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INTRODUCTION



La croissance démographique et I’expansion industrielle engendrent une dégradation
de notre environnement menagant 1’équilibre écologique de la planéte. Un consensus
scientifique sur I’impact de I’activité humaine, sur le réchauffement de la planéte notamment,
est reconnu. Partant de cette observation, une pression de plus en plus forte émanant d’une
majorité des populations se fait sentir afin de développer des technologies dites « propres » ou

« vertes ».

Dans ce contexte, une technologie semble correspondre totalement aux exigences
nécessaires au développement durable et a la préservation de 1’écosystéeme: la
« bioélectrochimie ». Cette discipline peut étre définie comme une science mettant en jeu les
principes de I’électrochimie associés au domaine du vivant. Ici nous nous intéresserons
particulierement au couplage électrochimie/enzyme. En effet, la conversion de I’activité
catalytique d’une enzyme oxydo-réductrice en courant électrique a ouvert la voie au
développement de bioélectrodes diverses et variées. Leurs domaines d’application sont
actuellement multiples et notamment dans les domaines tels que 1’énergie (biopiles) et les

applications analytiques (biocapteurs enzymatiques).

Les défis énergétiques auxquels notre société doit faire face sont I’'un des principaux
points de préoccupation de nos jours. Comme on peut le voir sur la figure 1, les sociétés
occidentales, et plus particulierement les Etats-unis et 1’Europe sont de grandes
consommatrices d’énergie et notamment d’¢électricité comme nous pouvons le voir sur cette
photographie prise par la NASA. On constate donc de grande disparité, cependant le grand
nombre de pays en voie de développement laisse penser que la consommation énergétique va

évidemment continuer de croitre dans 1’avenir.

Figure 1. Photographie de la Terre (NASA).



Actuellement, les principales sources d’énergie proviennent de combustibles fossiles
(pétrole, charbon etc...), ce qui a une forte répercussion sur 1I’environnement. De plus ces
ressources ne sont pas inépuisables. D’autres solutions existent comme 1’utilisation de
biocarburants, 1’énergie solaire ou encore les €oliennes et bien sur dans une moindre mesure
les biopiles. En effet, les faibles puissances délivrées par les biopiles en font des systémes
adaptés en tant que source d’énergiec implantable dans 1’organisme Ou encore pour
I’alimentation de micromachines ou de systemes autonomes pour des suivis in-situ. Ces
technologies d’énergie verte représentent une faible part de la production énergétique
mondiale et nécessitent d’étre développées afin d’étre plus performantes. La diversification

des sources d’énergie est indispensable pour faire face a la demande dans le futur.

De plus, la sécurité, la « bio-défense », la surveillance environnementale ou encore le
diagnostic médical a domicile sont des domaines, en plein essor, ou la demande en
biocapteurs est de plus en plus importante. En effet, en général, la détection et le dosage
d’especes chimiques ou biochimiques sont faits a 1’aide de différents types d’appareils de
mesure comme des spectromeétres ou des chromatographes. Cependant, ces instruments

présentent plusieurs inconvénients :
» Volumineux
» Colteux
» Complexes
» Difficiles et longs a mettre en ceuvre

C’est dans ce contexte que le développement de capteurs miniaturisés, biocompatibles,
avec une réponse en temps réel et plus simple d’utilisation est apparu comme une priorité. Les
biocapteurs, notamment ampérométriques enzymatiques (basés sur la mise au point d’une

bioélectrode) répondent trés bien a ce cahier des charges.

Le travail présenté dans ce manuscrit est une contribution a la recherche sur la mise au
point de bioélectrodes. Parmi les différents types de bioélectrodes existantes, notre choix s’est
porté sur les bioélectrodes enzymatiques, a base d’oxydo-réductase. Une bioélectrode
nécessite trés souvent la mise en ceuvre d’un médiateur rédox pour faciliter le transfert

électronique entre le site actif du catalyseur (i.e. I’enzyme) et 1’électrode. De plus,



I’immobilisation de 1’enzyme sur des électrodes permet d’augmenter la durée de vie de celle-

ci. Deux techniques d’immobilisation ont été étudiées.

Le biorécepteur a été immobilisé par encapsulation dans un film d’un polymere. Le
polymeére choisi est & base de neutral red du fait de ses propriétés de médiation des enzymes a
cofacteur FAD ou NADH et de sa propension a former des films par électro-oxydation

(chapitre II).

Le biorécepteur a été également immobilisé de maniere covalente. Des électrodes ont
été activées par oxydation de diamine de maniere a obtenir une surface aminée favorable a
I’'immobilisation par greffage covalent (EDC/NHS) de la glucose oxydase. Les étapes
d’activation de la surface de 1’¢lectrode par oxydation de la diamine et du greffage covalent
par EDC/NHS de la glucose oxydase seront présentées et caractérisées d’un point de vue

électrochimique et physico-chimique (chapitre I11).

Le dernier chapitre de ce manuscrit est consacré a I’application de ces bioélectrodes
comme anode d’un biocapteur a glucose et d’une cellule de biopile a combustible. Les

performances et caractéristiques y sont présentées et analysées.



CHAPITRE I :
ETUDE
BIBLIOGRAPHIQUE
GENERALE
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1. Les enzymes
1.1. Introduction et historique

Les enzymes sont responsables des transformations biochimiques (catalyse) des
molécules du vivant. De ce fait, cette méthode de catalyse possede un fort potentiel pour des
applications industrielles diverses et variées. Lazzaro Spallanzani, moine et physiologiste
italien, a été le premier a suggérer le phénoméne de catalyse enzymatique a la fin du XVI1I1°
siecle. 1l observa I’action des sucs gastriques de requin sur des aliments. En 1815, Louis
Joseph Gay-Lussac décrivit la fermentation alcoolique par des micro-organismes. La premiére
enzyme (la diastase) ne fut découverte qu’en 1833 par Anselme Payen et Jean-Frangois
Persoz. En traitant un extrait aqueux de malt avec de 1’éthanol, ils firent précipiter une
substance, sensible a la chaleur et capable d’hydrolyser I’amidon : la diastase. Enfin, en 1836,
Theodor Schwann isolera la pepsine qu’il avait déja décrite en 1834. C’est la premicre
enzyme isolée & partir d’un tissu animal. Henri et Brown furent les premiers, en 1902, a
proposer un modele dans lequel il y a formation d’un complexe intermédiaire enzyme-
substrat. L’uréase, capable de donner, a partir de 1’urée, de I’ammoniaque et du CO,, fut la
premiére enzyme a étre cristallisée et ce en 1926. La pepsine, la trypsine et la chymotrypsine
ont ensuite eté cristallisées par Northrop et Coll. Ceux-ci démontrérent de plus que les
cristaux de protéines étaient des enzymes pures. Dans les années 30, Otto Warburg établit les
bases de la purification des enzymes, ce qui permit d’expliciter un grand nombre de
phénomeénes physiologiques (la glycolyse dans le muscle, la luminescence chez le ver luisant
et finalement la synthése de I'ADN). En 1955, Sanger établit la séquence des 600 acides
aminés qui compose I’insuline, avant qu’en 1966, Merrifield et Wang ne mettent au point une
voie de synthése. Progressivement, le champ d’application des enzymes s’est élargi, avec
notamment des applications dans le domaine médical (comme par exemple le traitement des
désordres digestifs par des enzymes pancréatiques), en chimie analytique ou encore dans le
domaine agro-alimentaire (par exemple I’utilisation de I’amylase et de la glucose isomérase
pour la production de sirop de fructose a partir d’amidon de mais), pour devenir une science a

part entiere, I’enzymologie.
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1.2. Définition et généralités

Les enzymes, catalyseurs biologiques des organismes vivants, sont des
macromolécules majoritairement de nature protéique et chirale [1]. Elles sont constituées de
plusieurs acides a-aminés de la série L unis entre eux par une liaison formée par condensation
entre le groupement carboxyle d’un acide aminé et le groupement amine d’un autre acide
aminé afin de former une liaison amide. Les enzymes sont donc des polypeptides de masses

moléculaires élevées entre 10 a 1 000 kDa.

L’ordre, dans lequel sont arrangés les acides aminés, constitue ce que 1’on appelle la

structure primaire des enzymes (figure 1).

L7 5 A

Acides aminés

Figure 1. Représentation schématique de la structure primaire d'une protéine [1].

Ces protéines vont avoir tendance a se replier sur elles-mémes afin de former des
arrangements secondaires principalement en hélices o et en feuillets B (figure 2) ; cette

structure est stabilisée grace a la génération de liaisons hydrogeénes.

feuillet B

Figure 2. Représentation schématique de la structure secondaire d'une protéine (référence
PDB : 1CF3) [1].
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L’arrangement de ces structures secondaires les unes par rapport aux autres forme une

structure tertiaire qui, elle, sera stabilisée par des ponts disulfures (figure 3).

Figure 3. Représentation schématique de la structure tertiaire d'une protéine (la glucose
oxydase, référence PDB : 1CF3) [1].

Une structure quaternaire peut méme étre décrite pour les tres grosses enzymes (figure
4). Cette structure tridimensionnelle de 1’enzyme lui donnera sa spécificité permettant a celle-
ci de reconnaitre un substrat en particulier via une région distincte de I’enzyme, appelée le site

actif.

Figure 4. Représentation schématique de la structure quaternaire d'une protéine (la glucose
deshydrogénase, référence PDB : 3KHU) [1].
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1.3. Classification des enzymes

Le pouvoir catalytique des enzymes permet de produire de nouvelles substances et de

I’énergie, indispensables au bon fonctionnement des organismes vivants. C’est en fonction de

leur activité catalytique que celles-ci sont classées. Une nomenclature a été proposee par la

Commission des Enzymes de I'Union Internationale de Biochimie divisant les enzymes en six

grandes classes (tableau 1).

E.C.1 Oxydoréductases Oxydo-réduction
E.C.2 Transférases Transfert de groupements fonctionnels
E.C3 Hydrolases Hydrolyse

Elimination de groupement et formation
EC4 Lyases de doubles liaisons
E.C5 Isomérases Isomérisation

. Formation de liaisons couplées a

EC6 Ligases I’hydrolyse de I’ATP

Tableau 1. Classification des enzymes [1].

Chague classe est divisée en sous-classe et chaque sous-classe en sous-sous-classe. Un

"numéro"” de classification est associé a chaque enzyme et est appelé "EC number”. Il se

présente de la maniére suivante: EC [numéro de la classe].[numéro de la sous-

classe].[numéro de la sous-sous-classe].[numéro individuel de série dans la sous-sous classe].

Prenons I’exemple de la glucose oxydase : EC 1.1.3.4. Ce chiffre est explicité ci-dessous :

EC 1: Oxydoréductase
EC 1.1 : Agissant sur le groupe CH-OH du donneur
EC 1.1.3 : Avec I'oxygéne comme accepteur

Le dernier chiffre est le numéro individuel de I’enzyme

14



1.4. Avantages et inconvénients

Les enzymes présentent plusieurs groupements fonctionnels variés qui leur conférent
des propriétés de régio-, chimio- et stéréosélectivité. De plus, elles ont un facteur
d’accroissement de la vitesse de réaction (jusqu’a 10’ fois plus rapide que pour des réactions

non catalysées, tableau 2) et sont capables de catalyser jusqu’a 10° événements par seconde.

Chymotrypsine 10’ protéase digestive
Lysozyme 2108 hydrolase acide
Uréase 10" (NH,),CO + H,0 — CO, + 2NHj

Tableau 2. Exemple de facteur d’accroissement de la vitesse de réaction.

Cependant, elles ne présentent pas seulement des avantages. En effet, leur codt est trés
élevé et leur solubilité est limitée dans les solvants organiques. De plus, elles présentent une
dépendance vis-a-vis d’un cofacteur ou coenzyme et leur grande spécificité limite leur champ
d’application. Enfin elles montrent une instabilité importante méme dans des conditions dites
douces (dénaturation notamment vis-a-vis de la température, hydrolyse en présence d’acides,

bases ou protéases ...)

1.5. Les cofacteurs

Le bon fonctionnement des enzymes nécessite la présence d’une molécule, appelée
cofacteur (Nicotinamide adénine dinucléotide (NAD), Flavine adénine dinucléotide (FAD)).
En effet, le processus de catalyse de I’enzyme entraine une modification de celle-ci au cours
de la réaction enzymatique (figure 6). Les cofacteurs vont interagir avec I’enzyme afin qu’elle
retrouve son état initial et puisse amorcer un nouveau cycle catalytique. De ce fait, ils ont un

role d’accepteur et/ou de donneur d’¢électrons et de protons.
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Figure 5. Schéma du mécanisme de la catalyse enzymatique de la GDH.

Cette famille de molécules, présentes a 1’état naturel dans les cellules des organismes
vivants, est donc nécessaire a I’activité des enzymes. Cela peut poser des problémes pour les

diverses applications des enzymes.

1.6. La catalyse enzymatique

La catalyse enzymatique repose sur les mémes principes que les autres catalyses. Un
catalyseur, ici I’enzyme, va permettre d’augmenter la vitesse d’une réaction et ce sans
modifier les fonctions thermodynamiques de celle-ci. Le catalyseur va permettre d’abaisser
I’énergie d’activation de la réaction et d’augmenter le nombre de molécules susceptibles de
réagir. En effet, I’état de transition se retrouve a une énergie inférieure, en présence
d’enzyme, ce qui a pour résultat d’abaisser 1’énergie d’activation comme illustré sur la figure
6a. Cette diminution de I’énergie d’activation augmente le nombre de molécules de substrat
converties en produit par unité de temps comme on peut le voir sur la figure 6b. Ces

phénomeénes sont a mettre en relation avec les notions de Turn Over Number (TON) et Turn

16



Over Frequency (TOF). Le TON représente le nombre de moles de substrat converties par le
catalyseur. Le TOF peut étre défini comme le nombre de moles de substrat converties par le

catalyseur par unité de temps.

A~ Etat de transition
non catalysé

Energie d'activation
sans enzyme

Etat de transition
catalysé

4 enzyme jIEnergie dactivation
4

avec enzyme

réactifs

Energie

Energie totale libérée
au cours de la réaction

produits

(a)

Coordonnées de la réaction

~ A
2 8 Nombre
3 3 de molécules
@ @ pouvantréagir
g Nombre g
@ de molécules 2
b pouvantréagir o
13 -
£ £
5 5
= =
; v > (b)
Energie d’activation Energie Energie d'activation Energie
sans enzyme avec enzyme

Figure 6. (a) Diagramme énergétique d’une réaction chimique catalysée par une enzyme [1]. (b)
Effet de la diminution de I’énergie d’activation sur le nombre de molécules susceptibles de réagir

[2].

Dans les faits, le substrat va se lier a I’enzyme et plus particuliérement au site actif de
celle-ci afin de former un complexe intermédiaire enzyme-substrat [1]. Suite a la rupture de
cette liaison, dont la durée de vie est limitée et bien définie, un produit va étre formé (figure
7).
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Figure 7. Schéma du mécanisme d’un cycle de catalyse enzymatique (type protéase).

1.6.1. Le modéle de Michaelis & Menten
L’équation de Michaelis & Menten

Les premiers a avoir proposé et développé une théorie en catalyse enzymatique en
phase homogeéne, furent Leonor Michaelis et Maud Menten, en 1913 [3]. lls proposerent une
équation, 1’équation de Michaelis & Menten (équation 1), reposant sur 1’hypothése qu’un
équilibre rapide entre les concentrations en enzyme, en substrat et en complexe enzyme-
substrat s’établit au cours de la réaction catalysée. La concentration totale du substrat [S], doit
étre trés supérieure en comparaison a celle de I'enzyme [E]o et les mesures de cinétique seront

toujours faites pour des concentrations de produit trés faible.

ki ks
E+S 2 ES > E+P ouky, kj etk;sont les constantes de vitesse (@)
(&}
Etape : instantanée  limitante

La vitesse V s’écrit sous la forme :
_ VST _Kitky

"= (6)
Ky +[S] Ky

Equation 1. Equation de Michaelis & Menten (avec Ky, la constante de Michaelis, et Vi la
vitesse maximale de la réaction enzymatique).

18



Les constantes cinétiques

> La vitesse maximale

La vitesse maximale est I'asymptote de la branche hyperbolique représentant I'équation
de Michaélis-Menten dans le modéle de Michaélis-Menten. Cette branche hyperbolique est

aussi appelée courbe de saturation de 1’enzyme par le substrat (figure 8) :

v V max

>
STy

Figure 8. Relation hyperbolique entre la vitesse de la réaction enzymatique (V) et la
concentration initiale du substrat ([S],) pour une concentration en enzyme ([Eo]) donnée.

> La constante catalytique

La constante catalytique d’une enzyme, appelée Kc, est une mesure de ’activité
catalytique maximale de cette enzyme. Elle représente le nombre de molécules de substrat par

unité de temps.
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> Constante de Michaelis

La constante de Michaelis, appelée Ky, est inversement proportionnelle a 1’affinité de
I’enzyme pour son substrat. L’affinit¢ de I’enzyme pour son substrat diminue avec la

constante de Michaelis.

Elle peut étre définie également comme la concentration en substrat pour laquelle la
vitesse initiale de la réaction est égale a la moitié de la vitesse initiale maximale. Son unité est

donc exprimée en mol.L™.

» Constante de spécificité

La constante catalytique et la constante de Michaelis, prises séparément, ne sont pas
suffisantes pour caractériser une enzyme. En effet, une enzyme peut avoir une grande affinité

vis-a-vis de son substrat (faible valeur de Ky) mais une efficacité catalytique faible (faible

kcat

T, ,représente mieux

valeur de Kgy) €t inversement. Le rapport entre ces deux constantes, K
M

la spécificité globale d’une enzyme par rapport a son substrat. Ce rapport est appelé efficacité
catalytique.

1.6.2. Facteurs influengant la vitesse des réactions enzymatiques

La concentration en substrat

La concentration en substrat n’influe pas a proprement dit la vitesse de la réaction
enzymatique ; seule la concentration en enzyme a une véritable influence. Cependant, c’est un
facteur important afin de déterminer les constantes Ky et Vimax de 1’équation de Michaelis-

Menten. Pour cela, on utilise la représentation de Lineweaver et Burk (figure 9) :

20



L/ Vy

-1/ Ky L/1S],

Figure 9. Représentation de Lineweaver et Burk [4] (avec Ky, la constante de Michaelis, [S], la
concentration initiale du substrat et V.4, la vitesse maximale de la réaction enzymatique).

La température

Contrairement aux réactions dites « classiques », une augmentation trop importante de
la température peut avoir un effet négatif sur la cinétique des réactions enzymatiques. En
effet, du fait de I’importance de la structure tertiaire des enzymes dans leur activité
catalytique, une température trop élevée pourrait dénaturer de fagon irréversible cette

structure [5]. L’effet de la température est illustré sur la figure 10.

Activité /

Ll

V _— O - - - - -
max

L

r

Température Température

optimale

Figure 10. Effet de la température sur ’activité enzymatique. Activation par la chaleur (zone A)
et dénaturation thermique (zone B).
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La zone A correspond a I’activation de la réaction enzymatique par la chaleur comme

pour toutes les réactions chimiques qui peut s’expliquer au moyen de la loi d’Arrhenius [6] :

k=Aexp(E)

k constante de vitesse

A facteur de fréquence

E, énergie d’activation

Equation 2. Loi d’Arrhénius

La zone B correspond a la dénaturation thermique des enzymes. Plusieurs parametres
peuvent influer sur la résistance des protéines vis-a-vis de la température comme par exemple

le pH, la fixation du substrat sur I’enzyme ou encore la force ionique.

Le pH

La plupart des enzymes ne sont actives que dans un domaine de pH bien défini.
L’évolution de I’activité enzymatique en fonction du pH se présente sous la forme d’une

courbe de Gauss, ayant une évolution similaire a celle de la température (figure 11).

Activité 4

V _— O E—— - = -
max

pH optimum pH

Figure 11. Effet du pH sur Pactivité enzymatique [7].

Un pH optimal est observé et dépend du site actif de I’enzyme et de I’affinité de

I’enzyme pour son substrat. En effet, le pH va influer I’activité enzymatique via 1’état
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d’ionisation du site actif de I’enzyme (influence sur la conformation de 1’enzyme) ou du

substrat (une seule forme est catalysée).

L’effet de la force ionique

La nature des sels de la solution tampon ainsi que la variation de la force ionique
engendrée par ceux-ci va influer sur la vitesse d’une réaction enzymatique. En effet, une
enzyme peut présenter une activité plus ou moins grande selon le tampon de travail choisi et
ce pour un méme pH [8]. Il est donc indispensable de tenir compte des forces ioniques afin

d’obtenir des résultats reproductibles.

L'immobilisation de I’enzyme

Pour de nombreuses applications, il n’est pas souhaitable pour des raisons
économiques par exemple, d’utiliser les enzymes en solution. L’immobilisation des enzymes
peut alors induire une modification de leur activité et généralement une augmentation de leur
stabilité. La stabilit¢ de I’enzyme immobilisée dépend de la nature intrinséque de I’enzyme,
des conditions d’immobilisation, de la nature du matériau support utilisé et des conditions de
réactions. Cependant le modele de Michaelis-Menten reste valide & condition de lui appliquer
quelques corrections afin de I’adapter aux milieux hétérogénes. Les constantes diffusionnelles
du substrat et des produits doivent étre prises en compte ce qui permettra de définir une
nouvelle constante Ky, appelée Kuapp pour constante apparente. La variation de 1’activité va
dépendre de plusieurs parametres et notamment de la nouvelle conformation du systeme qui
pourra étre favorable ou pas a la catalyse enzymatique. Une enzyme peut donc présenter aussi

bien une augmentation qu’une diminution de son activité aprés immobilisation [9].

La méthode d’immobilisation est également un parametre important. En effet, la
diffusion des différents substrats va étre fortement modifiée par rapport aux systémes

homogeénes mais également en fonction de la méthode d’immobilisation.
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1.7. Les différentes méthodes d’immobilisation des enzymes

Les enzymes présentent un fort intérét dans le domaine de la biocatalyse. Cependant,
comme nous 1’avons évoqué, leur codt et leur stabilité limitée dans le temps sont des facteurs
limitant leur utilisation industrielle. Afin de palier ces inconvénients, une stratégie fut
proposée : I’'immobilisation des enzymes qui permet de stabiliser celles-ci au cours de leur
utilisation, de pouvoir les réutiliser et de séparer 1’enzyme des produits de la réaction
enzymatique. En 1916, Nelson et Griffin seront les premiers a démontrer qu’une enzyme, en
I’occurrence l’invertase, conserve son activité catalytique et ce méme aprés avoir été
immobilisée par adsorption sur du charbon actif. Cette technique connaitra un véritable essor
a partir des années 1950 avec les premieres applications dans divers domaines. Il existe
différentes techniques d’immobilisation pouvant étre aussi bien chimiques que physiques. On
peut notamment citer cing méthodes, couramment utilisées, présentant chacune leurs

avantages et leurs inconvénients :
» L’ adsorption
» La réticulation
> Le greffage covalent
» L’encapsulation

» La reconnaissance par affinité et bioaffinité (reconnaissance antigéne/anticorps

ou encore récepteurs/protéines).

Les quatre premieres techniques citées sont détaillées ci-dessous.

1.7.1. L’adsorption

L’adsorption repose sur la capacité de certains corps minéraux ou organiques a fixer
une molécule donnée & leur surface [10-12] (figure 12). L’immobilisation est alors due a des
interactions faibles de type Van der Waals, liaisons hydrogéne, transfert de charges (liaisons
ioniques), échanges d’ions ou encore a des interactions homophiles (hydrophobes et/ou
hydrophiles).
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Support vierge Support modifié

Figure 12. Adsorption des enzymes sur un support.

