprimée comme le nombre de moles traversant l’unité de 

surface par une unité de temps, est calculée sur la microélectrode de travail. 

bredfox KCKCM −=  
Equation V-22 

avec Cox et Cred étant respectivement les concentrations en espèce ox et red, 

avec Kf et Kb, étant respectivement les constantes de vitesse caractéristiques 

d’oxydation et de réduction. 

Les expressions de ces constantes peuvent s’écrire sous la forme : 
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)exp(
RT

nF
KK a

hetf

ηα
⋅=  

Equation V-23 

)exp(
RT

nF
KK c

hetb

ηα−
⋅=  

Equation V-24 

avec, η la surtension 

          Khet, la constante de vitesse standard du transfert d’électron, 

          αa et αc les coefficients de transfert de charge anodique et cathodique. 

Les flux sur la microélectrode de travail sont respectivement -M  pour Cred et +M  pour Cox.  

Un courant, appelé current1, est calculé à partir de ce flux par intégration sur la surface. 

Le flux sur la contre électrode est alors le courant divisé par la surface de la contre électrode 

et par la constante de Faraday pour Cred. Pour Cox, le courant est le courant pour Cred multiplié 

par -1 (Figure V-20). 

Les conditions dans le microcanal sont : 

- une convection avec une vitesse selon l’axe x correspondant à la vitesse du flux 

divisée par la section de l’entrée et une diffusion sur tout le domaine, 

- un flux nul sur tout les autres domaines hormis les microélectrodes, 

- une valeur initiale des concentrations pour Cred et Cox dans tous les domaines, 

- un flux de 0,05 µL/s sur les autres zones, 

- une vitesse de balayage de 1 mV/s. 

 
Figure V-20 : Récapitulatif des conditions dans le microcanal. 
 

 Pour effectuer le calcul, un maillage est réalisé, celui-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 de la puce microfluidique sur COMSOL. 
 

Lors de la simulation, le coefficient de diffusion du ferricyanure est pris à 6,00.10-6 cm²/s 

et celui du ferrocyanure à 5,7.10-6cm²/s [38]. La valeur de Khet est de 0,007 cm/s. Pour 

résoudre les équations de diffusion-convection, le logiciel COMSOl utilise la méthode des 

éléments finis. La Figure V-22 compare le voltammogramme obtenu avec le logiciel 

COMSOL et celui obtenu expérimentalement. Le voltamogramme se superpose relativement 

bien au voltammogramme obtenu par le logiciel au niveau de l’inclinaison de la pente. La 

valeur de Khet choisi est donc la bonne.  
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Figure V-22 : Voltamogramme pour le couple ferricyanure/ferrocyanure 2 mM à une vitesse de balayage 
de 1 mV/s avec un flux de 0,05 µL/s. Voltammogramme expérimental  (rouge). Modélisation Comsol 
Multiphysics (noir). 
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La Figure V-23 montre la concentration dans le microcanal durant le calcul. A l’entrée du 

microcanal, la concentration est maximale puis lorsqu’on s’approche de la microélectrode de 

travail celle-ci diminue pour ré-augmenter lorsque l’on s’éloigne. A l’approche de la 

microélectrode de travail, l’espèce Ox est consommée et donc la concentration en Ox diminue 

(zone bleu). L’espèce Ox est produite au niveau de la contre électrode et donc la 

concentration augmente zones verte, jaune et orange). La traînée est due au flux qui entraîne 

les espèces. D’autre part, la Figure V-23b nous montre l’épaisseur de la couche de diffusion 

(zones bleu à orange). Au-delà  de cette couche, les espèces électrochimiques ne subissent pas 

de réaction. 

 
Figure V-23 : Concentration dans le microcanal. a) vu de dessous. b) vu de coupe. 
  
  

VII.5.  Détection de la dérivation dans la puce microfluidique 
 

Dans cette partie les dérivations seront réalisées avec une méthode où NDA/CN = 1 et 

NDA/peptide = 100, dans un tampon borate 100 mM à pH 9. Sauf mention contraire, la 

concentration finale en PN est de 25 µM. 

VII.5.3. Détection en mode statique 
 

Dans un premier temps, la dérivation est réalisée avec une concentration égale en 

ferricyanure et en ferrocyanure de 0,125 mM. Les potentiels de pics doivent donc être 

référencés par apport au potentiel du couple ferricyanure/ferrocyanure. Cependant pour une 

facilité de lecture des graphes, les potentiels de pics seront écrits par rapport au platine. La 

a 
b 
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détection du peptide marqué est d’abord réalisée dans la puce microfluidique sans 

écoulement. Les voltammogrammes sont réalisés avec la vitesse de balayage optimale 

obtenue en puce sans écoulement c'est-à-dire 10 mV/s. La Figure V-24a montre le 

voltammogramme  de la dérivation. La réponse quasi-stationnaire du ferricyanure et du 

ferrocyanure est visible ainsi que le pic du CBI-PN à 0,56 V/Pt. La dérivation est aussi 

analysée par DPV à 25 mV/s (Figure V-24 b). Le pic du ferricyanure est situé à 0,004 V 

tandis que le pic correspondant au CBI-PN est situé à 0,409 V/Pt. D’autre part ce pic présente 

une intensité de 1,7.10-10 A. 
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Figure V-24 : Dérivation du peptide avec le NDA (NDA/PN = 100, NDA/KCN = 1) en présence de 0,125 
mM ferricyanure/ferrocyanure de potassium en quantité équimolaire  dans une solution tampon 100 mM 
pH 9 borate /MeOH (50/50 v/v). a) Voltammétrie cyclique à 10 mV/s. b) DPV à 25 mV/s. 
 
Dans un second temps, pour avoir une meilleure séparation des pics du ferricyanure et du CBI-PN, le 
ferricyanure et le ferrocyanure ne sont pas mis en quantité équimolaire. La Figure V-25a montre le 
voltammogramme à 10 mV/s de la dérivation. De même, les pics du ferricyanure et du ferrocyanure ainsi 
que celui du CBI sont visibles. La dérivation est également analysée par DPV à 25 mV/s. Le pic aller est 
représenté sur la Figure V-25 : Dérivation du peptide avec le NDA (NDA/PN=100, NDA/KCN =1) en 
présence de 0,125 mM ferricyanure/0,5 mM ferrocyanure de potassium dans une solution tampon 100 
mM pH 9 borate /MeOH (50/50 v/v) a) Voltammétrie cyclique à 10 mV/s. b) DPV à 25 mV/s. 

25b. La réponse du ferricyanure est située à -0,06 V tandis que le pic correspondant au 

CBI-TTR est situé à 0,37 V/Pt. L’écart entre les pics est donc de 0,43 V et est de 0,4 V dans le 

cas du ferricyanure/ferrocyanure équimolaire. D’autre part, ce pic présente une densité de 

courant de 3,3.10-10 A. La variation du ratio ferricyanure/ferrocyanure ne nous permet pas de 

mieux séparer les pics, cependant il y a un gain en résolution. En effet, le pic du CBI-PN est 

beaucoup mieux résolu avec un ratio ferricyanure/ferrocyanure non équimolaire. En effet un 

troisième pic situé à 0,59 V/Pt peut être le CBI-PN simplement dérivé. Ce pic est séparé du 
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CBI-PN doublement dérivé de 0,22 V (le CBI-PN simplement dérivé est séparé du CBI-PN 

doublement dérivé de 0,14 V en macrosystème). 
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Figure V-25 : Dérivation du peptide avec le NDA (NDA/PN=100, NDA/KCN =1) en présence de 0,125 mM 
ferricyanure/0,5 mM ferrocyanure de potassium dans une solution tampon 100 mM pH 9 borate /MeOH 
(50/50 v/v) a) Voltammétrie cyclique à 10 mV/s. b) DPV à 25 mV/s. 

