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« Layer-by-Layer Electrostatic Self-Assembly » :  Autoassemblage
Electrostatique Couche par Couche
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« Glassy Carbon » : Carbone vitreux
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Introduction générale

Introduction géneérale

La maitrise des nanotechnologies constitue un enjeu majeur pour I’industrie de
demain. En effet, les progrés accomplis dans la maitrise de la maticre a 1’échelle du
nanometre ouvrent des perspectives nouvelles, sources d’enjeux scientifiques,
techniques et économiques majeurs dans des champs d’activité variés. Les
nanotechnologies ne peuvent se développer sans I’apport d’une recherche fondamentale
importante : c’est ce qui constitue le domaine des nanosciences au croisement de
plusieurs disciplines.

Suivant la définition retenue au niveau international, les nanosciences et les
nanotechnologies visent la réalisation, I’étude et la manipulation de structures,
systémes, ou objets dont la taille typique est inférieure a 100 nm et dont les propriétés
physiques, chimiques ou biologiques découlent spécifiquement de cette taille
nanométrique. Les nanosciences fédérent plusieurs grands champs thématiques de
recherche fondamentale: on peut notamment retenir les nanocomposants pour
I’¢lectronique, la photonique et I’information quantique, les nanomatériaux et les
nanobiosciences.

L’organisation de certains matériaux a 1’échelle nanométrique (on parle de
matériaux nanostructurés) leur permet d’avoir des propriétés optiques, mécaniques,
chimiques nouvelles et dans ce domaine, beaucoup reste a explorer. Ces matériaux
nanostructurés peuvent étre élaborés de manicre collective par des procédés de
croissance totalement nouveaux. Par exemple en jouant sur les conditions
expérimentales, il est possible de fabriquer des nanostructures organisées en utilisant
des lois de la physico-chimie qui vont dicter comment des nanoobjets vont s’assembler
de maniére spontanée dans une forme voulue. Cette technique d’autoassemblage connait
actuellement des développements sans précédents.

Parmi les multiples possibilités, la méthode d’autoassemblage électrostatique
couche par couche connait un intérét considérable. Le principe de cette méthode a été
introduit par Iler' en 1966, mais ce n’est que récemment qu’une explosion d’intérét, en
liaison avec le développement des nanosciences, s’est manifestée suite aux travaux de
Gero Decher” en 1991. L’adsorption alternée couche par couche de polyélectrolytes de
charge opposée sur une surface chargée permet d’inverser la charge de surface a chaque

étape, mais surtout de former des structures complexes avec un contrdle moléculaire de
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I’arrangement spatial des entités constitutives. C’est une technique flexible, versatile et
simple a mettre en ceuvre ; des avantages intéressants par rapport a d’autres méthodes
comme 1’¢légante technique Langmuir — Blodgett.

C’est dans ce contexte que se situe mon travail de thése dont les objectifs
concernent I’étude de la méthode d’autoassemblage électrostatique pour modifier des
surfaces d’¢lectrodes et leur conférer des propriétés spécifiques en vue d’applications
dans les domaines des transducteurs, des capteurs chimiques et biocapteurs, ou de
I’¢lectrocatalyse. Un acte ¢électrochimique est un processus multié¢tape se déroulant a
I’interface entre un métal, conducteur électronique, et un électrolyte, conducteur
ionique. Ainsi D’efficacité d’un processus électrochimique sera la résultante d’une
succession d’étapes ¢lémentaires (transfert de charge, transport de matiére, réactions
chimiques couplées) ; chacune d’entre elles pouvant étre cinétiquement limitante selon
les conditions d’utilisation. Comme nous le verrons, la nature de 1’¢lectrode, ainsi que la
nature de I’assemblage électrostatique réalisé a la surface de cette ¢lectrode, de méme
que sa structure, son organisation et les conditions de sa construction, constituent autant

de paramétres qui conditionnent les propriétés collectives du dispositif élaboré.