Cette technique d’immobilisation présente plusieurs avantages. C’est une méthode trés
simple a mettre en ceuvre nécessitant seulement de mettre en contact I’enzyme et le support
dans des conditions de pH, température et de force ionique données. De plus elle est
facilement réversible, économique et ne requiert aucun réactif chimique pouvant dénaturer
I’enzyme. Cependant, elle présente un inconvénient majeur puisque, du fait des interactions
faibles liant I’enzyme au support, ces systemes sont peu stables, ’enzyme se désorbant au
cours du temps. De plus, il peut étre nécessaire de procéder a des modifications de la surface

du support afin de permettre 1’adsorption du biorécepteur.

1.7.2. Laréticulation

La réticulation repose sur ’utilisation d’agents dit réticulants qui vont permettre de lier
les enzymes entre elles par des liaisons chimiques [13-14]. Il existe deux méthodes de
réticulation, soit les enzymes sont reliées entre elles par des agents réticulant de facon directe,
soit en plus de 1’agent réticulant une protéine inerte peut étre utilisée afin de faciliter ou

améliorer la réticulation, on parle alors de co-réticulation (figure 13).
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Figure 13. Réticulation et co-réticulation des enzymes.

Les enzymes, apres avoir été adsorbées sur un support, sont mises en contact avec un
agent réticulant afin de donner un réseau enzymatique tridimensionnel et qui contrairement a
I’enzyme seule est insoluble. Cette méthode d’immobilisation présente 1’avantage d’étre assez
simple a mettre en ceuvre et de plus de part les liaisons chimiques, elle offre une bonne
stabilité au systéme. Cependant, une perte d’activité enzymatique peut étre observée. En effet
outre I’utilisation de réactifs potentiellement non biocompatibles et pouvant altérer 1’activité
de ’enzyme, les propriétés physiques du systéme sont modifiées, leur donnant des propriétés

mécaniques médiocres.

1.7.3. Le greffage covalent

Le principe de cette méthode d’immobilisation [15-16] est de faire réagir un
groupement fonctionnel libre de I’enzyme avec un groupement fonctionnel du réactif (figure
14). En général, les groupements fonctionnels du réactif sont des fonctions carboxyliques,
thiols, hydroxyles ou encore amines. Ces groupements sont trés peu réactifs et doivent de ce
fait étre activés afin de pouvoir réagir avec les groupements de 1’enzyme, n’intervenant pas
dans la catalyse enzymatique, dans des conditions dites douces afin de ne pas dénaturer la
biomolécule.
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Figure 14. Greffage covalent des enzymes.

Cette méthode d’immobilisation présente principalement comme avantage de fixer
I’enzyme de fagon permanente et augmente la stabilité de celle-ci, lui conférant une durée de
vie plus importante. Cependant, les réactifs indispensables au greffage risquent de dénaturer

I’enzyme et donc de provoquer une perte d’activité.

1.7.4. LU’encapsulation

Le principe de I’encapsulation est de fixer les enzymes dans une matrice [17-18]
(figure 15). L’immobilisation se fait de maniére physique et pas de maniére chimique
contrairement au greffage covalent. La matrice doit permettre la diffusion des petites
molécules seulement afin que les enzymes ne puissent pas s’en échapper. Ces matrices
peuvent étre inorganiques (gels de silice) [19], organiques (nafion) [20], polymeres

(polyacrylamide, polyuréthanes..) [21] ou composites (pate de carbone) [22].

o Enzyme

' AWSY Matrice

Support vierge Support modifié

Figure 15. Encapsulation des enzymes.

Les principaux avantages de cette méthode d’immobilisation sont qu’elle est
¢économique, facile a mettre en ceuvre et peut s’appliquer a un nombre ¢levé d’enzymes.

Cependant, I’enzyme peut diffuser a travers la matrice au cours de 1’utilisation et de plus elle
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n’est applicable que pour des substrats de petite taille. Par ailleurs, les groupements actifs de
I’enzyme peuvent réagir avec la matrice et donc entrainer une diminution de [’activité

catalytique de celle-ci.

1.8. Conclusion

L’utilisation des enzymes dans divers domaines industriels présente donc un fort
intérét et explique les efforts faits ces dernieres années par la communauté scientifique dans
ce sens. Cependant, elles restent des entités faisant partie du domaine du vivant et leur emploi
nécessite de prendre certaines précautions notamment afin de conserver leur propriétés
catalytiques. De plus chaque enzyme présente des particularités, il n’existe pas de solution

universelle applicable a I’ensemble de cette classe de protéines.
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2. Les biocapteurs
2.1. Introduction et historique

Le premier biocapteur a été I’ceuvre de Leland Clark en 1950 dans le but de mesurer la
concentration en oxygene dissous dans le sang [23]. En 1962, ce méme biocapteur est adapté
afin de quantifier le taux (ou concentration) de glucose dans le sang [24]. Puis en 1967,
Updike et Hicks élaborent les premieres électrodes enzymatiques [25]. Depuis les années 70,
un effort considérable a été fait dans leur développement du fait de leurs applications dans des
domaines diverses et variés (médecine, agro-alimentaire, ou contr6le environnemental). En
effet, de par leur petite taille, leur facilité d’utilisation et la possibilité de les utiliser sur site,

ce sont des éléments d’analyse particuliérement avantageux et intéressants.

2.2. Définition

Un biocapteur est un systéeme analytique alliant des technologies différentes issues par
exemple de la biologie moléculaire, la microélectronique, I'optique et I'informatique. Il se
compose d’un élément biologique, que 1’0on appelle « ligand » ou biorécepteur, lui-méme lié a
un transducteur (pouvant étre optique ou plus généralement électromagnétique,
électrochimique, piézoélectrique, calorimétrique ou acoustique) permettant de transformer un
signal biochimique en un signal physique quantifiable (figure 16). Selon ['Union
Internationale de Chimie Pure et Appliquée (IUPAC) [26], un biocapteur est un appareil qui
utilise des réactions biochimiques spécifiques médiées par des enzymes isolées, des immuno-
systemes, des tissus, organites ou des cellules entieres pour détecter des composés chimiques

en général par des signaux électriques, thermiques ou optiques.

Biocapteur

L|

a3 I =
| Analyte ’| Biorécepteur T Signal ’| | Transducteur Signal Indicateu’rl
électrique

Figure 16. Représentation schématique du principe de fonctionnement d'un biocapteur [27].
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Comme I’illustre la figure 16 ci-dessus, ils existent différents types de biorécepteur :

> Les enzymes [28] qui sont les plus utilisées et les plus commercialisees. En effet, elles
présentent un grand nombre d’avantages notamment la reproductibilité des lots mais par
contre il peut y avoir une instabilité de leur fonctionnement et la nécessité d’utiliser un

cofacteur ou plusieurs enzymes associées pour un méme biocapteur.

> Les microorganismes [29] (cellules entiéres) principalement utilisés en cas de systémes
réactionnels complexes puisque les enzymes et cofacteurs essentiels y sont

intrinsequement présents.

> Les tissus et organites [30-31] (structures spécialisées contenues dans les cellules) aussi
bien d’origine animale que végétale. Ils sont surtout utilisés pour la détection des

aminoacides de par leur robustesse et leur bonne cohésion.

» Les immunorécepteurs et les chémorécepteurs [32-33] fonctionnant sur le principe
réaction antigene/anticorps qui induit généralement une faible variation de signal
(variation de potentiel par exemple). Cette modification est tres difficile a détecter, c’est
pourquoi il faut amplifier le signal (en utilisant par exemple un marquage de I’antigéne

ou de I’anticorps) qui catalysera la production d’un composé détectable.

2.3. Les différents types de biocapteurs
2.3.1.Biocapteurs manomeétriques

Les biocapteurs manométriques reposent sur la détection des changements de pression.
En effet, une variation de la concentration d'un gaz dans une cavité close peut étre considérée
comme un changement de la pression partielle du gaz. Le ligand est, en général, une enzyme
qui permet de transformer I’espéce a détecter en gaz [34]. Ce type de capteur présente
I’avantage de ne jamais étre en contact direct avec 1’échantillon a analyser comme I’illustre la

figure 17.
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Figure 17. Exemple d’un biocapteur manométrique : biocapteur a glucose développé par
Jenkins & Delwiche [34] (précision du biocapteur 0.2 mM, gamme de travail : de 0 a 5 mM).

2.3.2. Biocapteurs piézoélectriques

Ces biocapteurs sont basés sur la mesure de l'oscillation d'un cristal de quartz sur
lequel est immobilisé le composé biologique (figure 18). En effet, un cristal de quartz
présente 1’avantage de pouvoir osciller sous I’effet d’un stimulus électrique lorsqu’il est
plongé partiellement ou totalement dans un milieu liquide. Cette caractéristique permet de
quantifier tout changement de masse a la surface du cristal de quartz a condition que les
propriétés physico-chimiques du milieu soient connues. Effectivement, une modification de la
masse va entrainer un changement quantifiable de la fréquence de résonance. Ces biocapteurs
présentent 1’avantage de donner des réponses rapides mais ont une sélectivité qui dépend de la

couche active et peuvent manquer de sensibilité en fonction du systeme oscillant utilisé.

/_»/ Anticorps
; v

Y ; Cristal piézoélectrique

Figure 18. Exemple d’un biocapteur piézoélectrique [35].
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2.3.3. Biocapteurs thermiques

Ces biocapteurs, développés dans les années 1970, permettent de transformer un signal
biochimique en un signal thermique. Un microcalorimetre ou une résistance thermique,
raccordé au composé biologique, permet de mesurer les modifications d’enthalpie ou de
température dues a une réaction entre le biorécepteur et 1’espéce a détecter (figure 19).
Lorsque ces biocapteurs thermiques sont immunochimiques, on les appelle « TELISA » [36]
(Thermometric Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Ces biocapteurs ont été utilisés
notamment dans la détection d’insuline. Les principaux avantages de ce genre de biocapteurs
sont leur rapidité de réponse, leur reproductivité, I’absence d’interférence des produits dérivés
et d’interférence électrochimique ou optique et la stabilit¢ des colonnes d’enzymes.
Cependant, leur colt est relativement élevé du fait de la lourde instrumentation nécessaire a
leur mise en ceuvre, ’obligation d’un prétraitement pour des échantillons spécifiques et

I’avilissement (encrassement) pour une utilisation prolongée.

Chambre adiabatique

Colonne d’enzyme Chambre préchauffage

Entrée S22 NN

TN e

Sortie

N

Aluminium thermistance Plexiglass

Figure 19. Exemple d’un biocapteur thermique [37] (gamme de travail : de 0,5 & 16 mmol.L™).

2.3.4. Biocapteurs optiques

De nombreuses techniques optiques ont été adaptées afin d’étre utilisées pour
I’élaboration de biocapteurs. Les principales méthodes sont : la mesure de I'absorbance, de la
chemiluminescence, de la fluorescence, de la résonance plasmonique de surface ou encore de

I'onde évanescente.

32



Biocapteurs mesurant I'absorbance

Dans ce type de biocapteurs, l'interaction entre le biorécepteur et I’espece a détecter
induit l'apparition d'une coloration. Par exemple, un anticorps secondaire, marqué par une
enzyme (la phosphatase alcaline) va révéler la formation d’un complexe immun (interaction
antigeéne anticorps). En effet, 1’ajout du substrat de cette dite enzyme provoque une coloration

détectable a une certaine longueur d’onde provoquant une modification de 1’absorbance [38].

Biocapteurs mesurant la fluorescence

Le principe est le méme que celui exposé ci-dessus pour les biocapteurs a absorbance.
Deux cas de figure se présentent : soit nous avons une détection du type light off (diminution
de la fluorescence apres contact avec la molécule cible) ; soit une détection de type light on
(augmentation de la fluorescence aprés contact avec la molécule cible). La spécificité de ces
biocapteurs est accrue par la modification génétique [39]. Un promoteur de géne spécifique a
un réactif ou un groupe de réactif donné est inséré dans une cellule. Ce promoteur est fusionné
a un géne codant permettant 1’expression d’une protéine facilement détectable. Un des génes
les plus couramment utilisé est le gfp responsable de la production de la Green Fluorescent

Protein (GFP), protéine naturellement fluorescente (figure 20).

Figure 20. Représentation de la Green Fluorescent Protein (référence PDB : 1IEMA).
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Biocapteur utilisant le principe de I'onde évanescente

Un faisceau de lumiére polarisée, illuminant I’interface entre deux milieux, donne
naissance a un faisceau réfléchi et a un faisceau réfracté. Cependant, selon 1’angle
d’incidence, la lumiére peut étre totalement réfléchie. Dans ce cas, une onde
électromagnétique pourra étre genérée, cette onde est aussi appelée onde évanescente et elle
se propage perpendiculairement a la surface de I’interface (figure 21a). La zone balayée par
I'onde est appelée «champ évanescent ». Cette onde évanescente de par son énergie va
modifier ’indice de réfraction du milieu et donc une variation de 1’angle de résonance sera
observée. Cette variation pourra étre mesurée par le capteur, ce phénomeéne est également

appelé « miroir résonant ».
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Figure 21. (a) Principe d’un biocapteur a onde évanescente. (b) Exemple d un biocapteur a onde
évanescente [40].
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Cette méthode a pour avantage de permettre un suivi en temps réel des interactions
ligand-analyte. De plus, aucun marquage des molécules n'est nécessaire. Dans cette optique,
R. Bharadwaj et al. [40] ont élaboré un biocapteur permettant la détection d’une bactérie (E.
coli). Ce biocapteur, illustré figure 22b, est basé sur le changement de I’absorbance induite

par le contact entre la bactérie cible et le capteur.

Biocapteurs a résonance plasmonique de surface (SPR)

Le phénomene de résonance plasmonique de surface (SPR) se base également sur le
principe d’onde évanescente et est décrit par les lois de la mécanique quantique. La mesure du

phénomeéne SPR peut se faire de deux maniéres.

Soit par la mesure de la variation de I’angle de résonance. En effet, les photons de
I’onde évanescente entrent en résonance avec les nuages €lectroniques d’une fine couche de
métal déposée a I’interface appelée aussi plasmon ce qui va induire une chute de I’intensité du
faisceau réfléchi selon un certain angle (angle de résonance). Cet angle varie
proportionnellement a la quantité d’espece a détecter se fixant sur les ligands spécifiques a

I’interface.

Soit par la mesure de la modulation de la longueur d’onde de ’angle réfléchi. En effet,
un faisceau paralléle polychromatique arrive a I’interface ce qui va exciter la surface
plasmonique. Cette excitation, du fait du transfert de I’énergie optique et de sa dissipation sur
la couche plasmonique qui I’accompagnent, provoque une modification de la longueur d’onde
de I’angle réfléchi. La fixation de I’espece a détecter sur les ligands va induire une variation
de la longueur d’onde proportionnelle a la quantité fixée. Cette variation est due a la

modification de I’indice de réfraction induite par la fixation de 1’analyte.

H.S. Jang et al. [41] ont mis au point un biocapteur SPR (fibre optique) permettant la
détection de l'antigéne prostatique spécifiqgue en tant que biomarqueur du cancer de la

prostate.
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2.3.5. Biocapteurs a ondes acoustiques

Les biocapteurs a ondes acoustiques de surface reposent sur la possibilité de créer une
onde acoustique a partir de matériaux piézoélectriques [42]. Une onde acoustique de surface
est une onde acoustique mécanique qui se propage a la surface d'un cristal piézoélectrique.
L’amplitude de I’onde, ainsi que sa vélocité, sont modifiées par la nature du milieu en contact
avec la surface du piézoélectrique. Pour I’instant, I’intérét pour ce type de biocapteurs reste
tres limité en comparaison de celui porté aux biocapteurs a résonance plasmonique de surface

et ce malgré leurs avantages :

» Une sensibilité aux changements de masse tout comme les biocapteurs a SPR

» Une insensibilité aux effets physiques secondaires ce qui permet de ne pas

recalibrer les appareils & chaque changement de tampons.

» L’utilisation de matériaux moins nobles que ceux nécessaires pour
I’¢laboration de biocapteurs a SPR du fait de la possibilité de mettre en place

des chimies de couplage de molécules plus variées.

2.3.6. Biocapteurs électrochimiques

Les biocapteurs électrochimiques ont pour principe I’immobilisation du biorécepteur
sur 1’¢lectrode. L’addition d’un substrat provoque une réponse biochimique, transformée en
un signal électrique pouvant étre amplifié et mesurable. Les biocapteurs électrochimiques ont
donc pour principaux avantages leur simplicite, leur colt de revient relativement faible et leur
rapidité de réponse. En revanche, ils peuvent manquer de sélectivité. En effet, quand le
potentiel appliqué est élevé, si I'échantillon a analyser contient des substances électroactives
contaminantes ou des proteines, celles-ci vont avoir tendance a s'agglomerer sur I'électrode.
Ces biocapteurs peuvent étre ampérométriques, potentiometriques ou conductrimeétriques
(figure 22).
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Figure 22. Les différents types de détection électrochimique.

Biocapteurs potentiométriques

Les biocapteurs potentiométriques mesurent la différence de potentiel entre une

électrode active et une électrode de référence [43]. Ils sont composés d’une membrane

sensible & une espéce donnée. En mettant cette surface en contact avec I’espéce spécifique a

celle-ci, un potentiel proportionnel au logarithme de la concentration est engendré. Ces

biocapteurs mesurent généralement les variations de pH et de concentrations ioniques. I

existe deux modes d’utilisation de ces biocapteurs : soit on impose un courant dans le circuit,

c‘est la potentiométrie a courant impos€; soit on impose aucun courant, c’est la

potentiométrie a courant nul.

De plus, ce type de biocapteurs présente 1’avantage d’avoir un temps de réponse tres

court. Leur fabrication est abondamment développée dans le domaine industriel ce qui rend

leur confection moins colteuse.

Biocapteurs conductimétriques

Les biocapteurs conductimétriques [44] reposent sur le principe de modification de la

conductance, G, d’un milieu par métabolisation d’espéces non chargées en especes
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intermédiaires ou inversement. La conductance d’un corps est donnée par la relation ci-

dessous :
G= 7§
I
S surface de la section perpendiculaire a la direction du courant
I longueur du corps
y conductance spécifique ou conductivite, caractéristique du corps

L’utilisation de ces biocapteurs se fait en courant alternatif, de préférence a fréquence
¢élevée, afin d’éviter une polarisation des électrodes et toute électrolyse qui entrainera une
modification de la résistance. Ils ont I’inconvénient de ne présenter aucune sélectivité

intrinséque, donc une bonne connaissance de la composition du milieu est indispensable.

Biocapteurs ampérométriques

Les biocapteurs ampérométriques [45-47] font partie des dispositifs les plus répandus
et les plus commercialisés. Ces biocapteurs ont une place particuliére dans ce domaine
puisque la biotechnologie analytique a débuté par eux suite aux travaux de Clark en 1956. Par
la suite, un grand nombre de travaux ont été réalisés par différentes équipes. Ces dispositifs
reposent sur la mesure du courant produit lors d’une réaction chimique. De ce fait, ce type de
capteur nécessite un biorécepteur qui consomme ou produit une espéce électroactive. La
détection d’un substrat en solution est alors réalisée via I’oxydation ou la réduction de cette
espece directement a la surface de 1’¢lectrode (potentiel constant et enregistrement de

I’intensite).

On distingue trois groupes de biocapteurs ampérométriques: les biocapteurs

ampérométriques sans médiateur, avec médiateur et a transfert électronique direct (figure 23).
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Figure 23. Schéma du principe de fonctionnement des trois types de biocapteurs
ampéromeétriques : (a) sans médiateur, (b) avec médiateur, (c) avec transfert direct.

Le principe du premier groupe de biocapteurs ampérométriques repose sur une
détection indirecte de 1’espece cible. En effet, le courant d’oxydation (ou de réduction)
enregistré a I’électrode sera dii a I’oxydation (ou la réduction) d’une espéce électroactive
résultante de la réaction enzymatique. Dans le cas des biocapteurs ampérométriques du
second groupe, une molécule, appelée médiateur, sera utilisée. C’est ce médiateur qui réagira
a I’électrode pour donner soit un courant d’oxydation, soit un courant de réduction. De plus, il
présente 1’avantage d’abaisser le potentiel de détection et de faciliter le transfert des électrons.
Enfin, le troisiéme groupe est basé sur le transfert direct des électrons entre le site actif de

I’enzyme et 1’¢lectrode.

Une étude plus approfondie de ces trois générations de biocapteurs sera réalisée dans

le chapitres IV.
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3. Les biopiles
3.1. Introduction et historique

Le réchauffement climatique, le colt toujours plus élevé des sources traditionnelles
d’énergie et bien d’autres facteurs poussent a I’essor des énergies renouvelables. Elles sont
définies comme un ensemble de filiéres diversifiées dont la mise en ceuvre n’aboutit pas a
I’épuisement de la ressource originelle et est renouvelable & 1’échelle de ’homme. Ces
énergies renouvelables sont multiples et diverses par leur origine physique, chimique ou
biologique, comme par exemple le solaire, I’¢olien, I’hydraulique, la géothermie ou les

biocarburants.

Une des voies étudiées est le développement de dispositifs électrochimiques que 1’on
peut subdiviser en deux catégories : les cellules photovoltaiques et les piles a combustible.
Les piles a combustible se présentent comme une alternative crédible a plus ou moins long
terme aux systémes utilisant les énergies fossiles. Aujourd’hui, on distingue cing types

principaux de piles a combustible : les piles a combustible alcalines (AFC), les piles a

membrane échangeuse de protons (PEMFC), les piles a acide phosphorique (PAFC), les piles
a "carbonate fondu" (MCFC) et les piles a oxyde solide (SOFC) (tableau 3).

AFC OH 50-200 H, 5kW
PEMFC H* 50-100 H, 5-250 KW
PAFC H* ~220 H, 200kW
) H,-CO-CH,
MCFC CO; ~650 autres 200kW-MW
hydrocarbures
) H,-CO-CH,
SOFC O 500-1000 autres 2kW-MW
hydrocarbures

Tableau 3 : Principaux type de pile a combustible [48].
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Dans la suite de ce travail, nous nous intéresserons a une autre classe de piles : les
biopiles a combustible et plus particuliérement aux biopiles enzymatiques. Le premier & avoir
fait le lien entre la biologie et 1’électricité fut Galvani [49] & la fin du XVIlle siécle, quand il
observa que sous I’effet du courant d'un générateur d'électricité statique une patte de
grenouille se contracta. Le concept de pile a combustible est connu quant a lui depuis 1831,
lorsque Grove inversa avec succes l'action de I'électrolyse de 1’eau, la réaction de 1’hydrogene
pour générer un courant électrique. Cependant, la premiére demi-pile, utilisant des micro-
organismes, ne fut réellement mise au point qu’en 1910 lorsque M.C. Potter [50], professeur
de Botanique a I'Université de Durham, a observé la production d'électricité par la bactérie E.
coli. Puis en 1931, Cohen exploita ces résultats en mettant plusieurs biopiles en série obtenant
un systeme ayant une tension de 35V [51]. Le véritable essor des piles a combustible a eu lieu
veritablement a partir des années 1960 sous 1’impulsion des besoins du programme spatial des
Etats-Unis. En effet, la possibilité d’éliminer les déchets organiques tout en produisant de
I’énergie présentait un intérét indéniable pour les missions spatiales. Finalement en 1963, les
premieres piles a combustible biologique furent commercialisées [52] mais avec un succes
tres limité qui ne permit pas leur développement du fait du faible colt des énergies fossiles a

cette époque.