 
La dérivation est aussi réalisée sans traceur ferricyanure/ferrocyanure. Dans ce cas 

aucun pic n’est visible pour la dérivation contrairement aux résultats en macrosystème. Dans 

la puce microfluidique la présence d’un traceur redox est indispensable pour pouvoir détecter 

le peptide marqué. 

VII.5.4. Détection en mode dynamique 

VII.5.4.1  Dérivation du PN avec différents ratios ferricyanure/ 
ferrocyanure 

 
La dérivation est effectuée avec le flux optimisé à 0,05 µL.s-1 en présence d'un traceur 

redox. Deux différents ratios ferricyanure/ferrocyanure sont utilisés : un ratio de 1 

(ferricyanure et ferrocyanure en quantité équimolaire) et un de 0,25. On peut utiliser la 

relation de Nernst pour prévoir le potentiel d’équilibre Eeq (en utilisant la même formule que 

dans la partie IV.2.3 avec une concentration en ferricyanure de 0,125 mM et une 

concentration en excès de ferrocyanure de 0,5 mM). 
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Dans le cas d’un ratio 1, le potentiel du couple de ferri/ferrocyanrue est situé à 0 V, 

tandis qu’il doit être situé à -0,036V lorsque le ratio vaut 0,25. La Figure V-26montre le 

voltamogramme obtenu en DPV pour la détection de la dérivation du peptide en présence de 

ferricyanure/ferrocyanure de potassium pour les deux ratios. Le pic caractéristique du CBI est 

observé autour de 0,4 V dans les deux cas. Le pic d’oxydation du ferrocyanure est quant à lui 

décalé vers les potentiels négatifs de 0,041 V lorsque le ratio ferricyanure/ferrocyanure 

diminue. Cette valeur de potentiel de pic est proche de la valeur prevue en utilisant la formule 

de Nernst. 
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Figure V-26 : DPV à 25 mV/s de la dérivation du peptide avec le NDA (NDA/PN = 100, NDA/KCN = 1) 
avec un flux de 0,05 µL.s-1 en présence de ferricyanure/ferrocyanure dans une solution tampon 100 mM 
pH 9 borate / MeOH (50/50 v/v). En bleu pour un mélange non équimolaire en ferricyanure et 
ferrocyanure et en rouge une solution équimolaire. 
 

La détection du peptide a été réalisée trois fois pour chaque méthode. L’intensité du 

pic du CBI-PN avec ferricyanure/ferrocyanure en quantité équimolaire est de  1,03.10-10 A et 

de 4,55.10-11 A quand le ratio ferricyanure/ferrocyanure est égal à 0,25. Le Tableau V-3 

répertorie les valeurs des potentiels des deux pics d’oxydation avec la moyenne et l’écart type 

pour trois expériences. 
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Méthode  Ep(CBI-PN) 

(V/Pt) 

Ep(FeIII /FeII ) 

(V/Pt) 

Ep(CBI-PN) - Ep(FeIII /FeII ) 

(V) 

1 0,414 0,009 0,405 

2 0,408 0,008 0,4 

3 0,413 0,012 0,401 

équimolaire 

moyenne 0,412±0,003 0,009±0,004 0,402±0,003 

1 0,414 -0,039 0,456 

2 0,396 -0,021 0,417 

3 0,419 -0,043 0,462 

Ox/red = 

0,25 

moyenne 0,415±0,02 -0,034±0,01 0,44±0,03 

Tableau V-3 : Valeurs des potentiels de pic et de la différence de potentiels entre Ep(CBI-PN) et 
Ep(FeIII /FeII ) en fonction du ratio ferricyanure/ferrocyanure. 
 

Les potentiels de pics, avec un rapport de ferricyanure/ferrocyanure de 0,25, sont 

décalés de 40 mV en moyenne par rapport à la méthode équimolaire. De plus, les deux 

méthodes donnent des valeurs de potentiel de pics référencées par rapport au pic d’oxydation 

du ferrocyanure relativement identiques pour les trois expériences. Ceci confirme que cette 

méthode de détection à deux microélectrodes en présence du couple ferricyanure/ferrocyanure 

de potassium est mieux adaptée qu’en macrosystème. Par la suite la méthodologie avec un 

rapport non équimolaire sera conservée. Le Tableau V-4 liste les valeurs des intensités des 

pics.  

Méthode  Ip(CBI-PN) 

(A) 

Ip(FeIII /FeII ) (A) 

1 9,1.10-11 3,9.10-10 

2 8,0.10-11 3,0.10-10 

3 9,0.10-11 2,8.10-10 

équimolaire 

moyenne (8,7±0,6).10-11 (3,2±0,6).10-11 

1 4,5.10-11 1,4.10-10 

2 4,0.10-11 1,9.10-10 

3 4,2.10-11 2,5.10-10 

Ox/red = 0,25 

moyenne (4,2±0,2).10-11 (1,9±0,5).10-10 

Tableau V-4 : Valeurs des intensités de pic en fonction du ratio ferricyanure/ferrocyanure. 
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VII.5.4.2 Limite de détection du CBI-PN et caractéristiques de la 
méthode 

 
La limite de détection est recherchée dans la puce microfluidique en gardant les 

rapports NDA/peptide et NDA/KCN constants. L’expérience est répétée trois fois pour 

chaque concentration en peptide. Entre chaque détection, un rinçage à l’eau bi-distillée et un 

blanc avec uniquement du ferricyanure/ferrocyanure sont réalisés pour vérifier la 

reproductibilité de la mesure entre chaque expérience.  

Les valeurs des concentrations en peptide testées sont indiquées dans le Tableau V-5 

ci-dessous : 

[PN]f (µM) [NDA] f (mM) [ferricyanure]f/[ferrocyanure]f (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 différentes solutions préparées. 
 

Pour de faibles concentrations en PN, la concentration en ferricyanure/ferrocyanure est 

diminuée pour mieux observer le pic du CBI-PN. Ceci permet de ne pas avoir une différence 

d’intensité trop importante entre le peptide marqué et le ferrocyanure. La variation d’intensité 

de pic en fonction de la concentration finale en PN est représentée dans la Figure V-27a. Deux 

domaines de linéarité sont observés, l’un correspondant aux plus fortes concentrations et un 

correspondant aux plus faibles concentrations. Les points correspondants aux faibles 

concentrations sont suréstimés. En effet, les pics sont plus larges, on peut donc supposer que 

le pic du CBI-PN aux faibles concentrations est dû à la fois au doublement dérivé et au 

simplement dérivé, ce qui a pour effet d’augmenter l’intensité du pic global. Les pics obtenus 

aux faibles concentrations sont alors déconvolués en deux courbes de Gauss  centrées à 0,4 

V/Pt et 0,5 V/Pt correspondant respectivement au peptide CBI-PN simplement et doublement 

marqué en puce (Figure V-28) 
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Figure V-27 : Variation de l’intensité du pic en fonction de la concentration finale en PN-TTR pour une 
dérivation avec un ratio NDA/PN = 100 et NDA/CN = 1, dans une solution tampon borate 100 mM pH 9 
/MeOH 50/50 v/v. a) sans déconvolution des pics. b) Avec déconvolution des pics. 
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Figure V-28 : Voltamogramme du pic du CBI-PN avec [PN]f = 0,1 µM. Déconvolution des pics en deux 
courbes de Gauss centrées à 0,4 V/Pt (rose) et à 0,5 V/Pt (cyan).  
 