L’¢tude bibliographique, menée dans le premier chapitre de ce mémoire, permet
de connaitre les avancées de recherches effectuées dans le domaine des électrodes
modifi¢es avec la technique d’autoassemblage électrostatique. Cette technique est basée
sur des interactions électrostatiques principalement. Pour pouvoir réaliser de tels
assemblages sur une surface, il est nécessaire que cette surface soit chargée
(négativement ou positivement). Des surfaces de différentes natures ont été utilisées
pour cela car elles sont soit « naturellement » chargées, soit il est possible de les
fonctionnaliser pour les rendre chargées. A titre d’exemple, des surfaces d’électrodes de
platine, d’ITO, de carbone vitreux et d’or ont été étudiées. Pour chaque type de surface,
il existe différentes méthodes de fonctionnalisation. Dans le cas du carbone vitreux, il
est possible de greffer, a la surface, des molécules chargées, de déposer directement un
polyélectrolyte par physisorption. Il est reconnu que I’or peut former des liaisons
covalentes avec le soufre. De telles surfaces peuvent étre modifiées par des
monocouches d’alcanethiols, parmi les autres possibilités de greffage sur ce type de

surface.
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Le deuxieme chapitre est dédi¢ a la modification d’une surface d’¢lectrode de
carbone vitreux. Dans un premier temps, nous avons ¢étudi¢ différentes méthodes de
fonctionnalisation de cette surface : le dépot direct de polyélectrolyte, le greffage d’un
sel de diazonium et 1’adsorption d’une couche immunologique. L’étude de ces
différentes méthodes a montré que la modification par une sous-couche immunologique
est plus adéquate pour la construction ultérieure d’un biocapteur a base de polyphénol
oxydase (PPO), utilisée comme enzyme modele, et de chitosane sélectionné pour ses
propriétés biocompatibles. Grace a des mesures électrochimiques et structurales, nous
avons pu mettre en évidence des relations structure — propriétés pour ce type de

biocapteur".

Puis nous nous sommes orientés, dans le troisieme chapitre, vers la modification
d’électrode d’or qui permet un meilleur contréle de la surface réelle active et donc de la
reproductibilité des mesures. Un autre avantage de ce type de surface est que leur
fonctionnalisation peut se faire par le greffage d’un thiol. En choisissant la nature du
thiol déposé en surface, il est possible ainsi de contrdler I’interface or — solution, en vue
de telle ou telle propriété recherchée ou de telle application visée. Parmi les multiples
possibilités, nous avons choisi de travailler avec le 3-mercaptopropanesulfonate de
sodium, MPS, pour les propriétés intéressantes qu’il peut offrir. En effet, ’étude de la
structure de cette monocouche et de ses propriétés électrochimiques, nous a permis de
mieux comprendre ses propriétés vis-a-vis du transport de charge et du transport de
matiere a D’interface électrode modifiée — solution, et de voir que les propriétés
remarquables de cette monocouche autoassemblée dépendent de [’espéce redox
détectée®. De plus, cette surface d’or ainsi fonctionnalisée est utilisée comme plateforme
pour l’ancrage ¢électrostatique des assemblages de polyélectrolytes. A cause des
propriétés particulieres de la monocouche de MPS, vis-a-vis du catéchol, 1’assemblage
direct de PPO avec un polyélectrolyte non redox ne peut donner lieu a son utilisation
dans la biodétection, de fagon satisfaisante. Cependant, nous avons remarqué que le
ferrocéne méthanol peut étre détecté sur une surface modifiée par du MPS, ce qui nous
a incité a utiliser ce produit comme médiateur redox de la glucose oxydase (Gox), qui a
¢été immobilisée dans un assemblage multicouche avec un chitosane quaternisé, rendant