Les biopiles a combustible ont été définies comme des dispositifs biologiques capables
de transformer directement I’énergie chimique en énergie électrique par des réactions
électrochimiques impliquant des voies biochimiques. Dans ces systemes, les réactions
chimiques mises en ceuvre sont inspirées et analogues a celles que 1’on peut observer dans le
monde du vivant et nécessitent des éléments biologiques (enzymes, bactéries, etc.). Les

biopiles enzymatiques utilisent exclusivement les enzymes comme catalyseurs (figure 24).
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Figure 24. Schéma de principe d’une biopile a combustible.

Cette technologie a connu un essor important spécialement du fait de sa similitude
avec la technologie des biocapteurs ampérométriques. Le systéme est composé de deux
¢lectrodes, sicges des réactions d’oxydo réduction, entre lesquelles se fait le transfert
d’¢lectrons. Ces réactions se font en présence de différentes enzymes afin de les catalyser. A
I’anode, la réaction d’oxydation est catalysée genéralement par une oxydo réductase (la
glucose oxydase ou encore la glucose déshydrogénase par exemple), c’est le centre de
production des électrons. Ceux-ci sont transportés jusqu’a la cathode, centre de la réduction
toujours sous I’effet catalytique d’une oxydo réductase (la laccase, la bilirubine oxydase, la

ceruloplasmine ou encore la cytochrome oxydase par exemple).

Tout comme pour les biocapteurs ampérométriques, des médiateurs (figure 25)
peuvent étre utilisés afin de faciliter le transfert des €lectrons entre le site actif de I’enzyme et

I’¢lectrode ce qui améliore les performances de la biopile.
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Figure 25. Echelle des potentiels standards des couples rédox mis en jeu dans une biopile
glucose/O, [53].

La sélection du médiateur est importante. D’une part, le médiateur est spécifique de
I’enzyme, et d’autre part il est un des acteurs indispensables au bon fonctionnement d’une
pile. Si le transfert des électrons est difficile, alors I’efficacité de la pile est grandement
réduite. Par exemple, pour transporter les électrons de la glucose oxydase a 1’électrode, il
existe de nombreuses possibilités, comme [I’utilisation des couples rédox
benzoquinone/hydroquinone (Q/QH,), ferrocénium/ferrocéne (Fc*/Fc), ferro/ferricyanure

(Fe(CN)s>/Fe(CN)s") ou encore des complexe d’osmium.

Ce type de biopile présente une grande sélectivité de par les propriétés des enzymes.
Cependant, elles présentent des performances assez faibles (en termes de densité de
puissance, stabilité opérationnelle et durée de vie) en comparaison des piles a combustible a
catalyseur metallique. C’est pourquoi leurs applications sont plutét pour des dispositifs
implantables ou bien pour des sources d’énergie portable. Néanmoins, elles présentent
plusieurs avantages. Les enzymes sont des catalyseurs a faible colt en comparaison des
catalyseurs a base de métaux nobles. De plus leur grande sélectivité permet de s’affranchir de
tout processus de purification, souvent codteux. Contrairement aux piles a combustible

classiques, elles peuvent fonctionner dans des conditions douces (20-40° C, pH physiologique)
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et permettent 1’utilisation de combustibles non toxiques et biocompatibles en adéquation avec
les priorités écologiques du moment. Un regain d’intérét est donc apparu depuis une dizaine

d’année notamment du fait de ’amélioration du transfert des électrons vers 1’électrode (figure
26).

Nombre de publications
-}

L N N
R G R SRR SR N S LR AR SRR SIS
Ed ~ i

Figure 26. Nombre de publications par année depuis la premiére publication sur le theme
«biopile enzymatique» [54].

3.2. Principales caractéristiques de performance

La puissance enregistrée a la sortie de la pile a combustible, Py, est le paramétre

majeur permettant de caractériser la pile et ceci quel que soit le type de pile considéré [55].

Peent = Ecen J 1 dt (1) | Ec= potentiel expérimental a la cathode au courant |

Avec Eg=Ec—Ea— P Re (2) Ea = potentiel expérimental a 1’anode au courant |

Re = résistance ohmique du systeme

Donc pour un courant constant, on a Peeyy = Ecen 1.
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D’apres 1’équation (2), afin d’obtenir une biopile avec les meilleures performances
possibles, deux parametres entrent en jeu. En effet, il est important d’avoir une différence de
potentiel (Ec —Ea) la plus grande possible tout en minimisant au maximum les pertes par

résistance ohmique. Pour ce dernier point, deux possibilités s’ offrent a nous :

» Diminuer la chute ohmique entre les électrodes grace a un design de la pile

approprié.
> Travailler a une densité de courant faible.

Au vu des applications envisagées pour les biopiles enzymatiques, d’autres parametres

sont a prendre en compte :

Pcell
» La densité surfacique de puissance, —Ae avec A. la surface de 1’électrode

Peeil
» La densité volumique de puissance, avec Ve le volume du systeme
e
L, . ] Pcell .
» La densité massique de puissance, —M avec M la masse du systeme

3.3. Conclusion

Ces derniéres années, la recherche sur les biopiles enzymatiques a connu un véritable
essor. Un grand nombre de designs et de substrats ont été étudiés, cependant, la biopile
enzymatiques glucose/O, est 1’une des configurations trés prometteuses. Néanmoins, cette
technologie peut étre appliquée a différentes enzymes afin de développer des biopiles utilisant

d’autre combustible (par exemple le méthanol).

Une étude plus détaillée sera réalisée dans le chapitre IV.
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CHAPITRE |1 :
IMMOBILISATION DE
LA GLUCOSE OXYDASE
DANS UN FILM
POLYMERE
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Une des techniques d’immobilisation d’enzymes les plus prisées ces derniéres années
est ’encapsulation dans un film, notamment dans des films électrogénérés [1-4]. L’électro-
dépot se fait par 1’électropolymérisation a partir d’une solution en générale aqueuse et a pH
neutre (afin de préserver 1’¢lément biologique). Cette solution contient le monomeére et
I’enzyme qui sera emprisonnée dans le film au cours de son é€laboration. Dans le cadre de
notre travail, nous nous intéresserons plus particulierement en tant que matrice polymeére a un
polymere électrogénéré, le polyneutral red dont la structure du monomeére est donnée sur la

figure 1.

ITI N NH,

Figure 1. Représentation du neutral red (3-amino-7-diméthylamino-2-methylphenazine).

1. Généralités

L’immobilisation des enzymes a la surface d’une électrode par encapsulation dans un
film électrogénére (figure 2) présente I’avantage d’étre simple a mettre en ceuvre et rapide. De
nombreuses études ont montré que 1’épaisseur du film et la quantité d’enzymes encapsulées
peuvent étre contrdlées grace au potentiel appliqué. Un autre atout de cette technique est
qu’elle permet la mise au point de structures multicouches. En effet, il est envisageable
d’encapsuler plusieurs enzymes différentes permettant le dosage simultané de différents

éléments avec un seul et unique dispositif.
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Figure 2. Mécanisme d’encapsulation des enzymes.

52



Le monomere électropolymérisable ayant fait I’objet du plus grand nombre d’étude est
tres certainement le pyrrole et ses dérivés associés a I’enzyme glucose oxydase. Ce choix
s’explique d’abord par la grande stabilit¢ de ce polymere a température ambiante et a la
possibilité d’¢élaborer des films a partir de solution aqueuse. En ce qui concerne la glucose
oxydase, cette alternative est préférée car c’est une enzyme d’une grande robustesse

permettant de mettre plus facilement au point un modele optimise.

Un point essentiel est que la cinétique enzymatique de ces systémes differe de celle
des solutions homogenes. La figure 3 illustre les processus physiques observables lors de la
conversion du substrat en produit par I’enzyme. Les effets comme ceux dus a la diffusion du
substrat et du produit a travers la matrice polymere sont a considérer afin de permettre une
bonne compréhension des résultats expérimentaux. La partition des espéces dans I’interface
polymere/solution n’est pas non plus a négliger. Ces phénomeénes, en plus de ralentir la
réponse du biocapteur, ont un effet sur la concentration du substrat en contact avec I’enzyme.
Il est possible que cette concentration soit tres différente de celle du substrat présent dans le
milieu. De plus, Pactivit¢é de 1’enzyme une fois immobilisée differe de son activité en

solution.

Med = médiateur

I Enz = enzyme
Med., Enz,.q Produit ———>Produit

OX = oxydé

D, K

P P

red = réduit
D = coefficient de diffusion

Dlne( f— 1 1 1t
Modmg—lMcdm Enz,, Substrat <—%— Substrat K = coefficient de partition

DS KS

o P = produit

Med

S = substrat

Figure 3. Schéma de la cinétique générale d’une enzyme et de son cofacteur encapsulés dans un
film polymére [5].
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2. Les polymeéres :

On peut diviser les polyméres utilisés pour 1’immobilisation des enzymes par
encapsulation en deux classes: les polyméres conducteurs eélectroniques ou meétaux
synthétiques et les polymeres non conducteurs. Un grand nombre de polymeéres ont été étudiés

comme I’illustre la figure 4.

1% 2% 3%

@ poly(m-diamincbenzene) W polyphéncl O polyaniline

0O poly(o-diaminobenzéne) | polypymrole a poly(vnylpyridine)

| polycarbonate Qnylon W acetate de cellulose
m nafion D autres

Figure 4. Polymeres utilisés dans I’élaboration d’électrodes enzymatiques [6].

2.1. Les polymeéres non conducteurs

Les travaux relatifs a I’utilisation de ces polymeres sont moins nombreux que ceux
concernant les polymeres conducteurs. On peut néanmoins citer plusieurs exemples de films
non conducteurs électroniques comme le poly(phénol) [7-9] (figure 6), le poly(pyrrole) sur-
oxydé [10] ou encore le poly(phénylénediamine) [11-12]. Leur utilisation se justifie
principalement par le fait que les produits obtenus peuvent avoir une incidence sur les
propriétés des films conducteurs, notamment sur la conductivité. En effet, la conductivité du
polypyrrole, par exemple, est affectée par la présence du peroxyde d’hydrogéne pouvant étre
produit lors de la réaction enzymatique comme 1’a démontré Bélanger et son équipe [13]. Ces

films permettent donc notamment de réduire les interférences électrochimiques [14].
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Figure 6. Mécanisme de polymeérisation du phénol [10].

Ces films sont donc utilisés uniquement pour leurs propriétés physiques (rétention de
la biomolécule et perméabilité sélective [14]). Du fait de leur propriété isolante, I’épaisseur de
ces films doit étre trés faible (10 a 100 nm) ce qui permet de limiter en outre les impératifs

dus a la diffusion des substrats et des produits liés a la catalyse enzymatique.

2.2. Les polymeéres conducteurs

L’utilisation de films polymeéres conducteurs s’explique par leur capacité d’augmenter
la sensibilité et la rapidité des électrodes. Ces polyméres sont ceux qui ont fait 1’objet du plus
grand nombre de travaux, notamment ceux concernant le poly(pyrrole) (figure 7) et ses
dérivés [15-18]. On peut néanmoins citer également d’autres types de polymeres utilisés ces

derniéres années comme la poly(aniline) [19-22] et le poly(thiophéne) [23-25] (figure 7).
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Figure 7. (a) Structure de films polyméres électrogénérés utilisés pour I'immobilisation de
biomolécules. (b) Mécanisme d’électropolymérisation du pyrrole.
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Ces films, qui servent a la rétention de la biomolécule, présentent la capacité de passer
de leur état oxydé a leur état réduit et inversement sous I’application d’un potentiel donné.
Cette propriété peut permettre notamment le transfert direct des électrons entre le site actif de
la biomolécule et le polymere si son potentiel est adapté. Il est possible de s’affranchir de
I’utilisation du médiateur dans certains cas. Ainsi le polyneutral red joue le réle de médiateur

pour la glucose oxydase [33].

2.3. Le polyneutral red (PNR)

Un grand nombre de films semi-conducteurs, notamment a base d’indicateurs colorés,
ont été utilisés dans 1’élaboration de bioélectrodes enzymatiques. En effet, leur propriété de
réversibilité, passage de la forme oxydée a la forme réduite et inversement sans étre altéré, en
fait une cible privilégiée pour 1’élaboration de ces systémes. Des électrodes modifiées par
I’électropolymérisation de viologene [26], de plusieurs dérivés de phénazines, de
phénoxazines ou encore de phénothiazines [27-28] ont eté étudiees ces derniéres années. Dans
certain cas, le film polymeére, comme par exemple le bleu de méthyléne ou encore le vert de
méthyléne [29-32] peut étre également utilisé comme médiateur dans les biocapteurs utilisant

des enzymes NAD dépendantes.

Parmi ces especes pouvant étre utilisées comme médiateur, le poly(neutral red) est un
candidat potentiel pour I’¢élaboration de bioélectrodes. Les films de poly(neutral red) ont ainsi
par exemple été utilisés en tant que médiateur pour la construction de biocapteurs pour la

détection de glucose, de pyruvate ou d’alcool [33].

Le polyneutral red est un dérivé de la poly(aniline) (figure 8). Développé initialement
comme indicateur de pH dans des systéemes biologiques [34], son utilisation a permis par la
suite la détermination de I'ADN a l'aide de méthodes optiques et électrochimiques [35]. Le
bloc de phénazine du neutral red, gréce a sa structure en anneau conjugué, est tres prometteur
pour la construction de polymeres conducteurs de bonne qualité. En effet, plusieurs dérivés de
phénazines, comme 1’azur A [36], I’azur B [37] ou encore le bleu de méthylene et le vert de

méthyléne [38-39], ont la capacité de s’électropolymériser.
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Figure 8. Schéma du couple d’oxydo-réduction du neutral red.

L’¢équipe de Nikolskii a été la premiére & décrire 1’obtention d’un film de polyneutral
red par 1’électropolymérisation en 1970 [40]. Au cours de la formation du film, il y a une
formation d’un radical par 1’oxydation du monomére. Ce radical va initier le processus de
polymérisation. Le polymére se forme par un couplage C-N et une structure possible du
polymere est illustrée sur la figure 9. Ce mécanisme de polymérisation a été démontré par

spectroscopie infrarouge et RMN [41].
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Figure 9. Structure chimique du tétrameére [41].

Les caractéristiques électrochimiques (allure du voltampérogramme et potentiel redox)
du polyneutral red ne présente aucune modification en comparaison de celles du monomere.
On peut donc en conclure que 1’¢laboration du film et sa croissance n’ont aucune incidence
sur les propriétés du systéme aromatique phénazine [40]. D’une fagon générale, la nature des
contre-ions est trés importante dans la polymérisation de polyméres conducteurs organigues,

car ils peuvent ameliorer sa conductivité [40]. 1l a été constaté que les ions nitrate sont trés
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importants pour la formation des PNR, ils catalysent I'électropolymerisation de neutral red
(NR) et stabilisent le polymére forme [42-45]. En conclusion, le neutral red, & l'instar des
anilines, contient un groupe amino primaire et peut étre polymérisé par voie électrochimique
dans des solutions acides, neutres ou basiques [46-47]. L’électropolymérisation se fait plus

précisement par voltampéerométrie cycligue.

Du fait de ces différentes propriétés et de sa capacité a étre utilisé comme médiateur de
diverses enzymes, le neutral red (3-amino-7-diméthylamino-2-méthylphénazine) a été tres
largement étudié pour 1’¢élaboration de systémes biocatalytiques et ce dans diverses
configurations [48-52]. En effet, il est capable aussi bien d’oxyder que de réduire le NAD,

cofacteur d’un grand nombre d’enzymes [53-54]. De ce fait, il a été proposé dans

I’élaboration de nombreux biocapteurs (tableau 1).

Glucose Glucose oxydase 5.34umol.L* 26.5 Glutaraldéhyde [55]
Glucose Glucose oxydase 0.81mmol.L™* 4 Sol gel [55]
Glucose Glucose oxydase 22umol.L*? 35 Glutaraldéhyde [33]
H,0, ;'::;i;?jis: 50umol.L* 70 Greffage covalent [56]
Pyruvate Pyruvate oxydase 34umol.L*! 0.1 Glutaraldéhyde [33]
Ethanol Alcool oxydase 29.7umol.L* 8.5 Glutaraldéhyde [50]
Glycérol Kinase +
Glycérol Glycerol-3- 3pmol L 6.4 Glutaraldéhyde [57]
phosphate oxydase

Aldéhyde oxydase +
Acétaldéhyde nicotine adenine 2.6umol.L* 85 Sol gel [48]

dinucleotide oxydase

Tableau 1. Exemple de biocapteurs utilisant la molécule de neutral red comme médiateur
d’enzymes.
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Comme nous I’avons signalé en introduction, il existe de nombreux points communs
entre le développement d’un biocapteur électrochimique et une demi-cellule électrochimique
de biopile a combustible : nécessité d’immobiliser le biorécepteur a 1’¢lectrode, d’optimiser le
transfert d’électrons ou encore d’utiliser des médiateurs au potentiel rédox optimum. De part
ses propriétés électrochimiques, le polyneutral red a ainsi également été utilisé dans

1’¢élaboration de biopiles a combustible (tableau 2).

Bactérie Glucose [58]

ADH Ethanol [59]

Tableau 2. Exemple de biopiles utilisant 1a molécule de neutral red comme médiateur d’enzymes
FAD ou NAD dépendantes.

La combinaison des propriétés de médiateur rédox du neutral red avec son caractére
filmogene en fait donc un trés bon candidat pour la réalisation d’une électrode enzymatique
en terme de transfert électronique élevé et de stabilité chimique. Dans ce travail, la glucose
oxydase a été immobilisée par encapsulation dans un film de polyneutral red afin de mettre au

point des bioélectrodes pour diverses applications.

En définitive, 1’élaboration de systemes biocatalytiques par 1’encapsulation de
biomolécules dans des films polymeres est une voie qui a connu un fort essor ces derniéres
anneées, par exemple pour des applications médicales (biocapteurs) ou dans le domaine des
bioénergies. Ces systémes présentent 1’avantage d’étre simple a mettre en ceuvre avec des
colts de revient relativement faibles, mais peuvent présenter des probléemes de
biocompatibilité et nécessiter un étalonnage fréquent pour les applications in vivo en capteur
[60].

60



3. Partie expérimentale : Matériels et méthodes
3.1. Produits chimiques et réactifs

Le neutral red est fourni par Aldrich et a été utilisé sans traitement préalable.

La glucose oxydase, GOx (EC 1.1.3.4), d’Aspergillus niger type X-S (poudre
Iyophilisée, 153000 unités/g), est fournie par Sigma. Les enzymes sont utilisées telles quelles
et sans traitement préalable.

Le D-(+)-glucose monohydrate provient de Fluka.

Les solutions tampon ont été préparées a partir d’eau ultrapure déionisée par un
systeme Milli Q (18.2 MQ.cm).

3.2. Appareillage et mesures

Les mesures électrochimiques ont été réalisées a température ambiante. Elles ont été
faites en utilisant un potentiostat Autolab PGstat 128N en interface avec un ordinateur PC et
piloté par deux logiciels GPES et Nova.

Une cellule a trois électrodes, composée d’une ¢€lectrode de travail, d’une contre
¢lectrode de platine et d’une électrode de référence au calomel saturée en KCl (provenant de

Metrohm), a été utilisée pour I’ensemble des expériences électrochimiques.

Les électrodes de travail sont des électrodes d’or elaborées par la Centrale de Micro et

Nanotechnologie de I’Université de Montpellier 2 par pulvérisation cathodique.

Le suivi des dépdts électrochimiques a été réalisé a 1’aide d’une microbalance a quartz.
Une électrode solidaire de la surface d’un quartz permet de réaliser les mesures simultanées
de la variation de fréquence de vibration du quartz, le potentiel et I’intensité de courant,

notamment, au cours de I’élaboration des électrodes.
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3.3. Elaboration des bioélectrodes

Une étude bibliographique et des travaux expérimentaux préliminaires nous ont permis
de définir les conditions de base pour la préparation du film de polyneutral red. Les
bioélectrodes Au/PNR/Enzyme sont ainsi obtenues a partir d’une solution de 1mmol.L™ de
neutral red dans un tampon phosphate de concentration 0.025 mol.L™ en présence de 0.1

mol.L™ de nitrate de sodium [45].

L’électropolymeérisation est réalisée par voltampérométrie cyclique a une vitesse de
balayage de 50 mV.s'. L’immobilisation de I’enzyme se fait au cours de

I’électropolymérisation dans le film de polyneutral red par encapsulation.

Les électrodes sont finalement rincées a 1’eau ultrapure et conservées a 4°C dans un

tampon phosphate a pH 6 avant chaque utilisation.

3.4. Mesures électrochimiques

Avant chaque mesure électrochimique, 1’ensemble des solutions et des électrodes sont
sorties du réfrigérateur afin de revenir a température ambiante. Les solutions de glucose sont

préparées dans de 1’eau ultrapure et conservées au réfrigérateur comme les solutions tampon.

Avant utilisation, les solutions de glucose sont conservées 24 heures de maniére a

permettre 1’équilibre de mutarotation du glucose.

3.5. Influence du pH des solutions tampon

L’influence du choix de la solution tampon (pH), pour I’élaboration du film de
polyneutral red, se fait par 1’étude des voltampérogrammes obtenus au cours de 1’élaboration
de ceux-ci. L’étude se fait notamment par la mesure de I’intensité des courants du couple
rédox du polyneutral red. L’ensemble des solutions utilisées sont des tampons phosphate a

0,025 mol.L™ utilisant comme électrolyte support le nitrate de sodium (0,1 mol.L™).
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3.6. Influence de la concentration de I’enzyme

L’influence de la concentration d’enzyme a été menée en déterminant la réponse de
I’électrode vis-a-vis d’une concentration de 0,1 m mol.L™ de glucose. Ceci a été réalisé pour
des bioélectrodes modifiées avec différentes concentrations d’enzymes dans la solution

d’¢électropolymérisation.

4. Résultats et discussions
4.1. Optimisation des conditions pour la mise au point du film de PNR
4.1.1. Choix de la nature de I'électrode

La nature de I’électrode est un des principaux parameétres a étudier pour la réalisation
d’¢électrodes enzymatiques de bonne qualité. Le substrat doit permettre la polymérisation avec
un bon rendement et 1I’obtention d’un film adhérent a 1’électrode. Un autre facteur a prendre

en compte est le colt du substrat.

De ce fait plusieurs matériaux ont été etudies, notamment des électrodes a base de
carbone (comme le PPF (Pyrolised Photoresist Film) préparé selon la procédure décrite en

référence [61], le diamant dopé bore [62]), ainsi que des électrodes d’or.
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Figure 10. Etude voltamétrique d’électropolymérisation du neutral red (Immol.L™) dans le
tampon phosphate (0,025mol.L-1, pH 6), NaNO; (0,1mol.L™") sur PPF (Pyrolised Photoresist
Film) (vitesse de balayage = 50 mV.s™).

La figure 10 représente un voltampérogramme obtenu lors de 1’électropolymérisation
du neutral red sur une électrode de PPF. Les pics B et C correspondent a un phénoméne
d’oxydo-réduction réversible. lls sont caractéristiques de la réponse rédox du polymere.
L’augmentation de D’intensit¢ des courants au cours des balayages rend compte de la
croissance du film a I’électrode avec le nombre des cycles. Une réversibilité du couple rédox
est observée (AEyi.= 220mV / ECS). Au premier balayage de potentiel, une oxydation débute
a 0,60 V / ECS, le pic de réduction correspondant n’apparait pas au cours du balayage retour.
Comme 1’ont proposé Yang et al. [63], ce pic est attribué a l'oxydation du monomere (le
neutral red) en un radical cation (figure 11a). Ce radical cation est trés instable et aura donc
tendance a perdre un ion hydrogéne pour former un radical (figure 11a). Cette méme équipe a

proposé un mécanisme d’électropolymérisation du neutral red (figure 11b).
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Figure 11. (a) Schématisation de I’oxydation du neutral red en radical cationique conduisant a la
formation d’un film a I’électrode. (b) Possible mécanisme de I’électropolymérisation du neutral
red.