 

 Une limite de détection de 25 nM en puce microfluidique est obtenue pour un courant  

de 10 pA. Cette limite de détection est 10 fois inférieure à celle obtenue en macrosystème et 

plus de 100 fois inférieure à celle obtenue en puce microfluidique mais avec une détection par 

fluorescence en capillaire [46].  

La sensibilité et la spécificité de la présente détection du CBI-PN ont été réalisées en 

macrosystème (IV.3.1). En puce microfluidique,, deux domaines de linéarités sont obtenues ; 

de 25 nM à 0,1 µM en peptide avec une sensibilité est de 6,0.10-11 A/ µM et de 0,1 µM et 1  
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µM  avec une sensibilité de 1,54. 10-10 A/ µM. La limite de détection est de 25 nM en peptide 

TTR tandis que la reproductibilité est égale à 5% 

A titre de comparaison, la limite de détection de la glycine dérivée avec le NDA a été 

déterminée par Yassine et al en puce microfluidique en PDMS/verre en détection LIF est de 

40 nM. De plus, une bonne reproductibilité est observée, un écart type de 1 à 2% est obtenue 

pour les intensités des pics [21]. Wang et al ont déterminé une limite de détection de 3,2 µM 

pour l’arginine de 7,4 µM pour la phenylanalanine et 3,5 µM pour la glycine avec une 

détection par ampérométrie en puce microfluidique. La détection présente une bonne 

reproductibilité avec un écart type compris entre 3,1 et 3,5% [47]. Hyunh et al. ont obtenu une 

limite de détection des acides aminés dérivés par le NDA en présence de 2-mercatoéthanol de 

0,12fM avec un écart type sur les mesures de 4,3 à 4,5%. Cette dérivation est réalisée dans 

une puce microfluidique en PDMS/verre avec une détection LIF [26]. A titre de comparaison, 

Jacobson et al. ont une limite de détection de 0,55 fM et 0,83 fM respectivement pour 

l’arginine et la glycine dans un microsystème avec une dérivation précolonne utilisant 

l’OPA/2ME [48] . Jacobson et al. ont également réalisé la dérivation post-colonne de 

l’arginine, la glycine et la thréonine et ont des limites de détection de 200, 130 et 120 fmol 

respectivement avec un écart type de 1,8% sur les aires de pics [49]. Dans leur cas, la limite 

de détection de la dérivation en-colonne est supérieure à celle de la dérivation postcolonne.  

 

VII.6.  Conclusions 
 

La puce microfluidique pour la détection du peptide a été réalisée en verre/PDMS. Les 

dimensions de la puce microfluidique ont été choisies pour avoir un flux laminaire. Une 

technique de fabrication « douce » a permis de réaliser les microcanaux fluidiques dans le 

PDMS, tandis que des techniques de fabrication dures ont été utilisées pour la fabrication des 

microélectrodes et des connectiques. La contre électrode présente une aire 24 fois supérieure à 

la microélectrode de travail. Une contre électrode avec une aire beaucoup plus importante que 

la microélectrode de travail a été choisie pour s’affranchir de l’utilisation d’une électrode de 

référence dans la puce microfluidique. 

Cette puce microfluidique a été caractérisée en utilisant un couple redox 

ferricyanure/ferrocyanure de potassium. Les expériences sans flux ont permis d’obtenir des 

voltamogrammes quasi stationnaire centrés sur 0 V/Pt. Dans ces conditions, une vitesse de 

balayage de 10 mV/s a été choisie pour avoir un courant quasi stationnaire sans courant 
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capacitif trop important et non bruité. En écoulement, la forme des courbes varie en fonction 

de la vitesse de balayage : passant  d’une réponse quasi-stationnaire à faible vitesse de 

balayage, à des formes plus typiques d’une diffusion plane de voltammogrammes cycliques, 

présentant des pics à des vitesses supérieures à 25 mV/s. La vitesse de balayage de 1 mV/s est 

optimale pour obtenir une courbe quasi-stationnaire avec un plateau aller superposable au 

plateau retour. De plus, les études en fonction de la vitesse de balayage ont montré un 

comportement type microbande bien que les intensités expérimentales soient inférieures aux 

intensités théoriques obtenues avec l’équation de Levich. 

Dans un deuxième temps, la puce microfluidique a été utilisée pour la détection du 

peptide PN marqué avec le NDA. La détection a été réalisée en mode statique et 

hydrodynamique. Dans les deux cas, un pic caractéristique du CBI est observé, ce qui valide 

la méthodologie établie pour la puce microfluidique à deux microélectrodes. Cependant, un 

traceur redox, le ferricyanure/ferrocyanure de potassium est nécessaire en solution pour 

pouvoir fixer au mieux le potentiel. Sans écoulement, une quantité non équimolaire de 

ferricyanure/ferrocyanure n’entraîne pas un décalage important des pics du traceur, cependant 

le pic de dérivation du PN est mieux résolu. Un troisième pic apparaît qui est le CBI-PN 

simplement dérivé. Avec écoulement, une concentration en ferricyanure et en ferrocyanure  

non équimolaire permet de mieux séparer le pic d’oxydation du ferricyanure et du CBI. En 

effet le potentiel de pic Ep(FeIII/FeII) est décalé en moyenne de -34 mV tandis que celui du 

CBI-PN restent à 0,41V/Pt. La détection en présence d’un flux a permis de montrer une 

dépendance linéaire de l’intensité en fonction de la concentration en PN final. De plus, le 

peptide PN peut être détecté jusqu'à une concentration en solution de 25 nM. Cette valeur est 

dans le même ordre de grandeur que les microsystèmes utilisant le NDA comme marqueur 

[21],[47]. La valeur de la limite de détection est bien inférieure à celle obtenue en 

macrosystème ou en puce microfluidique qu’avec une détection par fluorescence [46]. De 

plus, la présente détection est linéaire pour des concentrations en peptide de 0,1 µM à 25 nM 

avec une sensibilité de 6,0.10-11 A/ µM. Pour les concentrations plus élévées en peptide, la 

sensibilité est de 1,54.10-10 A/ µM. Cependant, aux faibles concentrations en PN, nous avons 

confirmé que le pic supplémentaire observé correspond au bien simplement dérivé qui vient 

parasiter le pic doublement dérivé, une déconvolution des pics est donc nécessaire. Le 

transfert de la méthodologie sur carbone devrait permettre une meilleure séparation des deux 

espèces. Nous y reviendrons dans la section conclusion générale et perspectives. 
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Conclusion générale et perspectives 
 
 

Ce travail a porté sur la synthèse et la caractérisation de dépôts de carbone azoté 

amorphe (a-CNx) sur supports de verre transparent et conducteur en vue de leurs utilisations 

soit comme interfaces polarisables pour les puces de séparation en électrophorèse ou comme 

microélectrode pour la détection électrochimique en puce. En effet, la possibilité d’agir sur les 

propriétés des films minces de a-CNx en jouant sur le pourcentage d’azote dans le plasma 

offre une large palette de conductivités qui permet ces deux applications différentes et 

complémentaires dans une stratégie plus large pour les « laboratoires sur puce ». Les 

caractérisations des supports verre/ITO/a-CNx à l’air et en solution ont permis de dégager des 

conditions optimisées en fonction des deux applications visées. 