possible la réalisation d’un tel biocapteur.
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Dans un souci d’optimiser les performances de biocapteurs construits sur de
telles surfaces d’électrode, nous avons voulu intégrer des nanoparticules d’or a ces
assemblages, pour leurs propriétés intéressantes de conduction électronique. En effet,
dans le quatriéme chapitre, nous avons pu montrer qu’un assemblage composé de
nanoparticules d’or et de polyélectrolytes, constitue une matrice conductrice
¢lectronique, qui a donc pour conséquence d’améliorer considérablement 1’étape de
transduction pour la biodétection. Ainsi un biocapteur a base de PPO a pu étre réalisé
avec cette sous-couche conductrice, ayant pour conséquence d’augmenter
considérablement la sensibilité d’un tel biocapteur. Une partie de ce méme chapitre est
dédi¢e a I’étude de polyélectrolytes redox actifs, qui peuvent améliorer les connexions
¢lectriques, voire étre utilisés dans la médiation d’enzymes. Nous y avons décrit leur
syntheése et les propriétés particuliérement intéressantes qu’ils peuvent apporter quand

ils sont autoassemblés avec des nanoparticules d’or".

[1] Iler, R. K.; J. Colloid Interface Sci. 1966, 21, 569-594.
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Rivas, G. Electrochim. Acta 2005, 50, 2865-2877.

[4] Mokrani, C.; Fatisson, J.; Guerente, L.; Labbe, P. Langmuir 2005, 21, 4400-
4409.

[5] Ferreyra, N.; Coche-Guérente, L.; Fatisson, J.; Teijelo, M. L.; Labbé, P. Chem.
Commun. 2003, 2056-2057.
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Chapitre 1 : Etude bibliographique

1.1 Introduction

Le dépot alterné de polyanions et de polycations conduit a la formation de films minces
appelés multicouches de polyélectrolytes. Les films autoassemblés constituent une
nouvelle classe de matériaux ou les propriétés macroscopiques peuvent étre
programmées « a fagon » en contrélant au niveau microscopique non seulement la
structure mais €galement 1’organisation spatiale des entités constitutives (moléculaires
ou nanoparticulaires).

Cette ¢tude bibliographique présente ’état de 1’art quant a ce type d’assemblages dans
I’objectif de construire de nouveaux matériaux d’électrodes par la technique

d’autoassemblage ¢€lectrostatique couche par couche.
1.2 Films multicouches obtenus par autoassemblage

1.2.1 Généralités

Dans la nature, on peut trouver toute sorte d’objets ayant des tailles qui vont de 1’échelle
atomique jusqu’a D’échelle du globe terrestre. Cependant, I’homme est réduit a
manipuler des objets a des échelles restreintes. Du fait que, dans la nature, on trouve des
formes de vie ayant une dimension minimale allant du nanométre au micrometre, il
devient donc intéressant d’étudier des organisations nanoscopiques. Il existe pour cela
deux approches possibles. La premiére, nommeée « bottom-up », correspond a la
synthése chimique, tandis que la seconde, intitulée « top-down», vise la
miniaturisation. La maitrise de tels systémes nanoorganisés constitue un enjeu majeur
pour les progrés de demain et demande une interdisciplinarité. La construction
d’architectures complexes nanométriques fait appel a la chimie supramoléculaire. En
effet, celle-ci a pour objet la conception, la création et 1’étude de structures complexes,
constituées d’éléments simples. Les propriétés de ces matériaux nanostructurés vont
découler de I’assemblage controlé des différents composants. La structure de ces
systemes dépend essentiellement des interactions entre les éléments constitutifs. Ces
interactions peuvent é&tre des attractions dipolaires, des liaisons covalentes ou

hydrogenes, et de type électrostatique.
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Le principe de 1’adsorption alternée a été introduit en 1966 par Iler' a partir de
particules colloidales de charges opposées. Mallouk et al ont développé ensuite
I’adsorption alternée d’ions Zr*" et d’acide phosphonique®. Enfin, plus récemment,
Decher et al ont étendu cette technique a I’assemblage de polycations et de polyanions

linéaires.

1.2.2 Technique d’'autoassemblage électrostatique

couche par couche

Cette technique est basée, entre autres, sur des interactions électrostatiques entre des

polyanions et des polycations.