La figure 12 représente un voltampérogramme obtenu lors de 1’électropolymérisation
du neutral red sur une électrode de diamant dopé bore. Les mémes pics caractéristiques de la
polymérisation du neutral red sont observés. Tout comme sur I’électrode de PPF, la
réversibilité du couple rédox associé au polymere (AE,ic=300mV / ECS) est observée avec un

signal (lox et lyeq) de plus grande amplitude.
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Figure 12. Voltampérogramme d’électropolymérisation du neutral red (Immol.L™) dans le
tampon phosphate (0,025mo|.L'1, pH 6), NaNO; (0,1mol.L™) sur les électrodes de diamant
dopées au bore (vitesse de balayage = 50 mV.s™).

La figure 13 représente un voltampérogramme obtenu lors de 1’électropolymérisation
du neutral red sur une électrode d’or. On note une augmentation des courants rédox associée
au polymeére plus rapide sur les trois premiers cycles suivie d’une stabilisation. A 1’issue de
I’¢électropolymérisation, la réversibilité du signal (AE;c=290mV / ECS) est du méme ordre de
grandeur que pour le PPF. Un signal moins important en terme d’intensité est observée en

comparaison avec les électrodes a base de carbone.
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Figure 13. Voltampérogramme d’électropolymérisation du neutral red (Immol.L™") dans le
tampon phosphate (0,025mol.L™, pH 6), NaNO; (0,1mol.L™) sur les électrodes d’or (vitesse de
balayage = 50 mV.s™).

Ces resultats permettent de déduire que le neutral red se polymérise sur différents
matériaux d’électrodes. Cependant méme si le dépot est effectif sur un substrat donné,
d’autres parametres entrent en compte et notamment 1’¢lectroactivité du film obtenu et plus
particulierement la réversibilité du couple rédox associé au polymére. En effet ¢’est le signal
qui sera exploité par la suite dans les applications visées. Bien que les courants rédox soient
plus importants sur les électrodes de BDD que sur les électrodes de PPF et d’or, il apparait

clairement que la réversibilité est meilleure sur ces deux dernieres.

Cependant, les électrodes d’or ont été préferées aux électrodes a base de PPF en raison

de la difficulté de synthése de ces dernieres.

4.1.2. Optimisation du nombre de cycles d’électropolymérisation

L’évaluation de la réponse de 1’¢lectrode au cours de la polymérisation a été étudiée en

fonction du nombre de cycles de balayage. L'oxydation du PNR augmente avec le nombre de
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cycles pour un nombre de balayage compris de 1 a 15. Cependant pour un nombre de cycles
supérieur a 15, on note une diminution de 1’amplitude du pic du courant d’oxydation du

couple d’oxydo-réduction du PNR (figure 14).
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Figure 14. Voltampérogramme d’électropolymérisation du neutral red (Immol.L™") dans le

tampon phosphate (0,025mol.L™, pH 6), NaNO; (0,1mol.L™) sur Por (vitesse de balayage = 50
mV.s™).

Ces résultats sont en accord avec les travaux réalisés par plusieurs équipes, et
notamment par celle de Christopher M.A. Brett [40]. Un trop grand nombre de cycles de
polymérisation entraine une diminution de la surface électrochimiquement active de
I’électrode. Cet effet va diminuer le rendement de polymerisation, ce qui va donc ralentir la

croissance du film voire méme la stopper a partir du quinzieme cycle dans nos conditions de
travail.
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4.1.3. Optimisation du pH de la solution

L’étude de I’influence du pH sur le comportement du film de PNR a été faite par
I’évaluation des intensités des courants relatifs aux couples rédox. Les figures 15 montrent les
voltammogrammes, obtenus a différents pH aprés transfert des films préparés précédemment

dans un électrolyte support exempt de monomere.

Le couple rédox du neutral red est fortement dépendant de 1’acidité de la solution et la
protonation du neutral red varie avec le pH. L’équipe de Christopher M. A. Brett et al [42] ont

proposé, en 2007, les équations d’oxydo-réduction du neutral red en fonction du pH :

4,4<pH<6,3 NRH' + 2H" + 26 «<— NRH;"
6,3<pH <6.7 NRH" + H" + 2¢” — NRH,
6,7<pH<11,5 NR +2H" + 2¢” — NRH,
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Figure 15. Voltampérogramme de la réponse électrochimique d’électrodes d’or (0,82 cm?)
modifiées avec du polyneutral red (15 cycles) dans le tampon phosphate (0,025mol.L™, pH 6),
NaNO; (0,1mol.L™) a différents pH (vitesse de balayage = 50 mV.s™).
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5 150 181

6 200 183

7 200 108

Tableau 3. Caractéristiques électrochimiques des électrodes modifiées par le polyneutral
transférées dans un électrolyte support exempt de monomere.

D’une fagon générale, le pic de réduction pour un potentiel inférieur & -0.75 V/ ECS
correspond a la réduction de 1’eau. Ces résultats nous donnent un pH optimum pour la réponse
électrochimique du polyneutral red pour un pH de 5 et 6. En effet, nous observons de
meilleures intensités des courants d’oxydation et de réduction a ces pH et une meilleure

réversibilité pour le pH 5.

Dans la suite, I’étude de la réponse des films de polyneutral red a été faite pour
I’ensemble des électrodes a un pH de 6 car celui-ci se rapproche le plus du pH physiologique
nécessaire a la bonne activité de I’enzyme, en ’occurrence la glucose oxydase et ’alcool
déshydrogénase. Ce pH a notamment été utilisé dans un grand nombre de publications [40,
42, 60].

4.1.4. Caractérisation par microscope électronique a balayage

L’observation au microscope électronique a balayage (MEB) a également été réalisée
sur des électrodes d’or avant et aprés électropolymérisation dans les conditions optimales
(figure 16).
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Figure 16. Image MEB du profil d’une surface d’or modifiée avec un film de PNR. Le dépét d’or
a une épaisseur de 40nm.

Une coupe de la couche du polymeére observé nous a permis d’évaluer 1’épaisseur du
film, préparé par 15 cycles de balayage. Cette technique nous donne une épaisseur de 1’ordre

de 120 nm pour le film de polyneutral red et de 40 nm pour le dépdt d’or.

4.1.5. Caractérisation par spectroscopie infrarouge

La figure 17 représente les spectres infrarouge du neutral red (a) et du polyneutral red
déposé sur une électrode d’or (b). Les pics de vibration d'étirement de la liaison N-H pour le
monomeére se situent a une longueur d’onde de 3306 et 3118 cm™, alors que pour le film de
polyneutral red, il y a une seule bande trés large centrée & une longueur d’onde de 3351 cm™.
Ceci est en adéquation avec les résultats obtenus par 1’équipe de Chuanxiang Chen et al [46],
et montrent que la polymérisation se fait par la « transformation » d’une amine primaire en
une amine secondaire, donc par un couplage amino. De plus, cette méme équipe a montré que

ce couplage des monomeres se fait en ortho.
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Figure 17. Spectre infrarouge du monomeére neutral red (a) et du polymere (PNR) (b) sur
surface d’or.
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4.1.6. Caractérisation par microbalance a quartz

Des électropolymérisations ont été réalisées également sur des électrodes en or,
préparées a partir des cristaux de quartz piézoélectrique 6 MHz avec une surface d’exposition
de 0,82 cm?. La variation de la fréquence en fonction du potentiel est représentée sur la figure
18. Le dépdt de la couche polymere a lieu pour un potentiel supérieur a 0.65V / ECS. Ce
potentiel correspond a 1’oxydation du monomere, neutral red dans nos conditions de travail.
La croissance du film est enregistrée tout au long des cycles de polymérisation comme le
prouve la baisse continue de la fréquence de vibration du quartz de 1’électrode (augmentation

de masse sur la surface du substrat d'or).

Potentiel (V /ECS)

-1 -0.8 -0.6 -04 -0.2 0 0.2 04 06 08 1

-200 - \

-400

AFrequence (Hz)

-600

-800

-1000

Figure 18. Variations de fréquence enregistrées au cours de I’électropolymérisation du neutral
red (Immol.L™") dans le tampon phosphate (0,025mol.L-1, pH 6) en présence de NaNO;
(0,1mol.L™") sur microbalance 2 cristal de quartz équipé d’un dépdt d’or (AuQCM) (vitesse de
balayage = 50 mV.s™).

Néanmoins, comme le montre la figure 19 représentant la variation de la fréquence

relevée a 1V entre deux cycles consécutifs de polymérisation, la croissance du polymere n’est
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pas linéaire en fonction du nombre de cycles. Ce phénomeéne est lié a une diminution de la
surface électrochimiquement active de I’¢lectrode modifiée au cours de 1’¢électrosynthése qui

limite le dépdt électrochimique.
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Figure 19. Variation de la fréquence de vibration du quartz a E = 1V / ECS en fonction du
nombre de cycles de polymérisation.

La variation de la masse de polymére déposée sur 1’¢électrode a été déterminée gréce a

la relation de Sauerbrey :

f

S(pqtt

Af =-2 Am=C;Am

)1/2

Avec :

Af : variation de fréquence du quartz
Am : variation de masse

fo : fréguence de résonance du cristal
S : surface de cristal piézoélectrique

pq : densité du quartz

Hq : module de cisaillement du quartz

Cs.: coefficient de proportionnalité
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Le quartz utilisé a une fréquence de vibration fondamentale égale a 6 MHz. Pour cette

fréquence le coefficient de proportionnalité Ci est égal & 0,0851 Hz. ng™t.cm™.

La masse de polymére déposée sur I’électrode a été évaluée & environ 11 pg.cm™. De
plus connaissant 1’épaisseur du film (120 nm), nous pouvons estimer la masse volumique du
film de polyneutral red & 900 mg.cm™. Cette faible valeur, en comparaison & d’autres
polyméres comme le polypyrrole (1480 mg.cm™®) [64], peut s’expliquer par une SOUS

estimation des variations de fréquence lors de la croissance du film.

Les électrodes, apres rincage dans une solution tampon pH 6, ont été étudiées dans ce
méme milieu en présence de 0.1 mol.L™" de nitrate de sodium et en I’absence de monomére.
Les électrodes modifiées ont été soumises a des balayages de potentiel entre 0 V et -1 V.
L’enregistrement des variations de fréquence en fonction du potentiel (figure 20) montre un
changement de masse réversible au cours du cycle de potentiel. Ce changement de masse est
dd a I’insertion et a I’expulsion du solvant protoné lors du cycle rédox de polymére selon

I’équilibre suivant :

NRH' + 2H" + 26 «— NRH;"

Ces resultats sont en corrélation avec ceux obtenus par G. Inzelt and E. Csahok [44].
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Figure 20. Variation de fréquence enregistrée en fonction du potentiel pour une électrode d’or
modifiée avec un film de polyneutral red dans le tampon phosphate (0,025mol.L™, pH 6), NaNO,
(0,1mol.L™Y) (vitesse de balayage = 50 mV.s™).

4.2. Elaboration et caractérisation des bioélectrodes

Comme les performances de la bioélectrode sont liées de facon étroite au mode
d’immobilisation de I’enzyme, plusieurs paramétres ont été étudiés notamment par

¢lectrochimie et au moyen d’une microbalance a cristal de quartz.

4.2.1. Caractérisation par microbalance a cristal de quartz

Les électrodes sont préparées a partir des solutions de NR contenant de la glucose
oxydase a différentes concentrations, soit respectivement, 4 mg/mL, 2 mg/mL, 1 mg/mL,
0,5 mg/mL et 0,25 mg/mL. Les voltammogrammes d’électropolymérisation, réalisés en
présence et en absence d’enzyme sont donnés respectivement sur les figures 21 (a) et 21 (b).
Les ¢lectropolymérisations on été conduites jusqu’a 15 cycles ce qui correspond a la limite de

la croissance avant passivation trop importante de la surface. Il apparait clairement que
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I’enzyme n’entrave pas la formation du film mais méme qu’au contraire sa présence semble
rendre 1’électrosynthése plus homogene. En effet, la croissance du pic (B) correspond a
I’oxydation du polymeére donc a une augmentation de 1’épaisseur du film plus uniforme sur la
figure 21 (b) que 21 (a). Le fait d’électropolymériser en présence d’une protéine de taille non
négligeable (de ’ordre de 4 a 7 nm) devant 1’épaisseur du film (120 nm) peut expliquer cet

effet de structuration de la couche.
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Figure 21. Voltampérogramme d’électropolymérisation du neutral red (Immol.L™") dans le
tampon phosphate (0,025mol.L™*, pH 6), NaNO; (0,1mol.L™) sur I’or en absence (a) et en
présence (b) d’enzyme (Img/mL) (vitesse de balayage = 50 mV.s™).
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Sur la figure 22, sont représentées les variations de fréquence de vibration du quartz
lors de I’élaboration des bioélectrodes (par voltampérométrie cyclique), en fonction du temps.
Nous avons choisi une représentation en fonction du temps et non plus du potentiel de
maniere a comparer la valeur finale de la variation de fréquence (donc de la masse déposée) a

I’issue de la préparation de la bioélectrode.
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Figure 22. Variations de fréquence enregistrées au cours de I’électropolymérisation du neutral
red (Immol.L™) dans le tampon phosphate (0,025mol.L™*, pH 6), NaNO; (0,1mol.L™") sur des
électrodes d’or en présence de I’enzyme glucose oxydase a différentes concentrations (vitesse de
balayage = 50 mV.s™).

Les variations de frequence montrent une masse maximale de dépdt pour une
concentration d’enzyme de 2 mg/mL. Cette masse comprend aussi bien celle de I’enzyme que
celle du polymeére déposé sur I’¢lectrode. On note de plus pour une concentration de 4mg/mL
d’enzyme une diminution de la masse par rapport a I’¢lectrode réalisée pour une concentration
de 2 mg/mL. Ces résultats tendent a prouver qu’une quantité trop importante d’enzyme dans
la solution inhibe ou du moins entrave la polymérisation du neutral red. L’effet structurant
montré précédemment par voltampérométrie cyclique atteint donc une limite pour des

concentrations importantes en enzyme (>2 mg/mL).
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4.2.2. Caractérisation électrochimique
Courbe d’étalonnage

En faisant I’hypothése que I’enzyme a la méme activité en solution qu’encapsulée,
I’augmentation de courant d’oxydation pour une concentration donnée en substrat en excés va
nous permettre d’estimer ’activité de I’enzyme encapsulée grace a une courbe étalon
représentant 1’intensit¢é du courant d’oxydation en fonction de la quantité d’enzyme en
solution. Une solution de 1mmol.L™* de neutral red dans 0,025mol.L™ de tampon phosphate
en présence de 0,1mol.L™* NaNO; et 0,Imol.L™" de glucose a été préparée. La réponse
électrochimique (augmentation du courant d’oxydation) en présence de différentes
concentrations d’enzyme a été ainsi étudiée comme decrit sur la figure 23. L’ensemble des

espéces intervenant dans la réaction enzymatique est en solution.

NR..q ) ( ) C Glucose
G0X,oq Gluconolactone

Figure 23. (a) Schématisation de I’expérience permettant la construction de la courbe étalon (b)
Chaine électrochimique de la glucose oxydase en présence du neutral red (NR, médiateur de la
réaction) et du glucose dans un tampon phosphate pH 6.

Les voltammogrammes de la réponse électrochimique du neutral red en fonction de la
concentration en enzyme sont reportés sur la figure 24 dans le tampon phosphate (0,025mol.L
! pH 6), NaNO3 (0,1mol.L™) et glucose (0,1mol.L™") sur I’or. Le glucose étant en exces,
I’ajout d’enzyme va entrainer une augmentation des courants d’oxydation due a

I’augmentation de quantité de glucose susceptible de réagir.
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Figure 24. Voltampérogramme de la réponse du neutral red (Immol.L™) a différentes
concentrations d’enzyme dans le tampon phosphate (0,025mol.L™*, pH 6), NaNO; (0,1mol.L™) et
glucose (0,1mol.L™Y) sur électrode d’or (vitesse de balayage = 50 mV.s™).

La figure 25 représente la courbe d’étalonnage issue des voltampérométries cycliques
de la figure 24. Les courants d’oxydation ont été relevé au potentiel de -0,52V / ECS. Ce
potentiel correspond au potentiel pour lequel le courant d’oxydation du neutral red est
maximum. Cette courbe présente une réponse linéaire. La réponse du neutral red vis-a-vis
d’une concentration de 0,1mol.L™* de glucose est donc proportionnelle & la concentration en
enzyme. Nous avons donc une courbe de calibration qui permettra de quantifier I’enzyme

active & une concentration de 0,1mol.L™ en glucose.
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Figure 25. Courbes d’étalonnage de la quantité de GOx dans une solution de glucose (0,1mol.L™)
sur une électrode d’or dans un tampon phosphate (0,025mol.L™, pH 6), en présence de NaNO,
(0,1mol.L") pour différentes concentrations d’enzyme. Densité de courant relevée sur le
voltampérogramme a -0.52V / ECS (fig.24) et 25°C.

Réponse électrochimique des bioélectrodes

L’étude de la réponse des électrodes modifiées par la glucose oxydase encapsulée dans
le PNR a été faite vis-a-vis d’une solution de glucose a 0,1M dans une solution tampon de
phosphate a pH 6. Cette étude a été réalisée pour les électrodes préparées a partir d une
solution a deux concentrations d’enzyme (tableau 4). Les augmentations des densités de
courant d’oxydation du polyneutral red liées a I’effet catalytique de 1’enzyme (figure 26),

dans les différents cas de figures, sont répertoriées dans le tableau 4.
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Figure 26. Voltampérométrie cyclique du polyneutral red (1 mmol.L™") dans une solution
tampon (pH6) en présence de NaNO; (0,1mol.L™) avant ajout (a) et aprés ajout (b) de glucose
(0,1mol.L™) sur une électrode modifiée avec du polyneutral red et de la glucose oxydase
encapsulée (Img/mL) (vitesse de balayage = 50 mV.s™).

Img/mL (153 unités/mL) 75 pA.cm™ 30 unités.mL™

2mg/mL (306 unités/mL) 87 pA.cm™ 32 unités.mL™

Tableau 4. Evaluation de I’activité enzymatique des électrodes.

Les résultats répertoriés dans le tableau 4 montrent une bonne activité de 1’enzyme
encapsulée. Cependant, 1’équivalence en concentration d’enzyme en solution présente peu de

différence en fonction du mode de préparation de la bioélectrode.

Au regard de ces données et des résultats obtenus par la caractérisation par
microbalance a quartz, on peut penser que seule une partie des enzymes encapsulées participe
a Deffet catalytique de la bioélectrode. En effet, la caractérisation par microbalance a quartz a
montré que les électrodes préparées a partir de solution de neutral red contenant 2 mg/mL
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d’enzymes présentent une plus grande quantité de protéines que les éelectrodes préparées a

partir de solution de neutral red contenant 1mg/mL d’enzyme.

On peut donc en conclure que le substrat de I’enzyme ne peut avoir acces a la totalité
du biocatalyseur. Cette limitation peut s’expliquer par des effets de diffusion qui sont le
principal facteur limitant de ce type de systéme. Dans la suite du travail, les bioélectrodes

seront donc systématiquement préparées a partir d’une solution d’enzyme a Img/mL.

5. Conclusion

Ces résultats montrent bien que la glucose oxydase a été retenue efficacement a la
surface de 1’électrode au vue des donnees de la caractérisation QCM obtenues ainsi que les

augmentations de courant obtenue pour ces électrodes en présence de glucose.

De plus, les meilleures conditions de travail et d’élaboration du systéme catalytique
ont été déterminées. Ces bioélectrodes permettent donc un contact intime entre le site actif de

I’enzyme et le médiateur (polyneutral red) utilisé comme matrice de confinement.
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CHAPITRE 1 :
IMMOBILISATION PAR
LIAISON COVALENTE

DE LA GLUCOSE
OXYDASE
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1. Généralité

L’immobilisation covalente (figure 1) permet de fixer des enzymes sur un support
grace a des liaisons spécifiques [1-4]. En général, cette technique nécessite la
fonctionnalisation du support par des molécules chimiques différentes et variées, appelées

linker, afin d’obtenir des groupements fonctionnels.

enzyme

XX
x Xy X, X Oy )y
fonctionnalisation activation Greffage enzyme
Support vierge Support fonctionnalisé Support fonctionnalisé Support modifie

etactive

Figure 1. Schéma de principe de la technique d’immobilisation covalente.

Cela permet une meilleure maitrise de la densité et de la distribution des biomolécules
a la surface. De plus, cette méthode d’immobilisation donne une reproductibilité accrue au
cours du temps. En effet, la « solidité » des liaisons covalentes permet de travailler dans des
conditions plus drastiques avec ainsi une meilleure résistance aux modifications de pH ou de
température, par exemple. La variété des groupes fonctionnalisables (amine, carboxyle,
sulfhydryle, thiol et imidazole) est un atout non négligeable. Cette propriété donne une plus
grande palette dans le choix de la méthode la plus adaptée pour immobiliser une enzyme, ce

qui explique la variété des voies de greffage chimique actuellement développées (figure 2).
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Greffage par le glutaraldéhvde

Figure 2. Principales méthodes chimiques de greffage d’une enzyme (noté Enz) [33].

Cependant, les différents groupements intervenant dans 1’immobilisation covalente
sont, de fagcon générale, tres peu réactifs et nécessitent d’étre activés dans un premier temps.
Deux cas de figure peuvent se présenter puisque 1’0n peut activer soit les groupes de

I’enzyme, soit le support.

2. Les différentes méthodes de fonctionnalisation de surface

La fonctionnalisation du support est une étape fondamentale du processus
d’immobilisation covalente de 1’élément biologique. Il faut savoir qu’il existe deux familles

de support :

» Les supports organiques comme les polymeéres (polystyrene [5], polyéthyléene
[6], polypropyléne [7] etc.) et les polyosides (chitosane [8], dextrane [9],
acétate de cellulose [10], nitrate de cellulose [11] etc.). Ces supports sont trés
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réactifs et présentent I’avantage de pouvoir étre facilement activés par

différentes techniques chimiques.

» Les supports inorganiques comme la silice [12], les métaux [13] ou encore les
alumino-silicates. Ceux-ci présentent 1’avantage d’étre trés stables, dans la

plupart des cas, ce qui cependant les rend tres peu réactifs.

Il existe plusieurs méthodes de fonctionnalisation comme par exemple :

» lavoie chimique,
» lirradiation UV (activation photochimique),
» le traitement plasma,

» lavoie électrochimique.

2.1. Fonctionnalisation par voie chimique

Pour la modification chimique de surface, le matériau est traité avec différents réactifs
qui permettront d’engendrer des groupes fonctionnels de surface. Cette technique est plus

adaptée aux substrats poreux que les autres du fait de son pouvoir pénétrant plus important.

Des mélanges contenant de 1’acide chromique ou du permanganate de potassium dans
de I’acide sulfurique ont été utilisés notamment pour fonctionnaliser des poly(éthylénes) ou
des poly(propyléenes) [14]. Goddart et ses collaborateurs [15] ont proposé aussi une méthode
de fonctionnalisation de films de poly(éthyléne) (figure 3) au moyen d’une solution aqueuse
de trioxyde de chrome anhydre, d’eau déionisée et d’acide sulfurique a 70°C suivi du greffage
du polyéthyleneimine par la méthode de Kingshott [14].