Dans le chapitre trois, les films minces de a-CNx ont été synthétisés et caractérisés. En 

effet, différents protocoles de dépôts par pulvérisation cathodique magnétron en courant 

continu sur verre/ITO avec différents pourcentages d’azote dans le plasma (3, 7, 15 et 30%) 

ont été entrepris. Tous ces protocoles ont été réalisés pour une puissance de dépôts de 200W 

et un temps de 20 minutes. Un léger décapage ionique est préalablement effectué sur la 

surface pour avoir une meilleure adhérence. Dans un premier temps, la caractérisation en 

spectroscopie XPS a permis de déterminer les stoechiométries suivantes a-CN0,12, a-CN0,18, a-

CN0,26, a-CN 0,30. De plus, la caractérisation en microscopie AFM (CS-AFM) a montré que la 

conductivité électrique locale dépend du pourcentage d’azote dans le film. En effet, suite à 

l’utilisation d’un protocole de mesures de conductivités relatives par CS-AFM, nous avons 

obtenus des valeurs inversement proportionnelles à l’augmentation de la stoechiométrie en 

azote. Ces sont comprises entre 2.105  S.cm-1 à 15 S.cm-1 pour le CNx déposés sur verre/ ITO 

et comprises entre 2300  S.cm-1 à 2,2.104 S.cm-1 pour le CNx déposés sur verre. En utilisant la 

méthode de mesures entre 4 pointes, les valeurs sont comprises entre 944 S.cm-1 à 1557 S.cm-

1 pour le CNx déposés sur verre/ ITO et sont comprises entre 0,3 S.cm-1 à 5,9 S.cm-1 pour le 

CNx déposés sur verre. Ces résultats sur verre et verre/ITO ont souligné l’importance la 

nature du substrat avant le dépôt du a-CNx, notamment l’influence de la conductivité du 

matériau sous-jacent qui peut être avantageuse ou pas en fonction de l’application visée. 

La caractérisation en électrochimie suivant la stoechiométrie en azote a été faite 

essentiellement par voltammétrie et par spectroscopie d’impédance en milieu KCl. Il est 

apparu que les contraintes mécaniques pour certaines stoechiométries, a-CN0,12, a-CN0,18, ne 
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permettent pas leurs analyses en solution. Nous avons pu caractériser en solution que deux 

stoechiométries a-CN0,26 et a-CN0,30 La fenêtre de polarisation pour les électrodes avec ces 

deux stoechiométries est supérieure à 2,5 V. Les caractérisations électrochimiques ont mis en 

évidence une surface non homogène des dépôts modélisée à par une capacité non idéale 

(CPE) dans le circuit électrique équivalent représentant l’interface ITO/a-CNx/électrolyte 

KCl. En effet, les valeurs de α trouvées sont comprises entre 0,84 et 0,9 pour les films a-

CN0,26 et entre 0,79 et 0,89 pour les films a-CN0,30. L’utilisation de la formule de Brug a 

permis de calculer les valeurs des capacités de double couche des électrodes de a-CNx dans 

des solutions de KCl. Ces valeurs de capacités de double couche sont comprises entre 9 et 10 

µF/cm² pour les électrodes verre/ ITO/a-CN0,26 et entre 5 et 7,5 µF/cm² pour les électrodes 

verre/ITO/a-CN0,30. D’autre part, les valeurs moyennes de capacité de double couche pour les 

électrodes P30 sont toutes inférieures à celles déterminées pour les électrodes P15, résultats 

qui peuvent être corrélés aux conductivités électriques locales qui elles aussi sont inférieures 

(15 S.cm-1 pour les électrodes verre/ITO/a-CN0,30 et 1250 S.cm-1 pour les électrodes 

verre/ITO/a-CN0,26). De plus, la capacité de double couche mesurée varie bien en fonction du 

potentiel appliqué en spectroscopie d’impédance. Cette variation est non linéaire et les valeurs 

moyennes augmentent avec la concentration en KCl, résultat qui est en accord avec le modèle 

de la double couche. Dans un deuxième temps, nous avons cherché à mieux maîtriser la 

réactivité des électrodes verre/ITO/a-CNx par un pré-traitement électrochimique. Pour ce, 

nous avons mis au point un protocole d’activation dans KCl beaucoup moins agressif que le 

protocole utilisant H2SO4 pour a-CNx sur silicium qui avait pour effet de fragiliser les 

électrodes a-CNx sur verre. Le prétraitement dans KCl a permit d’augmenter d’un facteur 5 la 

valeur de la constante de vitesse standard de transfert de charge dans le cas des électrodes 

verre/ITO/a-CN0,30, et d’un facteur 3 dans le cas des électrodes verre/ITO/a-CN0,26. Les 

valeurs des constantes de vitesse standard de réaction après prétraitement pour les électrodes 

verre/ITO/a-CN0,26 et verre/ITO/a-CN0,30 sont respectivement de 16,8x10-5 cm.s-1 et de 2x10-5 

cm.s-1. La réactivité des électrodes verre/ITO/a-CN0,30 reste largement inférieure à celle des 

électrodes verre/ITO/a-CN0,26. Ce chapitre a mis en évidence la possibilité d’utiliser les 

électrodes verre/ITO/a-CN0.26 suivant le protocole P15 comme matériau d’électrode 

(conductivité plus élevée, large fenêtre de polarisabilité, bonne réactivité électrochimique) 

tandis que les films verre/ITO/a-CN0.30 suivant le protocole P30 comme interface idéalement 

polarisable pour le contrôle du flux électroosmotique (conductivité plus faible, large fenêtre 

de polarisabilité, réactivité électrochimique dégradée). 
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 Dans le quatrième chapitre, l’optimisation des conditions de dérivation du peptide 

synthétique de la TTR a été menée. Dans un premier temps, la caractérisation du marqueur 

Naphtalene-2,3-dicarboxaldehyde (NDA) dans un mélange binaire eau/méthanol a été 

nécessaire avant d’aborder l’optimisation du protocole de marquage du peptide de la TTR ou 

d’acides aminés contenus dans la séquence de la TTR. En effet, la voltammétrie cyclique 

(VC) et la voltammétrie différentielle pulsée (DPV) nous ont permis de collecter de nombreux 

résultats qui viennent compléter certaines observations déjà décrites dans la littérature. Les 

études en milieu aqueux en fonction de la vitesse de balayage, du pH, de la concentration en 

NDA et les études en milieu organique ont confirmé le rôle majeur de l’hydratation des 

fonctions aldéhydiques du marqueur. En effet, celui-ci est présent sous trois formes en 

solutions : le dialdéhyde non hydraté (DA), le monohydraté acyclique (MA) et le hemiacétale 

cyclique (HAC). La réduction des deux premières formes du NDA suit un mécanisme à deux 

électrons et deux protons. Une des parties importantes de ce chapitre a été de trouver une 

stratégie pour déterminer les concentrations en chaque forme. Dans un premier temps, les 

intensités des pics du NDA ont été comparées à ceux de la benzoquinone (BQ), cependant 

l’instabilité de cette dernière dans le tampon utilisé, ne nous a pas permis de conclure sur la 

proportion de chaque forme en solution. Le calcul des concentrations en chaque forme a donc 

été effectué après détermination des coefficients de diffusion des espèces (relation de Wilke-

Chang, de Lusis-Ratcliff, de Reddy-Doraiswamy et de Scheibel) et en utilisant l’équation 

reliant l’intensité du pic à la vitesse de balayage dans le cas d’un mécanisme électrochimique 

suivie d’une réaction chimique (EC). Les valeurs moyennes estimées pour les coefficients de 

diffusion des formes DA et MA sont respectivement de 4,17x10-6 cm²/s et de 4,00x10-6 cm²/s. 