Substrat

(i N- =N

Solution de Solution de

Ri . .
Polycation PC* incage Polyanion PA
S ) o)
S, ) S
© . © e
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Figure n°l.1 : Représentation schématique de la technique d’autoassemblage

électrostatique couche par couche (« Layer by Layer Electrostatic
Self-Assembly » LbL ESA)

La procédure d’¢élaboration est décrite sur le schéma de la figure 1.1 :

Etape A : un solide possédant une surface chargée (de nombreuses méthodes de
greffage d’une monocouche de charges positives ou négatives peuvent
étre mises en ceuvre en fonction de la nature du substrat) est immergé
dans une solution contenant un polyélectrolyte de charge opposée. Il en
résulte I’adsorption d’une couche de polyélectrolyte (PE) qui conduit a

I’inversion de la charge en surface du solide.
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Etape B : Apres ringage, le solide est immergé dans une solution de polyélectrolyte
de charge opposée a celle du polyélectrolyte de I’étape A. De nouveau,
une seconde couche de PE s’adsorbe, ce qui restaure la charge initiale du
solide.

La répétition alternée de ces étapes permet de construire ainsi des matériaux

multicouches, dont une représentation schématique et idéalisée est montrée dans le

schéma de la figure 1.1. L’étape de ringage consiste a éliminer les molécules de
polyélectrolyte qui ne sont pas adsorbées électrostatiquement a la surface.

Si on utilise des polymeéres chargés, des macromolécules, c’est pour assurer une certaine

cohésion des films*. En effet, ’enchevétrement des chaines macromoléculaires des PE

va procurer des propriétés mécaniques de cohésion plus importantes que pour

I’assemblage de petites molécules.

Lors de I’adsorption d’un PE, I’¢lectroneutralité est maintenue grace aux contre-ions qui

viennent contrebalancer la charge apportée par le PE. Lors de 1’adsorption de la couche

de PE de charge opposée, une grande partie de ces ions est remplacée par les charges du

PE. 1l subsiste alors un excés de charge. Lorsque ce processus opére, des petits ions

peuvent rester piégés dans le film>®.

Electrostatiques

[ Forces de dispersion ] [ Liaisons hydrogéne J

v

Epaisseur du film
Propriétés de surface
Morphologie du film
Taux d’interpénétration
Propriétés de transport

Applications :
Systémes composites
Films minces moléculaires structurés
Films membranaires

Figuren®l.2 : Représentation schématique des forces influencant les propriétés
des films LbL et des applications possibles en controlant ces
forces’
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Kotov® ont analysé¢ la contribution des interactions hydrophobes dans ce type
d’assemblage, vis-a-vis du relargage des contre-ions, d’eau et de la formation de
complexes de polyélectrolytes (PE). Schlenoff et al’ ont aussi montré que les
interactions entre les polymeres et la surface ont une influence sur 1’épaisseur, entre
autres parametres du film.

Les interactions ¢€lectrostatiques sont la force motrice de cette technique d’assemblage
mais aussi la clé de la structure finale de ces films minces polychargés. Cependant,
d’autres interactions secondaires peuvent étre mises en jeu et avoir une influence sur
I’épaisseur des films, sur leurs propriétés morphologiques finales, et dans certains cas
sur leur stabilité. Ces interactions secondaires (figure 1.2) jouent aussi un role sur
I’adsorption sélective des polymeres, la perméabilité et le transport ionique dans ces
assemblages. Cette procédure de fonctionnalisation de surface par autoassemblage
couche par couche a été élargie a I’introduction de couches chargées constituées de

11,12 - 13 g1 14
7, organiques ~, métalliques

protéines globulaires'®, ou de nanoparticules minérales
ou semi-conductrices" (figure 1.3).

Ce sont ces caractéristiques avantageuses qui ont permis a cette technique de connaitre
un vif succes depuis ces dernieres années, sans doute au détriment des techniques
précédentes, comme 1’élégante technique Langmuir-Blodgett qui a été utilisée pendant
plus de 65 ans mais qui requiert des équipements plus coliteux.

En controlant la nature des espéces autoassemblées, les conditions de leur adsorption,
on peut ainsi controler 1’organisation spatiale, la structure et les propriétés des
matériaux qui résultent de ces autoassemblages. Ce qui élargit le champ d’applications
possible de ces matériaux.