NH, NH, NH,

Methode
de NH NH
Oxydation Kingshott 2 2
Film poly({éthylene) Film poly{éthylene) oxydé Support fonctionnalisé

Figure 3. Schéma du principe de fonctionnalisation de Goddart et ses collaborateurs [15].
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Cette méthode présente le gros avantage de pouvoir étre mise en ceuvre dans la plupart
des laboratoires puisqu’elle ne nécessite pas d’équipements spécifiques. Cependant, des
déchets chimiques toxiques et corrosifs sont produits et peuvent conduire & une gravure

irréguliere de la surface.

2.2. Fonctionnalisation par irradiation UV

Certains polyméres, sous I’exposition de lumicére UV, peuvent générer des sites
réactifs, voir des groupements fonctionnels en présence de certains gaz. Cette technique
présente I’avantage de permettre de controler la profondeur de la réactivité de la surface en
modifiant la longueur d’onde du rayonnement UV et donc le coefficient d’absorption [16].
Cependant le traitement peut modifier les propriétés optiques du polymere. De plus, le
rayonnement peut étre stoppé par certaines particules, ce qui donnera des surfaces non

homogeénes.

L’irradiation UV a notamment été utilisée afin de générer des groupements
fonctionnels (acide carboxylique a la surface de film de poly(methyl methacrylate) [17]) ou
encore pour immobiliser des enzymes a la surface de support de poly(styrene) en activant
ceux-ci [18]. Cette technique a également permis de photoimmobiliser la N-vinylpyrrolidone

a la surface de poly(propyléne) au moyen de polymérisations radicalaires [19].

2.3. Fonctionnalisation par traitement plasma

Le plasma est un état d’énergie élevée de la matiére dans lequel un gaz est
partiellement ionisé en particules chargées, électrons et molécules neutres. Cette technique
repose sur des collisions inélastiques entre un électron et des atomes ou molécules, ce qui
conduira a la création d’espéces gazeuses réactives radicalaires ou moléculaires par le
transfert d’une partie de 1’énergie de 1’électron a I’atome ou la molécule (figure 4). Cette
méthode de fonctionnalisation présente I’avantage de ne nécessiter 1’utilisation d’aucun
solvant et n’engendre aucun déchet chimique. Elle présente en outre une bonne résistance

chimique et physigue. Cependant, cette technique ne peut se faire que grace a un équipement
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assez lourd et spécifique. De plus, les résultats sont difficilement reproductibles d’un

laboratoire a I’autre du fait du grand nombre de parametres entrant en compte.

Entrée gaz

| Chambre de réaction sous vide

Espéces

excitées du gaz Décharge luminescente [ ]

~ /

Molécules modifiées
chimiguement

Substrat

Source RF 3& Sortie gaz Electrode de masse

Figure 4. Schéma du principe de fonctionnalisation par traitement plasma.

Le type de fonctionnalisation de surface dépendra du gaz plasma utilisé (Ar, N,, O,
H,0, CO,, NHj3) et des paramétres de fonctionnement (pression, puissance, temps et débit du
gaz) [20].

2.4. Fonctionnalisation par voie électrochimique

La fonctionnalisation par voie électrochimique ou électrogreffage est une technigque
qui va permettre la création contrdlée de liaisons fortes entre un substrat et un film ou une
molécule organique. Cette méthode peut se diviser en deux étapes, d’abord une étape de
greffage puis une étape de croissance de la couche. Ce processus est initié électriquement et
nécessite que 1’¢lectrode soit polarisée pour la premicére étape mais pas pour la seconde
(figure 5). Sa mise en ceuvre se fait selon deux modes distincts (le mode direct ou indirect)
selon que le substrat soit connecté électriquement ou pas. Cette technique permet de réaliser
un greffage localisé sur diverses surfaces et ce a diverses échelles. De plus, elle est assez
simple a mettre en ceuvre, rapide et économique. Elle peut permettre d’évaluer la quantité de

composés organiques déposés a partir du moment ou le mécanisme de dép6t est connu.
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Figure 5. Schéma du principe de I’électrogreffage des sels de diazonium.

Parmi les composés utilisés dans la fonctionnalisation par voie électrochimique, les
sels de diazonium font partis des plus populaires et des plus appréciés [21-24]. Un grand
nombre de travaux ont été publiés ces derniéres années sur la réduction de ces sels sur
différents types de substrats permettant de générer divers groupes fonctionnels a leur surface.
Cependant, I’utilisation de sels de diazonium peut engendrer plusieurs inconvénients [25]. En
effet, la synthese des sels de diazonium doit étre faite en milieu acide de I'amine
correspondante avec comme réactif NaNO,. Cette synthése est suivie par une éetape de
séparation et de purification pas toujours simple a mettre en ceuvre avant la réduction
électrochimique proprement dite. D’autres voies électrochimiques permettant une
fonctionnalisation in-situ de substrats conducteurs ont donc également fait 1’objet d’études,

notamment par 1’électro-oxydation d’amines aliphatiques [26-28].

Dans le but de développer une méthode efficace pour le greffage de la glucose
oxydase sur des électrodes modifiées par des amines primaires, nous avons étudié ici I'électro-

oxydation de diamine sur des surfaces de carbone vitreux. Cette partie du travail est plus
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particulierement consacrée a I'optimisation des conditions de greffage de I’enzyme et a I’étude

de la stabilité du systéme obtenu.

3. Partie expérimentale : Matériels et méthodes
3.1. Produits chimiques et réactifs

L’éthylénediamine (ED), le butanediamine (BD), I’heptanediamine (HP) et le

dodécanediamine (DD) sont fournis par Aldrich et utilisés sans traitement préalable.

La glucose oxydase, GOx (EC 1.1.3.4), d’Aspergillus niger type X-S (poudre
Iyophilisée, 153000 units/g), est fournie par Sigma et utilisée telle quelle.

Le ferrocéne méthanol (FCOH) [(Hydroxyméthyl)ferrocene] et les sels de ferrocyanure

proviennent d’Aldrich.

Le 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) et la N-hydroxy-

succinimide (NHS) sont respectivement fournis par Fluka et Aldrich.
Le D-(+)-glucose monohydrate provient de Fluka.

Toutes les solutions aqueuses, y compris les solutions tampon, ont été préparées a

partir d’eau ultrapure déionisée par le systéme Milli Q (18,2 MQ.cm).

3.2. Appareillage et mesures

Les mesures électrochimiques ont été réalisees a température ambiante au moyen d’un
potentiostat Autolab PGstat 128N (Metrohm) interfacé et piloté par les logiciels GPES ou

Nova.

Une cellule a trois électrodes, composée d’une électrode de travail, d’une contre
¢lectrode de platine et d’une électrode de référence au calomel saturée en KCI (provenant de

Metrohm), a été utilis€ée pour I’ensemble des expériences €lectrochimiques.
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Des électrodes de travail en carbone vitreux (0,07cm? Material Mates) et en or,
élaborée par la Centrale de Micro et Nanotechnologie de 1’Université de Montpellier 2 par
pulvérisation cathodique, ont été utilisees.

3.3. Greffage covalent

Avant utilisation, les électrodes de carbone vitreux sont polies grace a une préparation
diamantée de Mecaprex (1 um) et rincées a 1’eau ultrapure. Puis, elles sont conditionnées par
cyclage dans une solution d’acide sulfurique a 0,2mol.L™! dans une gamme de potentiel
comprise entre 0,5 et 1,5 volts / ECS & une vitesse de balayage de 50 mV.s? jusqu’a

I’observation d’un voltammogramme stable.

Les électrodes d’or sont utilisées telles quelles.

3.3.1. Fonctionnalisation des surfaces

La fonctionnalisation de la surface des électrodes par des fonctions amines primaires
se fait par voie électrochimique (électrogreffage). L’électrode de travail est immergée dans
une solution de 6 mmol.L™* de diamine dans 1’acétonitrile contenant 0,05mol.L™ de NBu,BF,

comme électrolyte support.

Dans le cas des électrodes de carbone vitreux, un balayage de potentiel entre 0,3 V et
1,7 V / ECS & 100 mV.s™ est effectué afin d’oxyder les groupements amines des diamines.
Dans le cas des électrodes d’or, le balayage se fait sur une gamme de potentiel compris entre
0,3V et1,4V/ECS. Ces électrodes d’or seront utilisées pour faciliter les caractérisations par
microscopie a force atomique et par spectroscopie de photoélectrons X compte tenu des
surfaces disponibles plus importantes. La fonctionnalisation a éte réalisée a différents

nombres de cycle (1, 3, 6 et 9).

Avant toutes caracterisations, les électrodes fonctionnalisées subissent deux cycles de

ringage (acétonitrile / eau ultrapure) puis sont séchées sous azote.
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3.3.2. Greffage des enzymes

L’immobilisation des enzymes sur les électrodes fonctionnalisées précédemment par
des amines primaires se fait par une méthode de greffage chimique. Le milieu réactionnel est
une solution tampon contenant la glucose oxydase et les agents de couplage, EDC et NHS aux

concentrations suivantes :
> 8mg.mL™ de EDC
> 1mg.mL* de NHS
> 1mg.mL™ de GOx
> Tampon a 0.1mol.L™

Cette solution est mise sous agitation « douce » pendant une heure a température
ambiante. Ensuite, les électrodes y sont immergées pendant 2 heures a température ambiante,
puis conservées 12h a 4°C dans cette méme solution. Cette période de conservation permet la
réaction entre les groupements carboxyliques activés par ’EDC et les fonctions amines des

électrodes.

Les électrodes sont, ensuite, rincées a 1’eau ultrapure et conservées a 4°C dans un

tampon phosphate a pH 6 avant chaque caractérisation.

4. Résultats et discussions
4.1. Electrogreffage de I’éthyléne diamine

Comme nous I’avons présenté¢ précédemment, le greffage covalent des enzymes a
I’électrode ne peut se faire qu’aprés fonctionnalisation des surfaces. Cette fonctionnalisation
sera faite dans notre cas par électrogreffage en voltampérométrie cyclique. La figure 6
présente une voltampérometrie (6 cycles) dans une solution d’éthylenediamine (ED) dans
I'acétonitrile en présence de 0,05mol.L™* NBu,BF,, utilisé comme électrolyte support, sur une

surface de carbone vitreux.
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Figure 6. Voltampérogramme de I’électrogreffage de I’éthylénediamine (6mmol.L™") dans

I’acétonitrile en présence de NBu,BF, (0,05mol.L™) sur une électrode de carbone vitreux (Vitesse
de balayage = 100 mV.s™).

Le pic positif a 1330 mV / ECS est lié a lI'oxydation des amines. Le greffage de
1I’éthylénediamine sur le carbone vitreux se fait en deux étapes selon les réactions décrites
figure 7. L oxydation a 1330 mV conduit a la formation d’un radical cation. Ce radical réagira
avec le support pour former une liaison covalente CN.
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Figure 7. Représentation schématique de I'électro-oxydation de I’éthylénediamine (ED) sur une
électrode de carbone vitreux (GC).

La diminution du pic d’oxydation de I’éthylénediamine avec l'augmentation du
nombre de cycles de balayage montre que le greffage conduit a la passivation d'électrode tel
que proposé par Downard et al. [29].
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L’¢électrogreffage de I’éthylenediamine a également été reéalisé sur des électrodes d’or
(figure 8). Tout comme pour les électrodes de carbone vitreux, la réaction est initiée par
voltamétrie cyclique mais sur une gamme de potentiel moindre. En effet, la surtension
d’oxydation de 1’éthylénediamine sur 1’or est plus basse que sur les électrodes de carbone

vitreuX. Le pic d’oxydation de I’amine est observé pour un potentiel de 940 mV / ECS.
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Figure 8. Voltampérogramme de I’électrogreffage de I’éthylénediamine (6mmol.L™") dans

Pacétonitrile en présence de NBu,BF, (0,05mol.L™) sur une électrode d’or (vitesse de balayage =
100 mV.s™).

4.2, Caractérisation électrochimique des surfaces modifiées a I’éthylenediamine

La caractérisation électrochimique se fait par voltampérométrie cyclique d’une
solution aqueuse & 1 mmol.L™* de ferricyanure dans KCI (0,1mol.L™") et d’une solution &
1mmol.L™" de ferrocéne méthanol dans I’acétonitrile et NBusBF, (0,05mol.L™). L’ensemble

des mesures est realisé sur des électrodes de carbone vitreux, futur substrat des biocapteurs.

La voltampérométrie de la solution de ferricyanure obtenue sur I'électrode de carbone
vitreux avant eélectrogreffage et sur des électrodes modifiées par eélectro-oxydation

d’éthylénediamine (3 et 9 cycles) est donnée figure 9. La forme et D’intensité du
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voltampérogramme apres 3 cycles d’oxydation est similaire a celui obtenu avant oxydation.
Cependant, on observe une variation des potentiels d’oxydation apres 9 cycles d’oxydation.
En effet, 1’écart entre le potentiel du pic d’oxydation et le potentiel du pic de réduction (AEp)
passe de 80 mV avant modification a 150 mV aprés 9 cycles d’oxydation. La réversibilité de
la réaction rédox mettant en jeu le couple Fe(lll)/ Fe(ll) a donc diminué apres
I’électrogreffage de 1’éthylénediamine. Ces résultats peuvent s’expliquer par l'augmentation
de la densité des fonctions amines a la surface de 1’¢électrode avec le nombre de cycles

d’oxydation. Cette augmentation va avoir tendance a diminuer le taux de transfert d'électron.

30
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Figure 9. Voltampérogramme de la solution aqueuse de ferricyanure (Immol.L™") dans KCI
(0,1mol.L™) sur électrodes de carbone vitreux avant électrogreffage (— ), et modifiées par 3

cycles ( =), et 9 cycles ( —) d’électro-oxydation de I’éthylenediamine (vitesse de balayage 100
mV.s™?).

De la méme fagon, une solution de ferrocéne méthanol dans 1’acétonitrile a été utilisée
pour caractériser les propriétés électrochimiques de la surface modifiée. La voltampérométrie
d’une solution de ferrocéne méthanol & 1mM en présence de 0,05mol.L™" de NBu,BF, est
donnée, avant et apres modification de la surface par 6 cycles d’électro-oxydation de
I’éthylenediamine, figure 10 (a) et (b). La figure 10 (a) montre la bonne réversibilite du
couple rédox (AEp = 100 mV) sur I’¢lectrode de carbone vitreux avant modification. Par

contre pour I'électrode modifiée, les pics du courant anodique et cathodique sont nettement
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inférieurs. Cette inhibition s’explique par l'effet de blocage de la surface passivée. Ces
résultats sont également compatibles avec la formation d'une couche nanométrique
d’alkylamines comme proposé par Cruicksbank et al. [30]. Dans des conditions similaires, ces

auteurs ont mesuré par microscopie a force atomique une épaisseur de film de 2,6 nm.
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Figure 10. Voltampérométrie cyclique de la solution de ferrocéne méthanol (Immol.L™) dans
I’acétonitrile avec NBu,BF, (0,05mol.L-1) sur électrode de carbone vitreux avant modification
(a) et sur électrode de carbone vitreux modifiée par 6 cycles d’électro-oxydation de
I’éthylénediamine (b) (vitesse de balayage 100 mV.s™).

En présence de la solution de ferricyanure (figure 9), les courants redox, sur les
électrodes fonctionnalisées par les amines, sont plus élevés que ceux observes dans le cas de
la solution de ferrocéne méthanol (figure 10 b). Ce phénoméne peut étre expliqué par les
interactions entre la surface modifiée et le ferricyanure. En raison de ses états rédox chargés
négativement, le couple redox du ferricyanure est sensible a la nature de la surface de
I'électrode. Dans la solution aqueuse & 0,1mol.L™ KCI (pH 6), la surface d'amine est protonée.
Par conséquent, l'attraction électrostatique favorise I'adsorption du couple redox et donc le
transfert d'électrons. En revanche, le ferrocene méthanol est monocationique et neutre dans
ses états redox. De ce fait, il n'y a pas d'interactions électrostatiques favorables pour renforcer

I'échange d'électrons, a fortiori en solution organique.
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4.3. Caractérisation chimique et physique (mesure d’angle de contact)

Dans un premier temps, une caractérisation chimique, le test de Kaiser [31], a permis
de déterminer la densité surfacique des amines primaires sur les électrodes de carbone vitreux.
Cette technique permet de quantifier les fonctionnalités présentes a la surface de 1’¢électrode et
donc accessibles aux enzymes pour leur greffage ultérieur. Cette méthode chimique présente
I’avantage d’étre rapide a mettre en ceuvre et trés sensible. Toutefois le principal inconvenient

est que c’est une technique destructive.

Le principe repose sur la réaction entre les amines libres a la surface de 1’¢lectrode et
la ninhydrine. Cette réaction doit étre réalisée sur plaque chauffante a une température de
110°C. La ninhydrine possede la particularité de former un produit coloré violet avec les

acides amineés, par dégradation progressive de la molécule (figure 11).
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Figure 11. Mécanisme d’action de la ninhydrine sur un acide aminé [32].
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A la fin de la réaction, un agent chromophore, le pourpre de Rubemann, est obtenu

(figure 12). Son absorbance est maximale pour une longueur d’onde de 570 nm.

Figure 12. llustration du test de Kaiser (solution de ninhydrine a gauche et de ninhydrine en
présence d’amine primaire a droite).

Le calibrage de la technique, décrite dans [31], a permis de déterminer le coefficient
d'extinction molaire du chromophore: es79 = 4250 L.cmt.mol™. Basé sur cette valeur, la
densité surfacique des groupements amine primaire de I'électrode de carbone vitreux a pu étre

déterminée selon la méthode suivante :

DO = es70.1.C | = Largeur du tube réactionnelle (cm)
nNH2 =CV C = Concentration (en mol.L™)
V = Volume (L)
Nk, = bov DO = Densité optique

|.&57¢

Cette méthode nous a permis d’estimer la valeur de la densité surfacique a 2x 107
mol.mm (c’est a dire environ 10° molécules.nm™). Cette valeur est semblable aux résultats
obtenus par la méme technique pour la caractérisation d'une couche de
polyaminopropylpyrrole électropolymérisée [33]. D'autre part, pour une couche mince de
poly(3-aminopropyltriéthoxysilane), obtenue par chimisorption, une concentration d’amines
primaires en surface de 10™° mol.mm™ (soit environ 50 molécules.nm™) a été reportée par
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cette méme méthode. Les résultats de la littérature confortent nos mesures et prouvent que
I'électro-oxydation d’une alkylamine est une méthode efficace pour obtenir une

fonctionnalisation a densité de surface élevée par des amines primaires.

Cette caractérisation a été également complétée par la mesure de 1’angle de contact.
Avant fonctionnalisation, I'angle de contact statique de I'eau sur une électrode de carbone
vitreux est de 52 °. Une diminution de 12° de cet angle de contact a été observée sur les
électrodes aprés électro-oxydation de 1’éthylénediamine. Ce résultat est cohérent avec la
formation d'une couche hydrophile basée sur des groupes amines primaires protonées.

4.4, Caractérisation par microscopie a force atomique

La microscopie a force atomique (ou AFM atomic force microscopy) a été utilisée afin
de caractériser les surfaces fonctionnalisées par les amines primaires. Cette technique est une
microscopie utilisant une sonde locale permettant de visualiser la topographie de la surface
d’un échantillon. Cette microscopie repose sur la mesure des interactions (répulsion ou
attraction) entre les atomes d’une pointe située sur un levier flexible ou ressort et les atomes

de la surface de I’échantillon a analyser. Ces forces vont induire un déplacement de

I’ensemble pointe/ressort ce qui permet de faire une imagerie de la topographie de la surface.

Une premiére analyse a été réalisée sur des surfaces d’or dites vierges, c'est-a-dire non

fonctionnalisées, déposé sur des plaques de verre (figure 13).
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Figure 13. Image AFM d’une surface d'or vierge utilisée pour I’électro-oxydation de 1’éthyléne
diamine.

La méme analyse a été faite sur les surfaces d’or fonctionnalisées avec des amines
primaires (figure 14). Apres fonctionnalisation avec de 1’éthylénediamine, une modification
de la topographie a été notée prouvant qu’un dépot de matiere a été indubitablement réalise.
De plus sur les images, on note une bonne homogénéité de la surface d’or vierge et
fonctionnalisée. La présence de nano objets et rayure sur les images AFM est probablement la

conséquence de la contamination de la surface lors de la manipulation de ceux-ci.

‘ Verre ’

15000 nm

Figure 14. Image AFM de la surface d'or fonctionnalisée.
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La figure 14 montre une surface d’or greffée. Cette derniére réveéle la présence
d’éthyléne diamine sur le verre sous I’effet du champ électrique établi lors de

I’électrosynthése. Cette électrodéposition s’est faite a la frontiére verre/or de 1’électrode.

Les images AFM, de par la modification de la rugosité, permettent de conclure de
facon évidente qu’un dépot de maticre a été effectivement réalisé. De plus, on peut noter que

I’homogénéité des surfaces d’or aussi bien vierges que fonctionnalisées est plutot bonne.

4.5. Caractérisation par spectroscopie de photoélectrons X

La composition chimique de la surface est un facteur important a déterminer. Pour ce
faire, la spectroscopie de photoélectrons X (XPS) a été utilisée. Cette technique est basée sur
le phénomeéne de I’effet photoélectrique. Un faisceau de rayons X incident permet d’ioniser
les atomes a la surface de 1’échantillon, ce qui va permettre la production de photoélectrons.

Ces photoélectrons auront une énergie cinétique qui dépendra de la nature du matériau.

Sur la figure 15, les spectres XPS d’une surface d’or ayant subi 3 cycles d’électro-
oxydation d’éthylénediamine et d’une surface d’or vierge sont présentés. Le spectre obtenu
apres analyse des surfaces modifiées montre 1’apparition notamment d’un pic correspondant a
I’azote (N1S a 400 eV). Ce résultat prouve également la fonctionnalisation de la surface par le

traitement électrochimique.
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Figure 15. Spectre XPS d’un échantillon de surface d’or vierge (a) et de surface fonctionnalisée

(b).

De plus, la technique XPS permet de faire une quantification des atomes présents a la
surface de 1’échantillon (figure 16). Elle consiste a compter les électrons émis par les
différents constituants du matériau. Cependant sans 1’utilisation d’échantillons de référence,

I’ensemble des électrons collectés est considéré comme représentant 100% des constituants de

I’échantillon. Il s’agit donc d’une méthode de semi-quantification.
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Figure 16. Quantification XPS de surface d’or aprés différents nombres de cycles d’électro-
oxydation de I’éthylénediamine.

Dans tous les cas de figures, on observe la présence d’oxygene et de carbone. Ces
résultats s’expliquent par une pollution des échantillons par 1’adsorption notamment de
dioxyde de carbone avant I’introduction des échantillons dans le spectrometre. La présence
d’atomes d’azote des le premier cycle de fonctionnalisation par 1’éthylénediamine valide notre
technique d’¢électrogreffage. Par ailleurs, I’évolution du taux d’atome d’azote progresse assez
peu entre le premier cycle et le sixieme comme le prouve I’évolution du pourcentage
atomique de 1’azote. Ce résultat laisse penser que la majorité de la fonctionnalisation se fait

des le premier cycle.

L’obtention d’un taux d’azote constant aprés le premier cycle d’électro-oxydation est
en accord avec la diminution de la surface électrochimiquement active observée lors des tests
électrochimiques précédents réalisés en présence d’une solution aqueuse de ferricyanure et de
ferrocéne méthanol en milieu acétonitrile. Cette diminution de la surface électrochimiquement
active va inhiber les transferts d’électrons a la surface des substrats d’or ou de carbone vitreux
et donc limiter le greffage des molécules d’éthylénediamine. De plus, nous pouvons noter que
les pourcentages atomiques entre les électrodes ayant subi 3 cycles d’électro-oxydation
d’éthylenediamine et celles ayant subi 6 cycles sont tres semblables. Ce résultat montre qu’a
partir de 3 cycles d’électro-oxydation le taux de recouvrement des électrodes par

I’éthylenediamine est déja tres élevé.
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Cette technique de caractérisation nous a donc permis de déduire que la
fonctionnalisation des surfaces des électrodes est effective dés le premier cycle d’électro-
oxydation.