Les valeurs des concentrations déduites pour les formes DA, MA et HAC sont respectivement 

de 0,57 ; 0,28 et 0,17 pour une concentration en NDA totale de 1mM. D’autre part, les études 

en fonction du pH permettent de conclure qu’à pH = 9, la forme HAC subit une 

déshydratation catalytique par les ions OH- pour régénérer la forme DA. A ce pH, les formes 

DA et MA sont majoritaires, espèces susceptibles de réagir avec les groupements NH2 lors du 

marquage. Ces résultats viennent confirmer les études empiriques menées notamment au 

LPNSS pour optimiser le pH de marquage des biomolécules avec le NDA.  

Dans un deuxième temps, la dérivation a été optimisée sur le carbone vitreux. Les conditions 

optimales de dérivation obtenues sont un rapport NDA/CN= 1 et NDA/ (AA ou PN) = 100 

dans un tampon pH 9 de 100 mM borate/MeOH (50/50 v/v) pour un temps optimal de 15 

minutes. La comparaison des voltammogrammes du peptide synthétique de la TTR (CBI-PN) 

avec ceux des acides aminés (CBI-AA) a mis en évidence le double marquage du peptide 
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(Epic(CBI, PN simplement marqué) = 0,69 V/ECS et Epic(CBI, PN doublement marqué) = 0,55 

V/ECS. La spectrométrie de masse a permis de confirmer la présence de peptide simplement 

et doublement marqués. En effet, un pic situé à m/z = 2806 g.mol-1 correspondant au 

doublement marqué protonné et autre pic situé à m/z = 2630 g.mol-1 correspondant au peptide 

simplement marqué ayant perdu le groupement HCN. Cette double dérivation constitue un 

inconvénient pour les méthodes de détection optique à cause du photo-blanchiment. En effet, 

le signal du CBI-PN décroît rapidement obligeant la mise en œuvre d’une détection très 

rapide après l’étape de dérivation d’une dizaine de minutes. Cependant, le CBI-PN est encore 

détectable en électrochimie 24 heures après l’étape de dérivation. Après 24h, l’intensité de pic 

diminue de 60% mais l’aire de pic ne diminue que de 20 % permettant encore une détection 

correcte du CBI-PN. D’autre part, nous avons déterminé un mécanisme d’oxydation du CBI-

PN suivant un transfert à 4 électrons et sans transfert de protons. Ce résultat est cohérent avec 

nos conclusions précédentes sur le double marquage et aussi avec les hypothèses formulées 

dans la littérature pour un acide aminé simplement marqué avec OPA. Enfin, la limite de 

détection du CBI-PN en macrosystème est de 0,25 µM. 

Le protocole de dérivation décrit précédemment est analysé en DPV sur les électrodes sans 

activation et avec activation pour le verre/ITO/a-CN0.26 puis comparé avec le carbone vitreux. 

Les réponses électrochimiques des CBI-AA et CBI-PN sur les trois électrodes sont 

comparées. Les pics sur verre/ITO/a-CN0.26 non activée possèdent une largeur à mi-hauteur 

très importante et une amplitude de pic relativement faible par rapport aux deux autres types 

d’électrodes. De plus, les incertitudes sur les potentiels de pics avec ces électrodes ne 

permettent pas de discriminer les biomolécules dérivées entre elles. Les pics ont des largeurs à 

mi-hauteur moins importantes, des hauteurs de pics et des aires plus importantes sur 

verre/ITO/a-CN0.26 activée par rapport au carbone vitreux pour le PN et 3 AA sur 4 (lysine,  

histidine et thréonine). Dans le cas de la sérine, la largeur à mi-hauteur et l’aire sont 

légèrement supérieures sur carbone vitreux tandis que l’intensité du pic est identique. De plus, 

les potentiels de pics varient de la même façon sur carbone vitreux et sur verre/ITO/a-CN0.26 

activée. En effet, les potentiels de pic d’oxydation pour les CBI-AA et le CBI-PN sont dans 

l’ordre Ep(CBI-lysine) = 0,54 V/ECS < Ep(CBI-PN) = 0,55 V/ECS < Ep(CBI-histidine) = 0,57 V/ECS < 

Ep(CBI-thréonine) = 0,58V/ECS < Ep(CBI-sérine) = 0,59 V/ECS. De plus, les analyses par 

spectroscopie d’impédance électrochimique sur verre/ITO/a-CN0.26 ont permis de montrer une 

dépendance de la résistance du transfert de charge en fonction de la biomolécule dérivée. En 

effet, les valeurs de Rt pour les CBI-AA et le CBI-PN sont dans l’ordre Rt(CBI-lysine)= 1,3x104 
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Ω.cm² < Rt (CBI-PN) )= 2,1x104 Ω.cm² < Rt (CBI-histidine) )= 2,7x104 Ω.cm² < Rt (CBI-thréonine) )= 

3,9x104 Ω.cm² < Rt (CBI-sérine). )= 4,9x104 Ω.cm²    

Enfin, dans la dernière partie de ce chapitre, le pic du CBI-PN est détecté dans un système à 

deux électrodes Pt-Pt ou C-Pt. Dans un premier temps, cette étude est réalisée en présence 

d’un traceur redox ferricyanure/ferrocyanure pour fixer le potentiel. Dans le cas du système 2 

électrodes carbone-platine, le pic du CBI et les pics du NDA sont clairement observés. Dans 

le cas du système platine-platine, la fenêtre de polarisabilité ne permet pas d’observer les pics 

du NDA, mais seulement celui du CBI. Cependant, bien que dans les deux cas, le pic du CBI 

soit présent, le traceur rédox choisi n’est pas une pseudoréférence très stable, nous avons donc 

choisi dans un deuxième temps de travailler sans traceur. Sans traceur le pic du CBI est 

également visible, mais le signal est relativement bruité. 

 

Le cinquième chapitre a porté sur la microfabrication d’une géométrie de puce 

microfluidique verre/PDMS pour le marquage et la détection du peptide de la TTR. En effet, 

une configuration à 2 microélectrodes a été préférée dans le but de simplifier les étapes de 

microfabrication. Le ratio de surface entre la contre électrode et l’électrode de travail est de 

24 de façon à situer en condition de pseudoréférence. 

Dans un premier temps, l’optimisation des conditions d’analyses que sont la vitesse de 

balayage et le débit volumique a été poursuivie sans et avec écoulement. Le couple redox 

ferricyanure/ferrocyanure de potassium en quantité équimolaire a été choisi en vue de cette 

optimisation. Les résultats présentés dans le manuscrit sont ceux réalisés en voltammétrie 

cyclique et voltammétrie différentielle pulsée avec des microéléctrodes de platine. Comme 

escompté, les voltammogrammes d’oxydation/réduction du couple Fe(III)/Fe(II) en absence 

d’écoulement sont centrés au potentiel d’équilibre à 0 V/Pt , et présentent surtout une forme 

sigmoïdale typique de la réponse stationnaire d’une électrode de dimension micrométrique. 

La vitesse de balayage optimisée sans écoulement a été optimisée à 10 mV/s. 