La versatilité¢ de cette technique provient aussi des différents types de surfaces qu’il est
possible de fonctionnaliser par des assemblages: des surfaces planes de nature
différente (quartz, métaux, silice), ou sphériques (colloides organiques ou métalliques)

par exemple.



Chapitre 1 : Etude bibliographique

Linéaires Tacticite
" Degré de polymérisation
Réactifs: ~ Polyméres —— Branches { Cog1positi o ny
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Polymériques Taille
o Polydispersité
Colloides ~——  Métalliques { Cor)rl1po§iti0n
Oxydes Fonctionnalité de surface
Protéines
Biomacromolécules = ——  Polynucléotides
Bioagrégats
Figure n°l.3 : Réactifs possibles pour un assemblage couche par couche avec
quelques détails sur la composition pour les polymeres et les
colloides

Il existe notamment de nombreux exemples décrivant la préparation de colloides
nanostructurés. Les colloides ont montré leur importance dans différents domaines : la
cosmétique, les peintures, la photographie, 1’agriculture. Pour stabiliser un colloide, il
faut contréler des interactions intermoléculaires qui influencent la stabilité du colloide.
La technique LbL peut étre utile dans ce cas, soit pour modifier la surface de particules

16-34 ont montré la

sphériques, soit pour encapsuler diverses especes. Divers travaux
croissance d’un film multicouche de polymeres anioniques et cationiques a la surface de
différentes particules® organiques (polystyréne, latex) ou minérales (silice, or, zeolite).
En contrélant le nombre de couches déposées, la taille des particules peut étre
programmée en vue d’obtenir une épaisseur bien définie. Ce concept a permis, par

36-39
ou d’autres

exemple, d’encapsuler des espéces biologiques, comme des enzymes
protéines, pour créer des réacteurs enzymatiques intéressants du fait de la grande
surface disponible, due aux particules. C’est cette caractéristique attrayante qui a motivé
I’utilisation de particules comme substrats pour des autoassemblages, ce qui a pour
conséquence d’augmenter les performances (catalytiques, optiques, etc.) de ces
matériaux par rapport a [’utilisation de substrats plans. Méme si ces substrats
particulaires sont intéressants, il est nécessaire de controler des parametres

supplémentaires pour stabiliser ces suspensions et pour obtenir les propriétés désirées,

qui restent cependant restreintes par rapport a des surfaces planes.
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Méme en restreignant notre étude bibliographique au domaine des surfaces planes, un
nombre trés important de travaux a été publié a ce sujet. Outre la morphologie du
substrat utilisé (plan, sphérique ou quelconque), sa nature va déterminer les propriétés

des assemblages et plus particuliérement les applications visées.

1.2.3 Influence du pH et de la force ionique sur les

propriétés des films
De méme que la nature du substrat et des PE utilisés, d’autres paramétres comme le pH
et la force ionique des solutions de ces espéces vont influencer la structure et les
propriétés finales des matériaux.
Etant donné que la force motrice de cette technique d’autoassemblage, par rapport a
d’autres, est basée sur des interactions ¢électrostatiques, il est concevable que la densité
de charge des PE utilisés va avoir une influence certaine sur leur adsorption, leur
conformation et donc sur la structure et les propriétés finales des matériaux réalisés. Le
taux d’ionisation de certains polyélectrolytes dépend du pH du milieu. C’est le cas du
polyallylamine (PAH) par exemple. Le choix du pH de la solution a une influence sur la
densité de charges de ce PE, reliée au nombre de groupements amines protonées ou non.
Le pKa des fonctions amine dans le PAH est de 7,2*°. Plus le pH de la solution de PAH
est proche de son pKa, plus la quantité de groupements ammonium est faible, donc plus
la densité de charge du PAH est faible. Ceci favorise ’adsorption de ce polycation.
Mais cela réduit I’inversion de la charge en surface, ce qui ne facilite pas I’adsorption
d’un polyanion a la surface du PAH.
Un polymere est capable de changer de conformation durant son adsorption et on peut
le trouver sous trois formes : (i) les formes plates, ou tous les segments sont connectés a
la surface, (ii) les formes en boucles, qui relient deux formes plates et (iii) les formes
queues qui sont dirigées vers la solution (figure 1.4).
On peut donc dire que le pH a une influence sur la conformation du PE, de part la
quantité¢ de formes plates ou de boucles dans la chaine polymére, et par conséquent sur
la structure de I’autoassemblage entre ces PE. Or les propriétés structurales sont reliées
aux propriétés mécaniques, optiques, chimiques, électroniques finales du matériau