4.6. Greffage des enzymes
4.6.1. Généralité

Le greffage des enzymes a été réalisé en utilisant la méthode EDC/NHS. Cette
technique d’immobilisation a été tres étudiee et permet de greffer des biomolécules aussi bien
sur des surfaces portant des groupements carboxyliques que sur des surfaces fonctionnalisées
par des amines primaires. De nombreuses procédures ont été présentées dans la littérature
selon les conditions chimiques utilisées et la nature de la surface. Sur une surface présentant
des fonctions carboxyliques, Gooding et al. ont proposé deux procédures. La premiére est
basée sur I’incubation (immersion) de 1'électrode modifiée dans un mélange d'EDC / NHS
pendant 1 heure, suivie du couplage enzyme dans un tampon HEPES a pH 7,3 (4-(2-
hydroxyethyl)-1-pipérazineéthanesulfonique) pendant 24 heures [34]. La seconde est basée
sur l'adsorption tout d’abord de I’enzyme sur la surface de I'électrode modifiée (tampon
HEPES a pH 7,3, 24 heures, 4 ° C), suivie par une immersion dans une solution d'EDC / NHS
préparée dans du tampon MES (Acide 2-[N-morpholino]-éthane-sulfonique) [35]. Les deux
procédures de couplage sont efficaces, mais ont été utilisées a des fins différentes. Dans le
premier cas la molécule couplée est le ferrocéne méthylamine, utilisé pour étudier le taux de
transfert d'électrons, tandis que dans le second cas, la glucose oxydase a été couplée a une
électrode de carbone vitreux par le biais d’un fil moléculaire afin de réaliser un transfert direct

d'électrons.

Sur une surface fonctionnalisée avec des amines primaires (surface diamant dopé bore
modifiée avec un aminophényl), Zhou et al [36] ont greffé la tyrosinase en présence de la
solution enzymatique, puis du mélange d'EDC / NHS pour un temps de réaction de 90
minutes. Le greffage de la tyrosinase a été confirmé par voltampérométrie cyclique et
I'électrode ainsi préparée a eté utilisée avec succes pour la détermination de concentration de

phénol.
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La procédure présentée ici est basée sur l'activation (par I’EDC) de la fonction
carboxylique de glucose oxydase, dans un premier temps. Cette enzyme activée va réagir avec
les groupes de surface amine en présence de NHS suivant la voie présentée figure 17.

0 " H O "
Il R—N—C|Z=N—R' NHS T . é:l
R-N=C=N-R + R'—C-OH—=>=_ . | — FN—C—R NHRNHR
I |7|\|H2
(EDC) (Gox) 0] Urea

Figure 17. Représentation schématique de la fixation covalente de la glucose oxydase sur des
électrodes fonctionnalisées par des amines primaires.

4.6.2. Caractérisation électrochimique et optimisation des conditions de greffage

Du fait de la difficulté de déterminer les meilleures conditions de greffage a partir de
la littérature, nous avons testé différentes conditions de pH (pH 3,65 a 10) dans différents
tampons : citrate, MES (Acide 2-[N-morpholino]-éthane-sulfonique), phosphate et borate.

Le taux de couplage est déterminé par la quantification de l'activité catalytique de la
glucose oxydase sur des électrodes modifiées. L'activité catalytique est proportionnelle a
l'augmentation de courant associé a I'oxydation du ferrocene méthanol (figure 18) a 0,5 V /
ECS observée lors d’une voltampérométrie cyclique réalisée a faible vitesse de balayage (5
mV s%). Ces conditions expérimentales ont été déterminées suite & une étude bibliographique

préalable, notamment sur les travaux de Frédéric Barriére et al. [37].

Fc*OH Glucose

FcOH < > Gluconolactone

Figure 18. Chaine électrochimique illustrant I’oxydation du glucose par la glucose oxydase
greffée a I’électrode en présence du FCOH en solution comme médiateur de la réaction dans un
tampon phosphate pH 6.
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Figure 19. Voltampérométrie cyclique de Immol.L™ de FcOH dans un tampon phosphate (pH 6)
sous atmosphére avec 0,05mol.L™ de NBu,BF, en présence de glucose (0.1mol.L™) (b) et en
absence (a) de glucose sur une électrode modifiée par 6 cycles d’électro-oxydation d’éthyléne
diamine et la glucose oxydase greffée (vitesse de balayage 100 mV.s™).

Les augmentations relatives du courant d’oxydation du ferrocéne méthanol liées a
I’effet catalytique de 1’enzyme, dans les différents cas de figures, sont répertoriées dans le
tableau 1. Un blanc de référence (préparé sans le mélange d'EDC/NHS) est inclu pour
quantifier la réponse due a l'adsorption de 1’enzyme. Les résultats, obtenus sans emploi du
réactif de couplage EDC/NHS caractérisent 1’adsorption de I’enzyme a la surface de
I’électrode. Ils montrent clairement que I'adsorption a lieu pour des pH acides. De plus, avant

chaque mesure les électrodes subissent un traitement de 30 minutes d’ultrasons.
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3.65 / Citrate 43% 32%
5.5 / Citrate 103% 32%

5.5 / MES 120% 27%

7 / Phosphate 25% 0%
10 / Borate 0% 0%

Tableau 1. Augmentation relative du courant d’oxydation du ferrocéne méthanol en présence de
I’enzyme, la glucose oxydase immobilisée sur des électrodes de carbone vitreux. Les enzymes ont
été immobilisées dans différents tampon (pH). Les courants ont été mesurés a 0,5V / ECS apres
ajout d’une concentration de glucose a 0,1 mol.L™ dans le milieu. Les expériences ont été menées
avec et sans réactif de couplage afin de caractériser le greffage covalent de I’enzyme.

D’apres la littérature, le pKa de la surface fonctionnalisée par I’éthylénediamine est
proche de 9 [38]. A des valeurs de pH comprises entre 3,6 et 5,5, la surface est donc
majoritairement protonée. Par ailleurs, le point isoélectrique de la glucose oxydase (PI) est de
4,2. L’adsorption de I’enzyme est donc favorisée par les interactions électrostatiques, pour des
valeurs de pH comprise entre 5,2 et 8 (pl+1 et pKa -1). Pour des valeurs de pH basique, et en
particulier a pH 10, I’absence d’effet catalytique s’explique par une adsorption plus difficile

de la protéine compte tenu de la déprotonation de la surface d’amine primaire (figure 20).

-NH;" -NH;" pKa~9 -NH,
Surface de |"électrode I_ NH,

> Enzyme
pl=4.2

Figure 20. Echelle de pH représentant le point isoélectrique de la glucose oxydase et le pka des
surfaces modifiées par I’éthylénediamine.

Apreés soustraction de I'effet d'adsorption, il apparait que les meilleures conditions de
greffage sont obtenues a pH 5,5 en tampon MES. L'effet de la nature du tampon n'est pas

connue a ce jour mais il n'est pas surprenant que MES soit le meilleur tampon pour le greffage
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de I'enzyme. En effet, c'est I'un des douze tampons de Good sélectionnés en 1966 pour une
utilisation dans la recherche biologique et en biochimie. Ces tampons ont été sélectionnés
notamment du fait de leur valeur de pKa comprise entre 6,0 et 8,0, de leur solubilité élevée, de
leur non toxicité, de leurs effets limités sur les réactions biochimiques, de leur stabilité
enzymatique ou encore de leur faible dépendance aux minimes variations de la température et
de concentration. Ces caractéristiques font de ces tampons une partie intégrante de la
recherche en biologie et en biochimie [39].

Notons que le couplage EDC / NHS est généralement effectué dans des conditions
basiques pour augmenter la nucléophilie des amines. Cependant dans notre cas, il semble que
la conformation de I’enzyme soit également un facteur critique pour l'accessibilité aux
fonctions acide carboxylique. 11 a donc été démontré qu’un pH de 5,5 est le meilleur
compromis entre réactivité et accessibilité pour ici obtenir un taux élevé de greffage de

I’enzyme et in fine un effet catalytique important.

4.6.3. Caractérisation physico-chimique du greffage de I’enzyme par spectroscopie de
photoélectrons X et angle de contact

Sur la figure 21, nous avons les résultats de la caractérisation de ces surfaces par XPS.

Aum
Cm
e}

N @

% atomique

Figure 21. Quantification XPS de surface d’or aprés 6 cycles d’électro-oxydation de
I’éthylénediamine avant (a) et apres greffage de la glucose oxydase (b).
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L’évolution du taux d’atome d’oxygene et de carbone progresse entre les surfaces
modifiées avec de 1’éthylénediamine et celle aprés greffage de la glucose oxydase comme le
prouve 1’évolution du pourcentage atomique de ces atomes. Ce résultat qualitatif montre que

le greffage de 1’enzyme est effectif.

Par ailleurs, ces électrodes ont été caractérisées également en utilisant la technique de
mesure de I’angle de contact. A un pH de 5,5 en tampon MES, I'angle de contact statique de
I'eau sur I'électrode de carbone vitreux apres le couplage enzymatique est égal a 56 °. L'angle
de contact statique passe de 40 ° pour une surface fonctionnalisée avec des amines a 56 ° pour
une surface greffée par I’enzyme. Ceci peut étre expliqué par I'augmentation de la rugosité de
surface [40].

4.7. Etude de greffage de diamines a différentes longueurs de chaine

Comme nous I’avons montré précédemment, la méthode d’immobilisation de
I’enzyme sur le substrat a une influence sur I’activité enzymatique de celle-ci. Si les
caractéristiques physico-chimiques du support ont une influence sur le microenvironnement
de I’enzyme, la technique d’immobilisation va aussi influer sur la mobilité et I’accessibilité de
I’enzyme par rapport a son substrat [33]. L’¢tude de I’influence de la nature de 1’espaceur,
permettant le greffage de I’enzyme a 1’électrode et plus particuliérement sa longueur, a été

réalisée.

En utilisant la méme technique et les mémes conditions expérimentales que pour le
greffage de 1I’éthylénediamine, plusieurs autres diamines ont été greffées sur des électrodes de

carbone vitreux. Les différents espaceurs utilisés sont :
» butanediamine (BD)

> heptanediamine (HP)

La figure 22 montre les six cycles voltamétriques dans les différentes solutions de
diamine dans l'acétonitrile en présence de 0,05mol.L™ NBusBF, sur des surfaces de carbone

vitreux.
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Figure 22. Voltampérogramme de Délectrogreffage du butanediamine (a) et de
I’heptanediamine (b) sur une électrode de carbone vitreux dans I'acétonitrile en présence de
0,05mol.L™* NBu,BF, (vitesse de balayage 100 mV.s™).

Dans les deux cas de figures, le pic positif di a I'oxydation des amines a la surface de
I’électrode de carbone vitreux se situe a 1500 mV / ECS. Tout comme pour
I’éthylénediamine, on observe une diminution du pic d’oxydation avec l'augmentation du
nombre de cycles de balayage. Ce résultat montre que le greffage a pour conséquence de

diminuer la surfarce électrochimique de I'électrode de la méme fagon que pour
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I’électrogreffage de 1’éthylénediamine. Cependant, 1’oxydation des diamines se fait a un
potentiel plus ¢élevé que pour [I’éthylénediamine. La surtension d’oxydation de
I’éthylénediamine est plus basse que celle du butanediamine et de I’heptanediamine sur les

électrodes de carbone vitreux.

La glucose oxydase a été greffée sur ces électrodes modifiées en utilisant la méthode
EDC/NHS. La figure 23 montre 1’augmentation du courant d’oxydation en présence de
glucose (10 mmol.L™). L effet catalytique, tel que déterminé précédemment, est de 16 % et
29 % respectivement pour une électrode modifiée avec I’heptane et le butanediamine. Dans
les mémes conditions de travail, les électrodes modifiées avec I’éthylénediamine présente un
effet catalytique de 98 %. Par ailleurs, comme le prouve la figure 23, la réversibilité des
électrodes modifiées par la butanediamine et I’heptanediamine (AEyc) vis-a-vis de I’oxydo-
réduction du ferrocene méthanol diminue lorsque la longueur de chaine augmente. En effet,
les valeurs de AEp sont de 70, 75 et 97 mV pour respectivement une chaine a 2, 4 et 7

atomes de carbone.
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Figure 23. Voltampérométrie cyclique de 1 mmol.L™" de FcOH dans un tampon phosphate (pH
6) avec 0,05mol.L™ de NBu,BF, en présence et en absence de glucose sur une électrode modifiée
par la glucose oxydase et différentes diamines (butanediamine et heptanediamine) (vitesse de
balayage 100 mV.s™).

Les travaux de Bisswanger et al. [41] ont montré que 1’utilisation de bras espaceur
peut améliorer 1’activité catalytique de I’enzyme. Cependant comme 1I’a démontré Geéraldine
Merle dans sa thése [33], il existe une distance optimale de longueur de chaine. D’aprés nos
résultats, il apparait que dans notre cas, une chaine a deux atomes de carbones permet

d’obtenir les meilleurs effets catalytiques.

Remarque : Cette étude sur des longueurs de chaine variable a été initialement motivée
principalement dans 1’optique d’associer un greffage covalent de I’enzyme et les propriétés du
polyneutral red. Le greffage covalent de I’enzyme permet d’augmenter la stabilité du systeme
en limitant sa diffusion. Le caractere filmogeéne et les propriétés de médiation du polyneutral
red permettent de palier notamment 1’inconvénient majeur de ces systémes qui est que le
médiateur est en solution. Pour ce faire, ces différentes électrodes modifiées avec la glucose
oxydase ont été étudiées en présence du neutral red aussi bien en solution qu’apres
électropolymérisation sur les surfaces modifiées. Cependant, aucun effet catalytique n’a été

observé en présence de glucose. Il semble que cette architecture ne permette pas au médiateur
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d’accéder simultanément a I’électrode et au site actif de I’enzyme. Une longueur de chaine
plus importante a été par ailleurs étudiée, par 1’¢électro-oxydation du dodécanediamine. Ces
systémes ne nous ont pas non plus permis d’observer un effet catalytique en présence de

glucose.

4.8. Etude de stabilité

Une étude de stabilité a été réalisée pour les électrodes, préparées dans les meilleures
conditions de greffage, c'est-a-dire sur des électrodes de carbone vitreux ayant subies 6 cycles
d’électro-oxydation de 1’éthylénediamine et pour une enzyme ayant été greffée dans le
tampon MES a pH 5,5. Cette étude a été réalisée en déterminant 1’évolution de 1’effet
catalytique au cours du temps. La figure 24 représente cette évolution, I’ensemble de ces

résultats a été regroupés sur le tableau 2.

250 1

200 1 } }
150—} { } { }{

100 +
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o
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0 5 10 15 20 25 30 35
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Figure 24. Effet catalytique en fonction du temps de stockage pour I'oxydation du glucose par
I'électrode modifiée par la GOx et ’éthyléne diamine dans une solution de 1 mmol.L™" de FCOH
dans un tampon phosphate (pH 6) sous atmosphére avec 0,05mol.L™ de NBu,BF, en présence de
glucose (0.1mol.L™).
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Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4

Electrode
ED +GOx

180 + 20 160 =15 130 £15 120+ 15

Tableau 2. Augmentation relative du courant d’oxydation du ferrocéne méthanol en présence de
I’enzyme, la glucose oxydase immobilisée sur des électrodes de carbone vitreux modifiées avec
I’éthyléne diamine et de glucose a 0,1mol.L™. Les expériences ont été menées dans les conditions
identiques décrites dans le paragraphe 4.6.2.

D’apreés les résultats du tableau ci-dessus, de trés bons effets catalytiques sont obtenus
avec une bonne stabilité dans le temps sur une période de quatre semaines. Ces résultats
seront complétés dans le chapitre consacré a ’application de ces assemblages a la détection de
glucose en évaluant la stabilité et les performances du systéeme sur une gamme de

concentration en substrat.

5. Conclusion

Ces résultats montrent bien que la fonctionnalisation d’électrodes par une diamine est
effective et que la glucose oxydase est immobilisée efficacement a la surface de 1’électrode au
vue d’une part des données XPS et AFM et d’autre part des augmentations de courant

mesurées pour ces électrodes en présence de glucose.

De plus, nous avons déterminé les meilleures conditions d’élaboration du systéme
catalytique. Ces bioélectrodes présentent une bonne stabilité dans le temps et permettent un

acces au site actif de I’enzyme par le médiateur utilisé, le ferrocéne méthanol.
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CHAPITRE IV :
APPLICATION DANS LE
DOMAINE
ELECTROCHIMIQUE
BIOCAPTEURS ET
BIOPILES
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Dans le cadre de ce travail, notre intérét s’est porté sur les biocapteurs a glucose et
particulierement sur les biocapteurs ampérométriques a glucose. Le glucose est un des
composés, si ce n’est le composé, le plus souvent dosé dans le domaine médical. Cet état de
fait s’explique par le besoin de déterminer la glycémie des patients diabétiques et notamment
I’importance de suivre leur taux de glucose dans le sang [1]. En effet, le diabéte est un
probléme mondial de santé publique, causant un grand nombre de complications diverses et
variées (maladies cardiovasculaires, néphropathie, neuropathie, amputation et rétinopathie par

exemple).

Par ailleurs les assemblages moléculaires que nous avons élaborés peuvent aussi étre
proposés pour d’autres applications dans le domaine électrochimique. Ainsi par exemple, les
oxydoréductases sont utilisées comme biocatalyseurs dans des systémes de productions
d’énergie que sont les biopiles a combustible. Dans, ce chapitre, nous ferons donc dans un
premier temps un rappel bibliographique sur les biocapteurs ampérométriques au glucose et
sur les biopiles a enzyme et en particulier la biopile glucose/oxygene puis dans un second
temps, nous appliquerons les assemblages réalisés aux applications détection de glucose et

anode d’une biopile a enzyme.

1. Rappels bibliographiques

1.1. Les biocapteurs ampérométriques

Une part de plus en plus importante de la population est touchée par le diabéte ce qui
en fait une véritable pandémie : aujourd’hui plus de 220 millions de personnes dans le monde
sont touchées et d’apres I’OMS, ce chiffre pourrait dépasser en 2025 les 350 millions de
personnes (figure 1). Les biocapteurs a glucose représentent ainsi a 1’heure actuelle environ

85% du marché mondial des biocapteurs [2].
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Figure 1. Evolution des diabétiques dans le monde en 2025, selon des estimations de la fédération
internationale du diabéte en 2007. (D’aprés AFP/Infographie/Archives - Patrice Dere).

Les biocapteurs électrochimiques ont pour principe 1’immobilisation d’un biorécepteur
sur 1’électrode. L’addition d’un substrat provoque une réponse biochimique, transformée en
un signal électrique pouvant étre amplifié et mesurable (figure 2). Les biocapteurs
électrochimiques ont donc pour principaux avantages leur simplicité, leur colt de revient
relativement faible et leur rapidité de réponse. En revanche, ils peuvent manquer de
sélectivité. En effet, si le potentiel appliqué a 1’électrode est élevé et si I'échantillon a analyser
contient des substances « électroactives » contaminantes ou des protéines, celles-ci vont avoir
tendance a s'agglomeérer et s’oxyder sur 1'électrode. Un tel phénomene donnera une réponse

erronée du biocapteur.
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Figure 2 : Schéma d’un biocapteur.

Les biocapteurs ampérométriques mesurent le courant produit lors d’une réaction
biochimique. De ce fait, ce type de capteur nécessite un biorécepteur qui consomme ou
produit une espece « électroactive ». La détection d’un substrat en solution est alors réalisée
via I'oxydation ou la réduction de cette espéce directement a la surface de 1’électrode

(potentiel constant et enregistrement de 1’intensité).

Il existe a I’heure actuelle trois générations de biocapteurs ampérométriques que nous

détaillerons dans cette partie.

1.1.1.Les biocapteurs de premiére génération

La premiere génération de biocapteurs ampérométriques (figure 3) a été développée
par Leland Clark [3]. Dans ces systémes, 1’analyte, obtenu suite a la réaction avec 1’enzyme,
est directement oxydé ou réduit au niveau de I’électrode. En prenant 1’exemple d’un
biocapteur a glucose utilisant la glucose oxydase comme enzyme (le biorécepteur), nous

avons les réactions redox suivantes (équations la et 1b).
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GOx(FAD) + glucose —»  GOx(FADH,) + gluconolactone @
GOx(FADH,;) + O, —> GOx(FAD) + H,0, (b)

Equation 1 : Réactions d’oxydation du glucose et de réduction de I’oxygeéne en présence de la
glucose oxydase en milieu aérobie.

Par la suite, ce principe a été amélioré et développé notamment par Updike et Hicks
qui, en 1967, ont mis au point un systeme a deux électrodes a oxygeéne, dont une recouverte
d’enzyme, ce qui permet de mesurer une différence de courant par rapport a I’électrode
référence [4]. En 1973, Guilbault et Lubrano [5] ont finalisé une électrode enzymatique
quantifiant le glucose par la mesure du courant résultant cette fois de 1’oxydation du peroxyde

d’hydrogéne produit par la réaction enzymatique, sur une anode polarisée, selon 1’équation 2 :

H,0, — O, +2H" + 2¢

Equation 2: Réaction d’oxydation du peroxyde d’hydrogéne généré par la réaction
enzymatique.

Dans ce type de systeme, deux cas de figure se présentent donc. On peut mesurer soit

la consommation de dioxygéne (figure 3a) soit la production d’eau oxygénée (figure 3b).

H202 on S
(b)

/| O , P

de- ; ? red S on H202 §

- X \ -2€
7 N
H,0 N
(a) P Ereq O,

Figure 3 : Principe des biocapteurs ampérométriques de premiére génération pour la détection
de la consommation de dioxygene (a) et la production de peroxyde d’hydrogéne (b).
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Quel que soit le mode de détection choisi des limitations existent. Effectivement, les
biocapteurs a glucose, basés sur la détection de la consommation de dioxygeéne, sont assujettis
aux fluctuations de la pression partielle en oxygene et a la limitation steechiométrique
d'oxygeéne (concentration en oxygene dissous bien inférieure a la concentration physiologique
en glucose). De ce fait, la réponse de ces biocapteurs perd en linéarité vis-a-vis de la
concentration de glucose dans le milieu. Pour remédier a ces problémes, plusieurs solutions

ont été étudiées :

» L’utilisation d’enzymes, dont le fonctionnement ne requiert pas la présence
d’oxygéne. Cependant, I’utilisation de la glucose oxydase reste préférée aux
autres enzymes telle que la glucose déshydrogénase (GDH), dont 1’effet
catalytique est pourtant beaucoup plus important et qui est de plus non-sensible
a la présence de dioxygéne [6]. En effet, outre 1’obligation de fournir a la GDH
une source externe de cofacteur (NAD*/NADH) (figure 3), celle-ci nécessite
I’utilisation d’un médiateur afin de limiter la surtension due a 1’oxydation du
NADH [7]. Afin de s’affranchir de ces problémes, une autre enzyme, la
quinoprotéine glucose déshydrogénase, peut étre utilisée. Cette enzyme n’est
pas NADH dépendante mais pyrroloquinoline quinone dépendante, cependant
elle présente une stabilité tres limitée en température et une faible stabilité aux

pH physiologiques [2].