En mode hydrodynamique, les débits volumiques appliqués sont compris entre 2x10-5 cm3/s et 

2x10-4 cm3/s avec une vitesse de balayage n’excédant pas 1 mV/s. Pour débit volumique fixé 

à 5x10-5 cm3/s, une variation de la vitesse de balayage comprise entre 1 mV/s et 100 mV/s 

montre une transition dans le régime de diffusion. En effet, pour des vitesses de balayage 

inférieures à 25 mV/s, la réponse de la microélectrode est stationnaire, tandis que pour des 

vitesses de balayage supérieures à 25mV/s, la réponse correspond à une diffusion plane qui se 

traduit par l’apparition de pics sur les voltammogrammes bien définis à mesure que la vitesse 

de balayage augmente. Enfin, l’intensité limite du courant mesuré varie bien en fonction du 
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débit volumique reporté à la puissance 1/3, pour une vitesse de balayage fixée à 1mV/s. Ces 

conditions optimisées correspondent bien à la réponse type microbande de l’électrode dans un 

microcanal pour un écoulement laminaire. Cependant, les intensités limites obtenues sont 

inférieures aux intensités calculées et normalisées par les intensités théoriques déduites de la 

formule de Levich, ceci pourrait être dû à la géométrie de la puce. 

Dans un second temps, la dérivation du peptide de la TTR est effectuée dans la puce 

microfluidique sans écoulement puis en mode hydrodynamique. Les analyses sont faites en 

VC à 1 mV/s et en DPV à 25 mV/s. La dérivation avec une concentration équimolaire en 

traceur Fe(III)/Fe(II) permet d’avoir une séparation de pic de l’ordre de 40 mV entre le pic 

d’oxydation du traceur et le pic du CBI-PN. Avec une concentration non équimolaire pour le 

traceur redox, une légère amélioration de la séparation des pics est observée, écart passant à 

44 mV. Concernant la limite de détection, on gagne un facteur 102 en passant d’une détection 

en macrosystème (0,25 µM) à une détection en microsystème (25 nM). De plus, la méthode 

de dérivation est sélective et spécifique. La détection à une bonne reproductibilité (5%). 

Cependant deux domaines de linéarité sont obtenus : un premier domaine allant de 25 nM à 

0,1 µM avec une sensibilité de 6,0x10-11 A/µM, et un deuxième domaine de linéarité allant de 

0,1 µM et 1 µM avec une sensibilité de 1,54x10-10 A/µM. Nous avons conclu que pour des 

concentrations élevées, seul le CBI-PN doublement dérivé est largement majoritaire, tandis 

que pour des concentrations plus faibles, les pics du CBI-PN doublement (0.4 V/Pt) et 

simplement dérivé (0.55 V/Pt) se confondent, entrainant ainsi une surestimation de l’intensité 

du pic. 

 En conclusion, nous avons fait la preuve que les électrodes verre/ITO/ a-CNx peuvent 

servir d’électrode de détection. L’utilisation des électrodes en a-CNx permet d’avoir des pics 

mieux résolus pour le CBI-PN. Le transfert de la méthodologie en puce microfluidique 

montre que la détection du peptide de la TTR peut être effectuée dans une puce 

microfluidique à deux microélectrodes avec une bonne limite de détection acceptable. Les 

travaux encore en cours devraient permettre d’améliorer encore la sélectivité et spécificité de 

la détection en passant du platine au platine/a-CNx améliorant ainsi la discrimination entre 

simplement et doublement marqué en puce. D’autres paramètres sont encore entrain d’être 

optimisés, tels que d’autres types de prétraitement pour les électrodes verre/ITO/ a-CNx, étant 

donné que la réactivité et sélectivité des électrodes dépendent sensiblement du type de 

prétraitement mis en oeuvre. Cette orientation aura certainement une incidence sur la 

spécificité de la détection des espèces à analyser en puce microfluidique. Dans le cas du choix 

du traceur redox pour la configuration à deux microélectrodes, là aussi, des traceurs plus 
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stables et inertes devraient pouvoir améliorer qualitativement et quantitativement les données 

obtenues. La dernière étape est de pouvoir intégrer les modules de marquage in situ en « pré-

colonne » et de détection en « post-colonne » dans une puce de séparation électrophorétique 

optimisée pour la séparation des formes native et mutée de la TTR pour l’analyse en temps 

réel d’échantillons de patients atteints de la polyneuropathie amyloïde familiale. Cette 

méthodologie mettant à profit les propriétés de a-CNx pourrait aussi être envisagée pour 

caractériser et discriminer les isoformes des protéines tau impliquées pour le diagnostic de la 

maladie d’Alzheimer en collaboration avec le LPNSS et le LPN. De plus, le principe général 

d’utilisation de microélectrodes sur verre transparent, conducteur et polarisable en puce 

microfluidique permettraient d’obtenir des microdispositifs robustes combinant la détection 

optique et électrochimique, voire pour l’électrochimiluminescence. 
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Liste des Abréviations   
 
 
a-CNx 

AFM 

AQC 

BQ 

CBI 

CV 

CS-AFM 

DA 

DIMIPOLE 

 

DPV  

FAP 

FQ 

HAC 

ITO 

MA 

NDA 

OPA 

PDMS 

PN 

PWF 

RIE 

SIE 

TTR 

XPS 

carbone azoté amorphe 

Microscopie à force atomique 

6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate 

Benzoquinone 

Cyanobenzoisoindole 

voltammétrie cyclique 

current sending atomic force microscopie 

Dialdéhyde 

Dispositfs microfluidiques à interfaces polarisables pour des séparations 

électrophorétiques de haute résolution. 

voltammétrie impulsionnelle différentiel 

Polyneuropathie amyloïde familiale 

3-(2-furyol) quinoline-2-carboxyaldéhyde 

Hemiacétal cyclique 

Oxyde d’étain dopé à l’indium 

Monohydraté acyclique 

naphatalène-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 
  
αa, αc Coefficient de transfert anodique et cathodique 

Ac Aire de contact AFM (m²) 

βa, βc Coefficient de Taffel 

α Paramètre du CPE 

C Concentration de l’espèce consommée (mol/L) 

CEDL Capacité de la couche dediffusion électrique (F) 

Cs Capacité de la couche de Stern (F) 

Cd Capacité de double couche (F) 

CGC Capacité de Gouy Chapman (F) 

CH Capacité de Helmotz (F) 

D Coefficient de diffusion (m²/s) 

d Longueur du canal (m) 

∆Φ Différence de potentiel au borne de la double couche 

E Potentiel (V) 

E0 Potentiel standard du couple (V) 

Ep/2 Potentiel de pic à mi-hauteur (V) 

Etip Module d’élasticité des matériaux de la pointe AFM (Pa) 

Efilm Module d’élasticité du film (Pa) 

Eeq Potentiel d’équilibre (V) 

El Energie de liaison (J) 

Ec Energie cinétique électronique  (J) 

E* Module d’élasticité réduit (Pa) 

ε0 Constante de permittivité (8,85.10-12 F/m) 

εH2O Constante diélectrique de l’eau  

f Fréquence (Hz) 

F Constante de Faraday (96500 C) 

Fc Force mesurant la raideur de contact AFM (N) 

Fv Ecoulement (µL/s) 

γ Surtension de l’interface polarisable (V) 
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γ0 Potentiel limite de polarisabilité (V) 

h hauteur du canal (m) 

h constante de Planck (J.s) (équation II-31) 

Ip Intensité du pic (A) 

iL Courant limite (A) 

iqs intensité du courant quasi-stationnaire (A) 

J Densité de courant (A/cm²) 

Κ Conductivité des solutions (S.cm) 

k0 Constante de vitesse de transfert de charge hétérogène (m/s) 

Ka Constante d’acidité 

Kx Constante de la réaction x 

χ² Facteur de corrélation 

L Longueur typique de l’écoulement  (m/s) 