construit.

10
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Figure n°l.4 : Représentation schématique des formes que peut prendre un
polymere lors de son adsorption

Substrat

Par exemple, les propriétés d’émission de lumieére d’un polycation contenant un
complexe de ruthénium Ru(Il) varient en fonction du pH des solutions des PE
utilisées*'. En faisant varier le pH des solutions, il est possible de créer des pores dans
les couches de PE autoassemblés pour fabriquer des matériaux microporeux’".

Le pH a aussi une influence sur les fonctionnalités chimiques d’une couche de PE au
niveau de sa structure interne ou en surface. En effet, a un pH adéquat (en fonction des
PE utilisés), il est possible de créer des liaisons avec des cations métalliques. Par
exemple, il a ét¢ montré que 1’ajustement du pH permet de contréler le taux de
fonctions acides carboxyliques libres, qui vont pouvoir créer des liaisons avec des ions
inorganiques, ce qui peut permettre, par exemple, la synthése de nanoparticules®.
D’autres travaux ont montré que le choix du pH des solutions de PE influence la facon
dont un catalyseur, le complexe tétraamine de palladium, se fixe a la surface des
assemblages de PE faibles, polyacide acrylique et polyallylamine. Ces films composites
sont appliqués au plaquage non électrolytique du nickel catalysé par le palladium®. Ces
exemples d’applications, parmi les multiples possibilités existantes, montrent que ces
autoassemblages peuvent étre utilisés comme nanoréacteurs.

Mais le pH n’est pas le seul paramétre que I’on peut faire varier pour modifier la
structure et les propriétés d’un matériau autoassemblé. La force ionique du milieu joue
un role important dans ce processus. A force ionique ¢levée, la proportion de boucles
est plus importante, du fait d’un effet d’écran des charges du PE par les contre-ions
présents. Il a d’ailleurs été montré, par réflectivité de rayons X notamment, mais aussi
par ellipsométrie >*, que, dans ces conditions, il n’y a pas de stratification absolue mais
une interpénétration de chaque couche les unes dans les autres™*. Les effets de

I’influence de la force ionique sont bien connus et semblables a ceux de I’influence du

11
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pH : si la force ionique est élevée, 1’effet d’écran est plus important, ce qui tend a
favoriser 1’adsorption d’un PE et comme expliqué précédemment, 1’adsorption du
partenaire de charge opposée devient plus difficile. A force ionique faible, les PE
s’adsorbent préférentiellement en adoptant une conformation plane avec des parties
« queues » longues alors qu’a force ionique ¢€levée, les boucles sont en plus grand
nombre car les polyméres deviennent plus flexibles du fait d’un effet d’écran plus
important”’.

La cinétique d’adsorption de différents PE a été¢ analysée par différentes techniques,
dont des méthodes optiques (ellipsométrie™, réflectivité de rayons X*, spectroscopie
UV-Visible®®), par microbalance a quartz’' et il a été montré que cette adsorption atteint
un état stationnaire au bout de 20 — 30 minutes. Il apparait également que les premicres
bicouches sont plus fines que les suivantes. Ceci a été expliqué par le fait que la
rugosité des premieres couches est grande, ce qui implique une nécessité de compenser
les charges, puis la rugosité diminue jusqu’a étre constante pour les couches ultérieures.
La structure (liée a 1’épaisseur de chaque couche), va influencer les propriétés du
matériau ainsi que son champ d’applications. Il faut tout de méme noter que ces effets
d’enchevétrements des chaines macromoléculaires dépendent de la nature des PE
utilisés®. De plus, la plupart des mesures structurales ont été réalisées ex sifu. On peut
raisonnablement penser que la structure in situ est différente et qu'une étude de la

structure interne des matériaux autoassemblés est une étape importante.