» L’utilisation de films limitant le transport de masse en adaptant le flux de
glucose et d’oxygene afin d’augmenter le ratio de perméabilité

oxygene/glucose [8].

» L’utilisation de matériaux pouvant contenir une concentration en oxygene

importante comme les fluorocarbones [9].

De méme les biocapteurs a glucose, basés sur la détection de la production de
peroxyde d’hydrogene, présentent également des limitations. En effet, un grand nombre de
substances « électroactives », telles I’acide ascorbique, I’acide urique, le glutathion ou encore
les catécholamines présentes dans les organismes vivants, sont susceptibles d’étre oxydées au

potentiel d’oxydation du peroxyde d’hydrogene (+0,65 / ECS). De ce fait, cela va créer des
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interférences dans la réponse du biocapteur vis-a-vis du glucose rendant la mesure non

sélective. La aussi, plusieurs solutions ont été proposées :

» L’utilisation de membranes sélectives afin d’empécher ces substances

¢lectroactives d’entrer en contact avec 1’¢électrode [10].

» L’utilisation de matériaux d’électrode permettant d’abaisser le potentiel de

détection de 1’oxydation du peroxyde d’hydrogéne [11].

» L’utilisation d’une autre enzyme (horseradish peroxidase) couplée a la glucose
oxydase catalysant la réaction d’oxydation du peroxyde d’hydrogéne
permettant de ce fait d’abaisser notablement le potentiel de détection de

I’oxydation du peroxyde d’hydrogéne [12].

Bien d’autres pistes ont été proposées afin de s’affranchir de telles interférences, mais
une nouvelle génération de biocapteurs ampérométriques a également été développée dans le

but d’augmenter la sélectivité de 1’¢lectrode.

1.1.2.Les biocapteurs de deuxiéme génération

La seconde génération de biocapteurs ampérométriques est constituée de transducteurs

qui utilisent d'autres especes oxydantes, appelées médiateurs, comme transporteurs d'électrons

entre 1’¢lectrode et le centre rédox de I’enzyme (équation 3).

glucose + GOx(FAD) — acide gluconique + GOx(FADHy) ()
GOX(FADHz) + ZM(OX) —> GOX(FAD) + 2M(red) +2H" (b)
2Mred) — 2M(ox) + 2€ ©)

Equation 3. Réactions mises en jeu dans un biocapteur ampérométrique de seconde génération.
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Figure 4. Principe des biocapteurs ampérométriques de deuxieme génération.

Par conséquent cette catalyse enzymatique mettant en jeu un troisieme couple rédox
(M@x) / M(eq)) permet de travailler a des potentiels plus faibles, ce qui diminue sensiblement
I'influence de l'oxygene et les interférences dues aux substances contaminantes. Dans le

tableau 1, certains potentiels rédox importants sont répertoriés.

Acétate / acétataldehyde —0,6 Oxaloacétate — L-malate -0,17
Acétone / propan-2-ol -0,43 Fumarate — succinate +0,03
H*/ H, -0,42 Deshydroascorbate — ascorbate +0,06

Xanthine / hypoxanthine -0,37 Ubiquinone — ubiquinone (4 +0,10
NAD" / NADH -0,32 Ferrocene +0,17
Glutathion g /glutathion g -0,23 0,-H, 0, +0,31
Cystine / cystéine -0,22 [Fe(CN)s ' —[Fe(CN)s ]* +0,45
Acétate aldéhyde / éthanol -0,20 Fe*" — Fe”™* +0,53
Pyruvate / L-malate -0,19 0,—-H, +0,82

Tableau 1. Potentiel redox de quelques especes (/ Ag/AgCl) [13].

Un grand nombre des espéces, répertoriées dans le tableau ci-dessus et présentes

naturellement dans les organismes vivants, ont un potentiel rédox faible et souvent inférieur a
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celui de I’oxygene. On comprend donc bien la nécessité d’abaisser le potentiel de travail des

biocapteurs, en utilisant un médiateur (figure 5), afin de s’affranchir des interférences dues a
ces substances.

Os?* GOx FAD Gluconolactone

~0.02V

-0,56 V

.arbon Electrode,

e

Ose+ GOx FADH, Glucose

L

Figure 5. Echelle des potentiels standards des couples rédox mis en jeu dans une bioanode (/
Ag/AgCl) dédiée a I’oxydation du glucose.

Les médiateurs sont, en général, des espéces de faible poids moléculaire (tableau 2).
Le cofacteur de ’enzyme lui-méme peut étre utilisé en tant que médiateur. Malheureusement

celui-ci ne peut se régénérer spontanément a un potentiel convenable a I’anode.

Os”* / Os** -0,18

FAD / FADH, -0,23

F_MN / FMNIHZ' .0.23
(flavin mononuléotide) ’

Phénosafranine -0,23

NADP* / NADPH -0,32

Méthyle viologene -0,46

Tableau 2. Potentiel redox de quelques médiateurs (/ Ag/AgCl) [13].
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Les meédiateurs peuvent étre utilisés soit en solution, soit de préférence en
I’immobilisant a la surface de 1’électrode. En solution, la mise en ceuvre est plus facile mais
n’est pas technologiquement viable en tant que biocapteur in vivo. En effet, certains
médiateurs sont toxiques et les immobiliser permet de limiter leur impact sur 1’organisme. De
plus, I’immobilisation du médiateur permet une utilisation sur la durée et donc baisse les colts
ce qui est un facteur non négligeable. Plusieurs méthodes d’immobilisation ont alors été

développées au cours du temps notamment :

» L’incorporation du médiateur dans les matériaux de 1’¢lectrode et ce avant

méme 1’élaboration de celle-ci [14].

» L’adsorption du médiateur a la surface de 1’électrode [15].

» L’encapsulation du médiateur dans un film polymére [16].

» L’immobilisation covalente du médiateur a la surface de 1’électrode [17].

» La mise en place du médiateur et de I'enzyme en émulsion graphite colloidal

sur laquelle la membrane cationique est fixée [18].

Cependant, ces biocapteurs ampérométriques présentent I’inconvénient d’avoir une
stabilité assez réduite. De plus, un certain nombre de criteres doivent étre respectés afin de

sélectionner le médiateur :

» La tension appliquée ne doit pas dépasser le potentiel de réduction de
1I’oxygene.

» Le médiateur réduit ne doit pas réagir avec I'oxygene.

» Le transfert des électrons entre le médiateur et I'enzyme doit étre trés rapide.

» Le médiateur ne doit pas étre influenceé par le pH.

» Le médiateur doit &tre non toxique.
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Ces systémes sont donc soumis a un grand nombre de contraintes et donc une

troisiéme génération de biocapteurs a été étudiée.

1.1.3.Les biocapteurs de troisieme génération

Dans la troisieme génération de biocapteur, le principe est ici d’avoir un transfert
d’¢électron direct entre I’enzyme et 1’¢électrode via le site actif de I’enzyme (figure 6). Ceci se
fait tout en gardant une séparation spatiale minimale entre les deux sites (accepteur et donneur

d’¢lectrons).

E

NN

réd

Figure 6. Principe des biocapteurs ampérométriques de troisieme génération.

Ces systémes présentent I’avantage de limiter fortement les interférences que I’on peut
rencontrer lors de dosage dans des milieux complexes [19], et ce du fait que le potentiel de
travail est tres bas, proche du potentiel rédox de I’enzyme. Cependant trés peu d’enzymes
permettent le transfert direct des électrons avec des électrodes dites conventionnelles. Cet état

de fait fut a I’origine de la nécessité de développer de nouveaux matériaux d’électrode.

Récemment, une électrode a base de nanotubes de carbone dopé bore a été développée
par 1’équipe de Jinhua Chen [20]. Cette électrode sur laquelle a été greffée la glucose oxydase
présente une bonne stabilité dans le temps et une trés bonne sensibilité (111,57 pA mM™*
cm?) et sélectivité. D’autres travaux, basés sur lutilisation de sels organiques, ont été
développés par Rafael Rodriguez-Amaro et al [21]. Leurs travaux reposent sur la mise au
point d’une électrode, composés de poly (vinyl chloride) et de tetrathiafulvalene—
tetracyanoquinodiméthane, sur laquelle la glucose oxydase est immobilisée par crosslinking
avec du glutaraldéhyde. Ce biocapteur présente tout comme le précédent une trés bonne

stabilité dans le temps.
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Les biocapteurs ampérométriques de troisiéme géneration présentent théoriqguement
une bonne sélectivité et de ce fait possedent un fort potentiel de développement. C’est
pourquoi, bien d’autres matériaux d’électrode et de configurations ont été proposés,
notamment ces dernieres années. Néanmoins, trés peu de biocapteurs ampérométriques de
troisieme génération le sont réellement. En effet, la plupart des technologies développées,
hormis certaines a base de nanotubes de carbone qui permettent une connexion intime avec le
site actif de I’enzyme [22], nécessitent I’incorporation de médiateur dans le matériau

d’électrode.

Lors de ces cinquante derniéres années, un effort conséquent a donc été fait dans le
développement de biocapteurs a glucose pour proposer des systemes et des technologies de
plus en plus innovants afin de répondre a la demande du secteur (tableau 3). Cependant,
malgré le grand nombre de systémes proposés ces derniéres années, bien d’autres défis
restent a relever afin d’améliorer et de fiabiliser aussi bien la stabilité que la sensibilité de ces

biocapteurs.

1974 Biocapteur accepteur d’électrons [23]
1975 Premier biocapteur commercial YSI Inc.
1982 Démonstration du biocapteur in vivo (monitoring) [24]
1984 Biocapteur de deuxieme génération [15]
1987 Premier biocapteur personnel Medisense Inc.
1999 Premier biocapteur in vivo commercial Minimed Inc.
2000 Premier biocapteur portable non invasif (monitoring) Cygnus Inc.

Tableau 3. Quelques repéres historiques sur le développement de biocapteurs électrochimiques a
glucose.
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1.2. Biopiles enzymatiques : la biopile a sucre et la biopile a méthanol
1.2.1. La biopile a sucre

Depuis le début du siecle, un grand nombre de travaux ont été réalisés sur les biopiles
glucose/oxygéne [25-30]. Ces technologies différent principalement par le choix des couples
enzyme/médiateur utilisés et leur mode d’immobilisation mais aussi par le design du systéme.
Récemment, 1’équipe de Philippe Cinquin a mis par exemple au point une biopile et I’a

implantée chez un rat [31].

D’une maniére générale, la biopile a sucre est constituée de deux électrodes qui
transportent et collectent les électrons. A 1’anode, 1’oxydation du glucose en gluconolactone
en présence d’une oxydo-réductase, la glucose oxydase (GOXx), crée un flux d’électrons
jusqu’a la cathode ou se réduit I’oxygeéne de I’air en eau, en présence d’une autre oxydo-
réductase, comme la laccase. Ainsi, le transfert d’électrons aux électrodes génére un courant
électrique. De petites molécules appelées médiateurs sont généralement introduites dans le
systeme pour transférer les €lectrons entre le site actif de I’enzyme et 1’¢électrode et améliorer
I’efficacité et la puissance de la pile. Un schéma général du fonctionnement d’une biopile

glucose/oxygéne incluant un transfert d’électrons médié est décrit sur la figure 7.

Glucono- GOx req Med Med ,; Lacc oq 0,
-lactone
GOx
glucose ox Med ,. Med .4 Lacc of H,0
anode cathode
-E < » +E

Figure 7. Schématisation générale d’une biopile a sucre utilisant le glucose comme carburant en
présence de la glucose oxydase a I’anode et de la laccase a la cathode.

Les réactions (non équilibrées) mises en jeu a chacune des électrodes sont rappelées

sur la figure 8.
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Figure 8. Schématisation des réactions d’oxydation du glucose a I’anode (a) et de réduction de
I’oxygéne a la cathode (b) d’une biopile glucose/oxygéne. Par souci de simplification de la figure,
les réactions ne sont pas équilibrées et les charges sur les médiateurs non indiquées.

Dans le cas du systeme présenté figure 8, les médiateurs anodique est le ferrocyanure
(Fe(CN)g") et le médiateur cathodique I’ABTS [acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-
6-sulphonique)]. Ce type de biopile est capable de délivrer en continu une puissance
maximale de 1’ordre de 110 pW cm 2 & 300 mV [32].

Ces systémes présentés ci-dessus ont été réalisés en microfluidique. La stabilité dans
le temps reste néanmoins un des principaux verrous, si ce n’est le principal inconvénient de
ces systemes. Cette instabilité peut étre atténuée par plusieurs moyens, comme la méthode
d’immobilisation de 1’enzyme, 1’utilisation d’un médiateur approprié pouvant étre greffé a la
surface de 1’¢électrode pour faciliter le transfert des électrons mais aussi la recherche de

I’environnement de travail le plus approprié (pH, température etc.) pour le biocatalyseur.

1.2.2. La biopile a méthanol

Les biopiles a glucose ont une puissance limitée. Une solution pour augmenter la
puissance délivrée par la biopile est de travailler sur un autre systeme enzymatique, et en
particulier a I’anode. Dans cet objectif, le glucose est remplacé par un autre carburant, le
méthanol. Dans le cas du glucose, la réaction d’oxydation par la glucose oxydase libére 2
moles d’électrons par mole de glucose pour donner 1’acide gluconique. Dans le cas de
I’oxydation du méthanol, le but est de réaliser sa transformation compléte en dioxyde de

carbone et en eau en utilisant une cascade de réactions enzymatiques (figure 9). Les enzymes
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mises en jeu sont 1’alcool déhydrogénase (ADH), I’aldéhyde déhydrogénase (AldDH) et enfin
la formate déhydrogénase (FDH).

/ 3 NADH\;\ Anode

Mediator,

: HCOH Redox se"
: Mediator, x

. O . diaphorase

‘ i '

: Redox

Figure 9. Schématisation de I’oxydation enzymatique du méthanol en formaldéhyde, du
formaldéhyde en formate et du formate en dioxyde de carbone en association avec quatre
déhydrogénases pour le fonctionnement d’une bioanode a méthanol [33].

Le médiateur rédox associé est le couple NAD*/NADH. Malheureusement celui-ci ne
peut se régénérer spontanément a un potentiel convenable a I’anode. Il est donc nécessaire
d’intercaler un autre systéme enzymatique, il s’agit de la déhydrogénase « diaphorase » et du
médiateur rédox benzylviologéne dont I’oxydation se fait a — 0,55 V / ECS ce qui permet

I’obtention d’une force électromotrice correcte pour la biopile.

La réaction anodique globale est la suivante :

CH,OH +H,0—>CO,+6H" +6e"

La réaction cathodique est donnée ci-dessous. On remarque que trois fois plus
d’oxygeéne que précédemment sont nécessaires et surtout que pour une mole de combustible
consommée, 6 moles d’électrons sont récupérées dans le circuit extérieur dans le cas de ce

systéme enzymatique.

30, +6H" +6e" —3H,0
2
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Ce type de biopile est capable de délivrer en continu une puissance maximale de
I’ordre de 0,67 mW & 490 mV [33].

Néanmoins, I’amélioration des biopiles enzymatiques est indispensable afin qu’elles
trouvent une véritable place sur le marché. Un effort doit étre accompli notamment dans la
stabilité dans le temps de ces systémes, mais aussi dans la recherche de meilleures
performances. Cet objectif passe par la mise au point de nouveaux design permettant a la fois
I’immobilisation de I’enzyme et/ou de son médiateur, mais aussi un meilleur transfert

électronique.

1.3. Conclusion

Dans cette optique, les constructions de bioélectrodes précédemment mises au point
ont été utilisées pour des applications en biocapteur a glucose et en anode de biopiles. Dans
un premier temps, les systemes mettant en jeu la glucose oxydase immobilisée de maniere
covalente et encapsulée dans le polyneutral red ont été étudiés a des fins analytiques. De plus,
la glucose déshydrogénase a également été étudiée aprés son encapsulation dans la matrice
polymere ainsi que de son cofacteur pour la méme perspective. En effet, notre intérét s’est
porté sur cette enzyme du fait de son pouvoir catalytique supérieur a celui de la glucose
oxydase. Une étude préliminaire a également été réalisée sur une demi pile (anode) mettant en
jeu le polyneutral red comme médiateur et matrice de rétention pour différentes enzymes

(I’alcool déhydrogénase et la glucose oxydase).
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2. Partie expérimentale : Matériels et méthodes
2.1. Produits chimiques et réactifs

La glucose oxydase, GOx (EC 1.1.3.4), d’Aspergillus niger type X-S (poudre
Iyophilisée, 153000 units/g), est fournie par Sigma. La glucose déshydrogénase, GDH
(1.1.1.47), Pseudomonas sp (poudre lyophilisée, 200 units/mg), est fournie par Sigma.
L’alcool déshydrogénase, ADH (EC 1.2.1.3), de la levure de boulanger (poudre lyophilisée,

25-50 unités/g), est fournie par Sigma. L’ensemble des enzymes sont utilisées telles quelles.
Le NAD" provient de Sigma et est utilisé tel quel.

Le ferrocéne méthanol (FCOH) et le neutral red proviennent d’Aldrich et sont utilisés

sans traitement prealable.
Le D-(+)-glucose monohydrate et le méthanol ont été fournis par Fluka.

Toutes les solutions tampons ont été préparées a partir d’eau ultrapure déionisée par le
systtme Milli Q (18,2 MQ.cm) avec une concentration de 0,025mol.L™" de phosphate et
0,1mol.L™ de NaNOs.

2.2. Appareillage et mesures

Les mesures électrochimiques ont été réalisées a température ambiante. Elles ont été
faites en utilisant un potentiostat Autolab PGstat 128N en interface avec un ordinateur PC et

piloté par deux logiciels GPES et Nova.

Une cellule a trois électrodes, composée d’une électrode de travail, d’une contre
¢lectrode de platine et d’une électrode de référence au calomel saturée en KCl (provenant de

Metrohm), a été utilisée pour I’ensemble des expériences électrochimiques.

Deux types d’électrodes de travail ont été utilisés : une en carbone vitreux (0.07cm?,
Material Mates) et une en or élaborée par la Centrale de Micro et Nanotechnologie de

I’Université de Montpellier 2 par pulvérisation cathodique.
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2.3. Préparation des bioélectrodes

Les ¢études précédentes sur I’immobilisation de la glucose oxydase a la surface d’une

électrode nous ont permis de définir les meilleurs conditions de greffage pour préparer des

bioélectrodes stables et efficaces pour des applications en biocapteurs et en biopiles. Les deux

techniques d’immobilisation sont le greffage covalent sur des électrodes de carbone vitreux et

I’encapsulation sur des électrodes d’or. Les électrodes utilisées ont été préparées dans les

meilleures conditions rappelées dans le tableau 4.

Solution pH 6,
GOx encapsulée dans 1mmol.L™ de NR et Solution bH 6 + aiodt
un film de PNR sur une AU/PNR/GOXx 1mg/mL de GOx P J
, , de glucose
électrode d’or 15 cycles
d’¢électopolymérisation
Solution pH 6,
ADH et NAD' 1mmol.L" de NR et
; 1mg/mL de ADH et de : + ai
e_ncapsulees dans un AUPNR/NAD®/ADH NAD* Solution QH 6 + ajout
film de PNR sur une de méthanol
électrode d’or 15 cycles
d’électopolymerisation
Solution pH 6,
GDH et NAD" 1mmol.L™" de NR et
; Img/mL de GDH et de : :
encapsulées dans un . Solution pH 6 + ajout
. AU/PNR/NAD"/GDH *
film de PNR sur une ! NAD de glucose
électrode d’or 15 cycles
d’¢électopolymérisation
Electrode modifiée
GOXx greffée sur avec ED etgreffage gy tion pH 6 + ajout
électrode de carbone GC/GOx EDC/NHS de glucose + Immol.L
vitreux 6 cycles d’électro- ' de FcOH

oxydation

Tableau 4. Conditions de travail et d’élaboration des bioélectrodes.
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3. Résultats et discussions
3.1. Fonctionnement en anode d’un biocapteur a glucose

La sensibilité des électrodes, GC/GOx (figure 10a et 10b), Au/PNR/GOx (figure 11a
et 11b) et Au/PNR/NAD'/GDH, a été déterminée par la réponse électrochimique des
biocapteurs vis-a-vis de la concentration du glucose. Dans le cas des électrodes préparées par
greffage covalent (GC/GOXx) des études préliminaires ont montré que la limite de détection*
est de ’ordre de 0,2 mmol.L™? en glucose. De la méme fagon, ce type d’étude a prouvé que
dans le cas des électrodes préparées par encapsulation de I’enzyme dans le polyneutral red, la
limite de quantification** est de 1’ordre de 6 mmol.L™". Par ailleurs, les concentrations en
glucose dans le sang (glycémie) sont généralement comprises entre 3,5mmol.L™* et 10mmol.L"
! A partir de ces résultats, les gammes de concentration en glucose étudiées sont comprises
entre Immol.L™ et 9mmol.L™ pour I’électrode GC/GOX et entre 6mmol.L™" et 140 mmol.L™
pour les électrodes préparées a base de polyneutral red. Les performances des électrodes en

termes de sensibilité et de linéarité sont rassemblées dans le tableau 5.

*La limitation de détection a été définie comme la concentration correspondant a un signal égal a 3
fois le bruit de fond de la mesure du courant.
**La limitation de quantification a été définie comme étant la limite basse du domaine de linéarité.
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Figure 10. (a) Voltampérométrie cyclique du FcOH (Immol.L™) dans une solution tampon, pH8,
(0,1mol.L™* NaNO;) en présence de différentes concentrations de glucose sur une électrode
GC/GOx. (b) Courbe de calibration pour I'analyse du glucose a une électrode GC/GOx
déterminée a 0,5 V / ECS la premiére semaine d’utilisation et aprés six semaines
d’utilisation.
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Figure 11. (a) Voltampérométrie cyclique du polyneutral red (1 mmol.L™") dans une solution
tampon (pH6) en présence de NaNOj; (0,1mol.L™) et de différentes concentrations de glucose sur

une électrode Au/PNR/GOX. (b) Courbe de calibration pour I'analyse du glucose déterminée a -
0,45V / SCE.
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La stabilité a long terme de ces bioélectrodes a également été examinée par 1’étude de
I’évolution de la sensibilité (tableau 5). Les électrodes ont été conservées a 4 ° C dans une

solution tampon pH 6 et ont été ramenées a température ambiante avant la mesure.

Linéarité de Restreinte Restreinte a
i i
139 Lt oui oui al- 1-
a 9mmol.
GC/GO 5mmol.L-! 2,5mmoI.L-1
X
Sensibilité
(A mM™ cm'z) 1,68 +£0,12 2,1+0,14 1,77 £ 0,12 1,49 +0,10
Linéarité de oui oui
p ui ui - -
6 a 70mmol.L"
Au/PNR/GOx
Sensibilité
(A Mt _2) 0,75+0,07 0,66 0,07 - -
.mM™.cm
Linéarité de oui Restreinte
ui - -
Au/PNR/ 6 a 140mmol.L-1 a 6-70mM
.
NAD'/GDH Sensibilité
(A M'l _2) 2,8+0,2 2,9+0,3 - -
.mM".cm

Tableau 5. Paramétres d'analyse pour la détermination de la concentration en glucose.

La stabilité a long terme des bioélectrodes modifiées GOx a été examinée sur une
période de sept semaines. Une bonne stabilité a été observée en terme de sensibilité qui est un
point important pour la mise au point de biocapteurs. Dans le cas des capteurs GC/GOXx, les
performances sont principalement liées a la stabilité de la liaison amide covalente. Cependant,
nous pensons que la diminution de la gamme de linéarité peut étre expliquée principalement
par la détérioration de la protéine au cours du temps. Cette dégradation apparait clairement &

partir de six semaines.