Lγ Longueur de contrôle (m) 

L1/2 Largeur a mi-hauteur (V) 

LH Epaisseur de la couche de Helmotz (m) 

LGC Epaisseur de la couche d Gouy-Chapman (m) 

λ Libre parcours moyen (m) 

M Masse molaire (g/mol) 

n Nombre d’électrons échangés 

η Viscosité (Pa.s-1) 

η Surtention (V) (équation III-28) 

Φ Déphasage 

P Pression (Pa) 

Pe Nombre de Pecklet 

ρ Masse volumique (g/L) 

Q Paramètre du CPE ( F.s(α-1/α)) 

q nombre de H+ échangé dans la réaction électrochimique 

R Constante des gaz parfaits  (J/K/mol) 

r0 rayon de l'électrode de platine (m) 

Rt Résistance de transfert de charge (Ω.cm²) 

Rt,η→0 Résistance de transfert de charge à surtention nulle (Ω.cm²) 

Re Résistance de l’électrolyte (Ω.cm²) 
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Re Nombre de Reynolds (équation V-1) 

RHF Résistance haute fréquence (Ω.cm²) 

Rf Résistance fluidique (Ω) 

RI Résistance de l’interface polarisable (Ω) 

Rc Résistance du microcanal (Ω) 

Rtip Rayon de courbure de la pointe AFM (m) 

Rverre/CNx Résistance de l'interface verre/CNx (Ω.cm2) 

RITO/CNx Résistance de l'interface ITO/CNx (Ω.cm2) 

S Surface de l’électrode (m²) 

Sp-e Surface pointe AFM -échantillon (m²) 

σC Conductivité du microcanal (S/m) 

σI Conductivité de l’interface polarisable (S/m) 

σ Erreur sur les mesures 

t Temps (s) 

v(x) Vitesse du flux selon l’axe x (m/s) 

uav Vitesse moyenne du flux (m/s) 

Vm Volume molaire au point d’ébullition (cm3/g/mol) 

V l Vitesse moyenne du liquide en mouvement (m/s) 

V Volume de la cellule (m3) 

v Vitesse de balayage (V/s) 

v Fréquence de radiation (s-1) (Equation II-31) 

νtip Coefficient de poisson des matériaux de la pointe AFM 

νfilm Coefficient de poisson du film 

ω Pulsation (1/Hz) 

w Longueur de la microélectrode de travail (m) 

W Impédance de Warburg 

X Paramètre d’association 

x Fraction molaire 

xe Largeur de la microélectrode de travail (m) 

Xe Largeur de la microélectrode de travail adimentionné 

z Charge des ions 

Z Impédance électrochimique 

Zf Impédance faradique 
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Zg Impédance globale 

ζ Potentiel zeta (V) 
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Fabrication des électrodes de a-CNx sur verre. 
 
 

Pour les électrodes de a-CNx sur du verre, la première étape consiste à coller un scotch 

de cuivre sur une lamelle de verre. Notre dépôts de a-CNx sur verre est alors fixer sur le cuvre 

à l’aide d’un scotch double face. Un disque de rayon 3 mm est fixé sur les dépôts pour avoir 

une surface d’électrode bien définie. Le substrat des dépôts de a-CNx étant isolant, le contact 

électrique entre  le cuivre et le CNx est assuré par une couche de peinture d’argent. Les bords 

et la peinture d’argent sont isolés en déposant de la résine époxy (Figure Annexe-8). 

 

 
Figure Annexe-8 : Design des électrodes verre/CNx pour les tests électrochimiques. 
 

Mesure de l’épaisseur des films de a-CNx sur verre par SEM-
FEG. 

 
Les épaisseurs des films de a-CNx déposés sur verre sont déterminés à l’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 films de a-CNx sur verre. 
 



Annexe 
 

 288 

Mesure 4 pointes sur les électrodes de a-CNx sur ve rre et sur 
verre/ITO. 
 

La conductivité électronique est mesurée grâce à la méthode à 4 pointes sur les dépots 

de a - CNx sur verre et sur verre/ITO et sur a - C sur verre/ITO. 

 Une intensité est appliquée à l’échantillon et un courant et mesuré, une résistance peut 

alors être déterminé par l’équation III-10. La résistivité peut être calculé à partir de la formule 

III-11. 

Mesure sur verre. 
 

Les valeurs moyennes des résistivités sont notées dans le  Tableau annexe- . 

 P3 P7 P15 P30 

Resistivité moyenne (Ω.m-1) 1,70.10-3 1,75. 10-3 4,56. 10-3 3,21. 10-2 

Tableau annexe- 2 : Valeurs moyenne des résistivités pour les dépôts de a-CNx sur verre. 

Mesure sur les films déposés sur verre/ITO. 

 La même chose est réalisée sur les substrats de verre/ITO. Les valeurs de résistivités 

moyennes sont répertoriées dans le Tableau annexe-. 

 a-C P3 P7 P15 P30 

Resistivité moyenne (Ω.m-1) 6,42.10-6 6,6610-6 7,3.10-6 1,06.10-5 1,33.10-5 

Tableau annexe-3 : Valeurs moyenne des résistivités pour les dépôts de a-CNx sur verre/ITO. 
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Etude dans KCl. 
 

Electrode P15. 

Les Figures annexe2 et annexe-3  montre les variations de α, Q, Rt et Ceq pour deux autres 
électrodes. 
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Figure annexe-2 : Paramètres du circuit selon le potentiel pour une électrode P15 a)  variation de la 
résistance de transfert de charge Rt. b) variation de α..b) variation de Q.. d) variation de la capacité de 
double couche Cd pour différentes concentrations en KCl 0,1 M(en noir). 0,2 M(en rouge),. 0,5 M(en vert).  
1,0 M(en bleu) 
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Figure annexe-3 : Paramètres du circuit selon le potentiel pour une électrode P15 a)  variation de la 
résistance de transfert de charge Rt. b) variation de α. b) variation de Q. d) variation de la capacité de 
double couche C. pour différentes concentrations en KCl 0,1 M(en noir). 0,2 M(en rouge),. 0,5 M(en vert).  
1,0 M(en bleu) 

Electrode P30. 

 
La Figure annexe-9 montre les variations de α, Q, Rt et Ceq pour la deuxième électrode. 
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Figure annexe-9 : Paramètres du circuit selon le potentiel pour une électrode P30 a)  variation 
de la résistance de transfert de charge Rt. b) variation de α. b) variation de Q. d) variation de la 
capacité de double couche C. pour différentes concentrations en KCl 0,1 M(en noir). 0,2 M(en 
rouge),. 0,5 M(en vert).  1,0 M(en bleu) 
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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]¼40, 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]total/[CN-] ratio ¼1 and
[NDA]total/[amino acid or peptide]¼100 with a buffer having a pH¼9 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 mM and 5 mM, respectively.

& 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

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
ll rights reserved.
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is work.
competitive data with electrochemical [1] or optical detections
[2–4] In recent years, electrochemical detection (ED) has been
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 NH2 group can be derivatized as often as their
number of NH2 groups. These multi-derivatized amino acids
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Scheme 1. Derivatization reaction of primary amine by NDA.

Scheme 2. Sequence of the studied peptide (PN).

Table 1
Peak potential characteristics for the derivatized 25 mM for each amino acid
(AA-CBI) and for 25 mM PN-CBI versus saturated calomel electrode.