Pour les électrodes modifiées avec le polyneutral red et la glucose oxydase (figure
11b), la réponse du biocapteur est linéaire entre 6mmol.L™ et 70mmol.L™Y. L’écart a la
linéarité observée & partir de 70mmol.L™ est trés certainement di & un excés de substrat.
Néanmoins, la gamme de linéarité étendue vers les valeurs hautes de concentration en glucose

milite pour une encapsulation d’une quantité importante d’enzyme active comme 1’ont montré

151



les résultats précédents. Pour ces bioélectrodes, la stabilité est bonne sur une période de deux
semaines. La sensibilité de ces assemblages vis-a-vis du glucose est beaucoup moins
importante que dans le cas de I’enzyme greffée. Néanmoins, il est difficile de comparer

directement ces résultats pour les raisons suivantes :

» Dans le cas du polyneutral red, le substrat doit diffuser dans le film de

polymere et non pas en solution comme pour les électrodes GC/GOX.

» La quantité d’enzyme active a 1’électrode est trés certainement différente et en

tout état de cause difficile a déterminer.
> L’efficacité des deux médiateurs est différente.

L’encapsulation simultanée de la glucose déshydrogénase et de son cofacteur, le
NADH, dans le film de polyneutral red conduit a 1’obtention de bioélectrodes présentant une
bonne sensibilité vis-a-vis de leur substrat. En effet, cette sensibilité est quasiment quatre fois
supérieure a celle des assemblages avec la glucose oxydase. Ce résultat n’est pas trés étonnant
car il est bien connu que cette enzyme a une activité plus importante que celle de la glucose
oxydase. Ces systemes présentent une sensibilité similaire aux assemblages GC/GOx mais
présente une moins bonne stabilité dans le temps. Néanmoins, ils montrent deux avantages

majeurs :

» Contrairement aux assemblages GC/GOx, le médiateur permettant le transfert
des électrons entre le site actif de I’enzyme et le matériau d’électrode est

immobilisé a la surface de 1’électrode.

» La polarisation se fait a un potentiel de -0,47 V / ECS, potentiel trés inférieur a
celui utilise pour les bioélectrodes GC/GOx utilisant le FCOH comme
médiateur. Cette propriété permettra de limiter les interférences dues a

d’éventuelles substances contaminantes.

En définitive, I’assemblage mettant en jeu la glucose oxydase et le polyneutral red en
tant que matrice de rétention d’enzyme et médiateur est prometteur malgré son manque de
sensibilité. En effet, il devrait permettre de limiter I’effet des substances interférentes
(catécholamine, tyrosine, glutathion etc.). De plus, cette enzyme ne nécessite pas 1’utilisation

de cofacteur dont le co(it est tres élevé.
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3.2. Fonctionnement en anode d’une cellule de biopile a combustible
3.2.1.Généralité

Une étude préliminaire des bioélectrodes en fonctionnement en anode d’une cellule de
biopile a combustible a été réalisée. Les caractérisations électrochimiques des bioélectrodes
ont été faites ici par la détermination des courbes de chronoampérométrie (intensité de
courant/temps). Les courbes chronoampérométriques permettent d’étudier les demi-piles en
fonctionnement. Cette étude donne le temps de fonctionnement et I’intensité de la

bioélectrode a un potentiel donné.

3.2.2.Résultats

L’étude des performances de deux bioanodes a été faite, Au/PNR/GOx, et
AU/PNR/NADH/ADH. Cette étude est faite dans une solution tampon a pH 6 en présence du
substrat de 1’enzyme. De plus, une étude bibliographique a montré que le zinc forme des
composés de coordination avec les composés azotés aromatiques [34-35]. Dans notre cas, une
chélation va avoir lieu entre 1’aromatique du polyneutral red contenant un azote et I’ion Zn?.
Cette propriété va permettre de faciliter le transfert d’électrons entre le polymere et le
cofacteur de I’enzyme (NAD"* / NADH) comme 1’ont démontré Minteer et son équipe [36] et
ce sans aucune réaction secondaire. Ce transfert d’électrons « facilité » devrait permettre
d’augmenter les cinétiques électrochimiques, c'est-a-dire les densités de courant et donc
améliorer les performances des bioanodes, notamment a base d’enzyme NAD dépendante. Ce

parameétre sera donc testé dans cette étude.

Les électrodes sont plongées dans une solution tampon a pH 6 contenant le substrat de
I’enzyme et polarisées a -0,3V / ECS, potentiel supérieur au potentiel d’oxydation du
polyneutral red. L’oxydation a 1’¢électrode du médiateur réduit crée un courant d’oxydation
(courant anodique) correspondant a 1’oxydation du PNR reliée a 1’oxydation du substrat
(figure 12).
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Figure 12. Représentation schématique de la bioanode modifiée par la glucose oxydase.

Les figures 13 (a) et 13 (b) représentent 1’enregistrement chronoampérométrique
obtenu sur une électrode Au/PNR/GOx en absence (a) et en présence (b) de ZnCl, a
5mmol.L™" & -0,3V / ECS. Dés I’ajout de glucose, un courant anodique correspondant a
I’oxydation du polyneutral red donc a la consommation de substrat est enregistré dans les
deux cas de figure. La présence de zinc conduit & la mesure de courants anodiques plus
importants. De plus, I’ion zinc permet également d’obtenir des signaux de meilleure qualité.
Cet effet du zinc habituellement observé avec des enzymes a cofacteur NAD semble donc se

vérifier avec une enzyme FAD dépendante comme la glucose oxydase.

154



Intensité de courant en pA

Intensité de courant en pA

Temps enseconde

10

-10

€————— Ajout de glucose (a)

T T T T T T J
5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000

Temps en seconde

10 4

-10

€———— Ajout de glucose

(b)

5000 10000 15000 20000 25000 30000

Figure 13. Courbes de chronoampérométrie obtenue a -0,3 V / ECS d’une électrode modifiée

par la glucose oxydase et le polyneutral red en absence (a) et en présence de ZnCl, (5mmol.L™)
(b), dans une solution tampon (0,025mol.L™, pH = 6) & 20 °C avec NaNO, (0,1mol.L™).

La réponse ampérométrique vis-a-vis de différentes quantités de substrat de 1’enzyme

est présentée sur les courbes de chronoampérométrie de la figure 14. Cette expérience a été
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menée pour une électrode Au/PNR/NAD*/ADH en présence de ZnCl, 8 5 mmol.L™ dans une
solution tampon & pH 6 & -0,3V / ECS. Un courant d’oxydation apparait a I’ajout de méthanol,
I’amplitude diffeére selon la quantité de substrat ajouté. De plus, 1’ajout de solvant n’entraine
aucune augmentation du courant d’oxydation. La diminution du courant correspond a
I’absence d’électro-oxydation de méthanol qui n’est plus présent dans le milieu. Cette
chronoampérométrie montre bien que I’apparition du courant anodique est donc due a la
présence du substrat. L’alcool déshydrogénase conserve donc ses propriétés catalytiques apres

immobilisation dans le polyneutral red en présence de son cofacteur.
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Figure 14. Courbes de chronoampérométrie obtenue a -0,3 V/ ECS d’une électrode modifiée
par Dalcool déshydrogénase, le NAD et le polyneutral red dans une solution tampon
(0,025mol.L™*, pH = 6) & 20 °C en présence de NaNOj; (0,1mol.L™) et de ZnCl, (5mmol.L™Y).

Un méme potentiel de -0,3 V / ECS est appliqué a 1’électrode afin de detecter
I’oxydation du médiateur a la surface de la bioélectrode et donc indirectement 1’oxydation du
substrat par I’enzyme sur des temps de fonctionnement plus important. On mesure le courant

(figure 15) en fonction du temps.
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Figure 15. Courbes de chronoampérométrie obtenue a -0,3 V / ECS d’une électrode modifiées
par Dalcool déshydrogénase, le NAD et le polyneutral red dans une solution tampon
(0,025mol.L*, pH = 6) & 20 °C en présence de NaNO; (0,1mol.L™) et de ZnCl, (5mmol.L™).

L’ajout de méthanol (620mmol.L™Y), aprés stabilisation du courant donne une
augmentation de densité de courant de 3,5uA.cm™. De plus, I’activité catalytique de la
bioanode est stable dans le temps de fonctionnement. Par ailleurs dans cas de 1’assemblage
Au/PNR/GOx, I’ajout de glucose (2,5mmol.L™") permet d’observer une augmentation de
densité de courant d’oxydation de 8,6uA.cm? avec une bonne stabilit¢é dans son
fonctionnement tout comme précédemment. Ces électrodes ont eté utilisees en

fonctionnement sur une période de 6 heures.

Ces résultats préliminaires sur la bioélectrode en fonctionnement anodique d’une
biopile donnent des données tout a fait prometteuses dans 1’optique de la construction de
biopiles. L’encapsulation de différentes enzymes NAD dépendantes donne de meilleures
densités de courant pour des anodes modifiées avec la glucose oxydase. En termes de temps
de fonctionnement, nous obtenons des résultats sensiblement identiques pour les deux

enzymes étudiées.
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Dans cette optique, une étude plus approfondie selon la quantité de substrat et
I’utilisation d’enzymes différentes telles que la glucose déshydrogénase, dont I’effet
catalytique est plus important que la glucose oxydase, notamment mérite d’étre menée afin

d’optimiser ces systémes.

3.3. Conclusion

Les bioélectrodes élaborées au cours de ce travail montrent un réel potentiel pour des
applications analytiques et dans la conversion de 1’énergie chimique en énergie électrique. De
plus, le potentiel de travail de ces électrodes est bas en comparaison d’autres médiateurs
(FcOH, Acide 8-hydroxyquinoline-5-sulfonique, etc.) du fait du potentiel d’oxydation du
polyneutral red (-400 mV / ECS). Cette propriété permettra de limiter les interférences pour
des applications en biocapteur et d’avoir des forces électromotrices importantes pour des
applications en biopile. Cependant, nous sommes conscients que ces études se doivent d’étre
creusées pour améliorer leur efficacité (densité de courant et sensibilité). De plus, dans un
second temps, une amélioration du design de ces systemes afin d’obtenir des biocapteurs et/ou
biopiles avec des performances et des dimensions permettant une utilisation la plus efficace

possible.

158



REFERENCE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE IV

[1] M. Vincent, Blood glucose: Its measurement and clinical importance. Clinica Chimica
Acta 251 (1996) 3-17.

[2] J. Wang, Electrochemical Glucose Biosensors. Chemical Reviews 108 (2007) 814-825.

[3] L. C. Clark, Monitoring and control of blood and tissue O, tensions. Trans. Am. Soc.
Artif. Intern. Organs, 2 (1956), 41.

[4] Updike, S.J.; Hicks, G.P., The enzyme electrode, Nature 1967, 214, 986-988.

[5] G.G. Guilbault, G.J. Lubrano, An enzyme electrode for the amperometric determination of
glucose. Analytica Chimica Acta 64 (1973) 439-455.

[6] M. Zhang, C. Mullens, W. Gorski, Coimmobilization of Dehydrogenases and Their
Cofactors in Electrochemical Biosensors. Analytical Chemistry 79 (2007) 2446-2450.

[7] K. Délécouls-Servat, A. Bergel, R. Basséguy, Surface-modified electrodes for NADH
oxidation in oxidoreductase-catalysed synthesis. Journal of Applied Electrochemistry 31
(2001) 1095-1101.

[8] D.A. Gough, J.Y. Lucisano, P.H.S. Tse, Two-dimensional enzyme electrode sensor for
glucose. Analytical Chemistry 57 (1985) 2351-2357.

[9] J. Wang, F. Lu, Oxygen-Rich Oxidase Enzyme Electrodes for Operation in Oxygen-Free
Solutions. Journal of the American Chemical Society 120 (1998) 1048-1050.

[10] J. Wang, H. Wu, Highly selective biosensing of glucose utilizing a glucose oxidase +
rhodium + Nafion® biocatalytic-electrocatalytic-permselective surface microstructure.
Journal of Electroanalytical Chemistry 395 (1995) 287-291.

[11] A.A. Karyakin, E.E. Karyakina, L. Gorton, The electrocatalytic activity of Prussian blue
in hydrogen peroxide reduction studied using a wall-jet electrode with continuous flow.
Journal of Electroanalytical Chemistry 456 (1998) 97-104.

[12] T. Ruzgas, E. Csoregi, J. Emnéus, L. Gorton, G. Marko-Varga, Peroxidase-modified
electrodes: Fundamentals and application. Analytica Chimica Acta 330 (1996) 123-138.

159



[13] S.V. Dzyadevych, V.N. Arkhypova, A.P. Soldatkin, A.V. El'skaya, C. Martelet, N.
Jaffrezic-Renault, Amperometric enzyme biosensors: Past, present and future. IRBM 29 171-
180.

[14] W. Mindt, P. Racine, Schlapfer, P. Enzyme electrode. US Patent 3.838.033 (1974).

[15] A.E. Cass, G. Davis, G.D. Francis, H.A. Hill, W.J. Aston, 1.J. Higgins, E.V. Plotkin, L.D.
Scott, A.P. Turner, Ferrocene-mediated enzyme electrode for amperometric determination of
glucose. Anal Chem 56 (1984) 667-671.

[16] H.J. Kim, H.P. Bennetto, M.A. Halablab, A novel liposome-based electrochemical
biosensor for the detection of haemolytic microorganisms. Biotechnology Techniques 9
(1995) 389-394.

[17] J.M. Dicks, S. Hattori, I. Karube, A.P.F. Turner, T. Yokozawa, Ferrocene modified
polypyrrole with immobilised glucose oxidase and ist application in amperometric glucose
microsensors. Ann Biol Clin 47 (1987) 607-613.

[18] I. Rosen-Margalit, J. Rishpon, Novel approaches for the use of mediators in enzyme
electrodes. Biosensors and Bioelectronics 8 (1993) 315-323.

[19] Schuhmann, W., C. Kranz, J. Huber, and Wohlschlager H., Conducting polymer based
amperometric enzyme electrodes: towards the development of miniaturized reagentless
biosensors. Synth. Met. 61 (1993) 31-35.

[20] C. Deng, J. Chen, X. Chen, C. Xiao, L. Nie, S. Yao, Direct electrochemistry of glucose
oxidase and biosensing for glucose based on boron-doped carbon nanotubes modified
electrode. Biosensors and Bioelectronics 23 (2008) 1272-1277.

[21] M. Cano, J. Luis Avila, M. Mayeén, M.L. Mena, J. Pingarrén, R. Rodriguez-Amaro, A
new, third generation, PVC/TTF—TCNQ composite amperometric biosensor for glucose
determination. Journal of Electroanalytical Chemistry 615 (2008) 69-74.

[22] S. Xu, X. Zhang, T. Wan, C. Zhang, A third-generation hydrogen peroxide biosensor
based on horseradish peroxidase cross-linked to multi-wall carbon nanotubes. Microchimica
Acta 172 (2011) 199-205.

[23] Clark, L.C.; Jr.; Lyons, C., Electrode systems for continuous monitoring in
cardiovascular surgery, Ann. N. Y. Acad. Sci. 102 (1962) 29-45.

160



[24] M. Shichiri, R. Kawamori, Y. Yamasaki, N. Hakui, H. Abe, Wearable-type artificial
endocrine pancreas with needle-type glucose sensor. Lancet 2 (1982) 1129-1131.

[25] H. Kim, I. Lee, Y. Kwon, B.C. Kim, S. Ha, J.-h. Lee, J. Kim, Immobilization of glucose
oxidase into polyaniline nanofiber matrix for biofuel cell applications. Biosensors and
Bioelectronics 26 (2011) 3908-3913.

[26] F. Gao, Y. Yan, L. Su, L. Wang, L. Mao, An enzymatic glucose/O2 biofuel cell:
Preparation, characterization and performance in serum. Electrochemistry Communications 9
(2007) 989-996.

[27] P.-C. Nien, J.-Y. Wang, P.-Y. Chen, L.-C. Chen, K.-C. Ho, Encapsulating benzoquinone
and glucose oxidase with a PEDOT film: Application to oxygen-independent glucose sensors
and glucose/O2 biofuel cells. Bioresource Technology 101 (2010) 5480-5486.

[28] M. Togo, A. Takamura, T. Asai, H. Kaji, M. Nishizawa, An enzyme-based microfluidic
biofuel cell using vitamin K3-mediated glucose oxidation. Electrochimica Acta 52 (2007)
4669-4674.

[29] D. Ivnitski, B. Branch, P. Atanassov, C. Apblett, Glucose oxidase anode for biofuel cell

based on direct electron transfer. Electrochemistry Communications 8 (2006) 1204-1210.

[30] M. Ammam, J. Fransaer, Micro-biofuel cell powered by glucose/O2 based on electro-
deposition of enzyme, conducting polymer and redox mediators: Preparation, characterization
and performance in human serum. Biosensors and Bioelectronics 25 (2010) 1474-1480.

[31] P. Cinquin, C. Gondran, F. Giroud, S. Mazabrard, A. Pellissier, F. Boucher, J.-P.
Alcaraz, K. Gorgy, F. Lenouvel, S. Mathé, P. Porcu, S. Cosnier, A Glucose BioFuel Cell
Implanted in Rats. PLoS ONE 5 (2010) €10476.

[32] A.Zebda, C. Innocent, L. Renaud, M. Cretin, F. Pichot, R. Ferrigno and S. Tingry (2011).
Enzyme-Based Microfluidic Biofuel Cell to Generate Micropower, Biofuel's Engineering
Process Technology, Marco Aurélio dos Santos Bernardes (Ed.), ISBN: 978-953-307-480-1,

InTech, Awvailable from: http://www.intechopen.com/articles/showl/title/enzyme-based-

microfluidic-biofuel-cell-to-generate-micropower

161


http://www.intechopen.com/articles/show/title/enzyme-based-microfluidic-biofuel-cell-to-generate-micropower
http://www.intechopen.com/articles/show/title/enzyme-based-microfluidic-biofuel-cell-to-generate-micropower

[33] G.T.R. Palmore, H. Bertschy, S.H. Bergens, G.M. Whitesides, A methanol/dioxygen
biofuel cell that uses NAD+-dependent dehydrogenases as catalysts: application of an electro-
enzymatic method to regenerate nicotinamide adenine dinucleotide at low overpotentials.
Journal of Electroanalytical Chemistry 443 (1998) 155-161.

[34] X.-S. Wang, Y.-Z. Tang, X.-F. Huang, Z.-R. Qu, C.-M. Che, P.W.H. Chan, R.-G. Xiong,
Syntheses, Crystal Structures, and Luminescent Properties of Three Novel Zinc Coordination
Polymers with Tetrazolyl Ligands. Inorganic Chemistry 44 (2005) 5278-5285.

[35] C.S. Marvel, P.V. Bonsignore, Heat Stability Studies on Chelates from Schiff Bases and
Polyazines of Salicylaldehyde Derivativesl. Journal of the American Chemical Society 81
(1959) 2668-2670.

[36] M.N. Arechederra, P.K. Addo, S.D. Minteer, Poly(neutral red) as a NAD+ reduction
catalyst and a NADH oxidation catalyst: Towards the development of a rechargeable
biobattery. Electrochimica Acta 56 (2011) 1585-1590.

162



CONCLUSION
GENERALE

163



Le travail présenté dans ce mémoire a été réalisé a 1’Institut Européen des Membranes
de Montpellier (IEMM) au sein de 1’équipe « Interface, Physicochimie, Polymeres » (IP2).
L’objet de ce projet a été la mise au point de matériaux d’électrode pour la conception de
bioélectrodes avec pour objectif des applications dans le domaine des technologies

analytiques et énergétiques.

La principale originalit¢ de ce travail est la mise en ceuvre de deux voies
d’immobilisation du biorécepteur. Dans un premier temps, nous avons demontré que le
polyneutral red (PNR) représente une bonne matrice de rétention pour les enzymes. De plus,
de part ses propriétés de médiation vis-a-vis des enzymes et principalement de leur cofacteur
(NAD/FAD), ce polymére permet une connexion intime entre le site actif de ’enzyme et
I’¢lectrode. L’ensemble de ces caractéristiques nous a permis de mettre en ceuvre une
bioélectrode applicable en tant qu’anode d’un biocapteur a glucose. Ces systémes nous ont
donné des sensibilités comprises entre 0,6 et 2,8 pA.mM™.cm™ vis-a-vis du glucose selon
I’assemblage étudié avec une bonne stabilité. De plus, ces bioélectrodes ont été également
testées comme bioanodes en vue de leur intégration future dans un systéme de biopile a

combustible.

Dans un second temps, la glucose oxydase a été immobilisée de fagcon covalente sur
une électrode en deux étapes. Tout d’abord 1'électro-oxydation de I'éthylénediamine a été
menée sur des électrodes de carbone vitreux pour obtenir des fonctions amines. La voie
proposée est simple, rapide et efficace. Dans un second temps, la glucose oxydase a été
greffée avec succes par la méthode EDC / NHS sur les fonctions amines apres optimisation
des conditions de pH. Ces bioélectrodes ont ensuite été testées en tant que biocapteurs a
glucose. Ces systémes ont montré une bonne sensibilité vis-a-vis du substrat (de 1’ordre de
1,7 pA.mM™.cm?), comparable aux systémes proposés dans la littérature avec une bonne
stabilité sur une période de 4 semaines ce qui prouve l'efficacité de la méthode de greffage

pour des applications de détection et dosage.

Les perspectives de ce travail consisteront principalement dans un premier temps pour
des applications dans le domaine des biocapteurs a valider la spécificité de ces systémes vis-a-

vis des interférents classiques des fluides biologiques (catécholamine, tyrosine, glutathion ...).

Pour les applications dans le domaine énergétique, 1’objectif sera de construire un
assemblage complet en biopile, notamment en microfluidique, des systemes similaires ayant

été étudiés recemment dans notre laboratoire. En effet, les résultats préliminaires obtenus dans
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la construction de bioanodes sont trés prometteurs. Les assemblages présentent un grand
nombre d’avantages comme leur biocompatibilité, leur potentiel de fonctionnement bas et leur
élaboration relativement simple. Les valeurs obtenues en terme de densité de courant (de
I’ordre de la dizaine de pA.cm™) peuvent paraitre relativement faibles par rapport & d’autres
configurations proposées dans la littérature mais I’intérét principal est ici 1’utilisation du
polyneutral red en tant que médiateur des enzymes FAD et NAD dépendantes. En effet eu
égard son bas potentiel rédox, I’assemblage de la demi-pile a glucose et PNR associée a une
cathode ou une biocathode a oxygene devrait permettre une augmentation conséquente de la
force électromotrice. Si nous nous basons sur les médiateurs rédox couramment utilisés pour
I’oxydation biocatalytique du glucose (dérivés du ferrocene et de quinones, complexes
d’osmium...), leur substitution par le polyneutral red pourra permettre un gain compris entre

100 et 200 mV de ddp environ.

L’encapsulation dans la matrice ¢électrogénérée a néanmoins des limites en terme de
stabilité. Pour pallier ce probléme, il sera intéressant d’aller plus en avant dans 1’étude du
greffage covalent via I’électrooxydation d’alkylamine couplé a I’utilisation d’un film de

polyneutral red.

Dans point de vue perspectives générales de ces travaux, nous avons montré dans le
cas de trois enzymes NAD et FAD dépendantes (aldéhyde déshydrogénase, glucose
déshydrogénase et glucose oxydase) le maintien des propriétés catalytiqgues de ces
biocatalyseurs. Outre la bioanalyse et la bioénergie, ces résultats laissent entrevoir la
possibilité d’étendre le champ d’application des assemblages a d’autres domaines et
notamment la réduction ou I’oxydation énantiosélective de substrats d’importance synthétique

(alcools ou cétones chiraux).
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