Amino acid E (mV) Sda (mV) L1/2
b (mV)

Lysine 540 3 170
Histidine 570 4 240
Threonine 580 5 210
Serine 590 5 140
PN 555c 4 190

690d 6 190

a Standard deviation.
b Full-widths at mid-height.
c TTR simply derivatized.
d TTR doubly derivatized.
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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 amyloïd 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 (Montluçon, 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 mL of peptide (2�10−4 M in water), 100 mL KCN
dissolved in a borate buffer, 150 mL borate buffer (ionic strength
varying from 10 mM to 100 mM and pH varying from 8 to 10) and
100 mL 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.
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 mM 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, λex¼442 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 cm². DPV parameters as modulation time (100 ms), modula-
tion amplitude (7.5 mV), and scan rate (25 mV s−1) 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 ratio¼40.
Electrophoretic conditions: silica capillary (50 cm effective length, 57 cm total
length and a 75 μm inner diameter), 40 mM HEPES buffer pH 8, 25 kV, 25 1C. LIF
detection λex¼442 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 ¼100 (top), NDA/PN ratio ¼40 (bottom). Derivatization and electro-
phoretic conditions are similar to these given in Fig. 1.
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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 pH¼8 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 pKa. Taking into account the pKa 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 NDAwas 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 mM.

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−1. Figs. 3 and 4 display signal differences between
25 mM PN alone, 2.5 mM NDA and for online derivation solution
constituted by 25 mM PN with 2.5 mM NDA in presence of 2.5 mM
KCN in 100 mM electrolyte support at pH¼9 (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 −1.1 V/SCE and −1.3 V/SCE. In the case of
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(j) 25 mM PN, (k) 25 mM PN derivatization with 2.5 mM NDA NDA/PN molar ratio
of 100.

0.0 0.4 0.8

l

h

s

tJ(
m

A
/c

m
2 )

E(V/SCE)

5.10-5

k

Fig. 5. DPV at 25 mV/s on glassy carbon (S¼0.071 cm²) in 100 mM borate buffer at
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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 mM). 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 NH2 number. In addition PN peak potential
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 NH2

group of lysine to form a CBI-TSESGELHGLTTEEEFVEGIYK-CBI.
Three different protocols of derivatization were performed with

DPV. The first one at pH¼10 with 2.5 mM NDA/25 mM PN molar
ratio of 100, the second one at pH¼9 with 1 mM NDA/25 mM PN
molar ratio of 40, the last one at pH¼10 with ratio 1 mM NDA/
25 mM PN molar ratio of 40. As displayed in Fig. 6, CBI derivative
oxidation peak was located at 0.55 V/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 (3.870.3)�10−5, (3.370.2)�10−5 for
the second, and (3.270.2)�10−5 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 3.5�10−5 and 2�10−5 were found for the doubly and simply
derivatized, respectively. Another protocol with low concentration
of PN (10 mM) in borate buffer pH 10, and ratio of 40 (0.4 mM NDA/
10 mM PN) was studied by DPV. The peak of CBI-PN was also
present at 0.55 V/SCE and had an area of (1.970.1)�10−5. 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 mM of peptide.
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Finally, the third method at pH¼10 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 pH¼10 and 1 mM NDA/25 mM 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
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 mM) compared to laser induced fluorescence detection
(5 mM). 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 (m-TAS).
Indeed, electrochemical detection is particularly attractive to per-
form portable m-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 of CBI derivative. Error bar 

correspond to the RSD (repetition number: 5). Derivatization 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 the separation efficiency (plate number) 

(dashed line) while the ionic strength of the derivatization buffer changes. Error bar 

correspond to the relative standard deviations (repetition number: 5). Derivatization and 

electrophoretic conditions are similar to these given in Fig. 1. 
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Fig. S3: Influence of the derivatization buffer pH on the peak area (solid line) and 

separation efficiency (dashed line) of the labeled PN. Error bar correspond to the relative 

standard deviations (repetition number: 5). Derivatization conditions as in Fig. 1 except: 

buffer ionic strength, 70 mM, electrophoretic conditions as in Fig. 1 except: BGE, 40 mM 

borate buffer pH=10. 
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l’élaboration de support en verre polarisable pour la détection 

électrochimique et/ou optique en puce microfluidique 

Résumé 

Une détection électrochimique et optique en puce microfluique nécessite l’utilisation de 
supports transparents et conducteurs sur lesquels les processus d'oxydation/réduction du 
solvant sont minimisés dans un large domaine de potentiel et doivent posséder également une 
bonne réactivité électrochimique vis à vis des espèces à détecter. C’est pour ces raisons que 
les supports en verre transparent et conducteur (ex: Verre/ITO) font partie des meilleurs 
candidats. Cependant, la fenêtre de potentiel accessible restant limitée, nous avons élaborés 
des protocoles de dépôts de carbone amorphe azoté (CNx) avec différentes stoechiométries 
par pulvérisation cathodique sur les substrats de verre conducteur, répondant ainsi 
parfaitement aux deux impératifs précités. Ces lames de verres «polarisables» ont été 
caractérisées à l’air et en solution. La large gamme de conductivité obtenue destine ces 
supports à différentes applications en microfluidique: pouvoir moduler le flux 
électroosmotique en électrophorése ou comme microélectrode de détection. Les résultats 
montrent aussi qu’il est possible d'activer électrochimiquement, voire de régénérer la 
réactivité des supports, et ce faisant éviter un polissage. L'efficacité de l’activation des 
électrodes sur verre a été démontrée pour la caractérisation électrochimique d’un marqueur 
fluorescent, le naphthalène-2,3-dicarboxyaldéhyde (NDA), ainsi que pour la détection de 
différents acides aminés et peptide de la Transthyretine dérivés par le NDA. Enfin, des 
résultats préliminaires d’une configuration spécifique à 2 microélectrodes en puce 
microfluique montrent qu’il est possible de dériver et de détecter la Transthyrétine. 

Mots clés : Carbone azoté amorphe, réactivité électrochimique, détection, naphthalène-2,3- 
dicarboxyaldéhyde, benzoisoindole, transthyrétine, microfluidique. 

Résumé en anglais 

Electrochemical combined with optical detection in microchip requires the mutual use 
of transparent and conductive materials onto which the process of oxidation/ reduction of the 
solvent are minimized over a wide range of potential and must also have a good 
electrochemical reactivity with respect to species to be detected. That is for these reasons that 
transparent and conductive glass slides (eg glass/ITO) are among the best candidates. 
However, the potential window available on these slides remains limited. We have developed 
protocols for deposition of amorphous carbon nitride (a-CNx) with different nitrogen content 
sputtered on conductive glass slides and complies fully with the above two requirements? 
These polarizable glass slides were characterized in air and in solution. The wide range of 
conductivity obtained with these materials destined them for different applications in 
microfluidics : to modulate the electroosmotic flow in electrophoresis or as microelectrode 
detection microchips. The results also show that it is possible to electrochemically activate or 
regenerate the reactivity of th glass/ITO/a-CNx electrodes and thereby avoid polishing. The 
efficiency of the activation of the glass/ITO/a-CNx electrodes was demonstrated for the 
electrochemical characterization of a fluorescent label, 2,3-naphatlène dicarboxyaldehyde 
(NDA), and the detection of different amino acids and peptide derivatives of the transthyretin 
by the NDA. Finally, preliminary results with a specific two microelectrodes configuration 
show that it is possible to derive and detect Tranthyretin in microchip. 

Keywords: amorphous carbon nitride, electrochemical reactivity, detection, naphthalene-2,3- 
dicarboxyaldehyde , benzoisoindole, transthyretin, microfluidics 
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