1.3 Méthodes de caractérisation

Il existe un trés grand nombre de méthodes de caractérisation des autoassemblages
¢lectrostatiques multicouches in-situ et ex-situ, et donc une trés grande quantité
d’articles consacrés a ces études. Le but, ici, n’est pas d’énoncer la liste compléte de
toutes ces méthodes, ni de tous ces articles mais de voir quel type d’information on peut

obtenir via quelques-unes de ces méthodes.

1.3.1 Techniques optiques

Parmi les méthodes de caractérisation possibles, beaucoup d’entre elles sont rattachées
aux propriétés optiques au sens large du terme.
Le moyen le plus simple pour suivre la construction d’un assemblage, couche par

couche, est probablement la spectroscopie d’absorption UV-Visible, a la seule condition

12
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qu’au moins une des especes assemblées absorbe dans ce domaine spectral. En
mesurant 1’absorbance a la longueur d’onde d’absorption caractéristique d’une des
especes et en connaissant le coefficient d’extinction molaire de cette espece, il est
possible de calculer, grace a la loi de Lambert-Beer, la concentration surfacique de cette
espéce immobilisée dans le film. Ainsi, il est possible d’en déduire la cinétique
d’adsorption de cette espéce, mais aussi d’avoir des informations structurales sur le
film, du point de vue de son mode de croissance (linéaire ou non)*>>*,

Sur le méme principe de mesure de I’absorbance a une certaine longueur d’onde, par
des mesures ellipsométriques ou de réflectivité de rayons X, 1’épaisseur des films peut
étre ainsi déterminée et controlée en faisant varier, comme cela a été vu précédemment
la nature des PE, le pH, la force ionique du milieu. L’épaisseur d’un film peut
¢galement étre obtenue par différentes méthodes microscopiques (microscopie a force
atomique (AFM), microscopie a transmission ¢lectronique (TEM), microscopie
confocale) ou spectroscopiques (résonance plasmonique de surface (SPR),
spectroscopie a guide d’onde optique (OWLS), spectroscopie infrarouge a transformée
de Fourier en mode de réflexion totale atténuée (ATR-FTIR)) qui donnent aussi des
informations sur la cinétique d’adsorption des espéces, sur la réorganisation structurale

du film, par exemples.

1.3.2 Microgravimétrie par microbalance a quartz

Une des méthodes les plus utilisées pour suivre la construction d’un film et obtenir des
informations structurales est la microbalance a quartz (QCM pour Quartz Crystal
Microbalance).

Depuis la découverte en 1880 par Jacques et Pierre Curie du phénomene de
piézoélectricité de plusieurs matériaux, en particulier du quartz, un grand nombre de
recherches ont été réalisées dans ce domaine. La piézoélectricité a été définie par
Cady™ : il s’agit de « la polarisation électrique produite par un effort mécanique dans
des cristaux appartenant a certaines classes, et cette polarisation est proportionnelle a
I’effort et change de signe avec ». L’effort mécanique peut étre de type torsion, tension,
compression, flexion ou cisaillement. De plus, I'inverse peut &tre aussi réalisé :
I’application d’un champ ¢électrique a travers le quartz produit une déformation

mécanique, les mesures par QCM sont basées sur ce principe.

13
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Le quartz est composé¢ de silice et se trouve sous la forme de cristaux (figure 1.5).

Figure n°l.5 : Schéma d’un cristal de quartz avec ses différents axes
d’orientation

Mais ces cristaux ne peuvent étre utilisés a 1’état brut, il est nécessaire de les couper
selon certains axes. Le choix de I’axe et des angles de coupe détermine les propriétés
physiques et électriques du cristal. Les cristaux de quartz sont utilisés dans plusieurs
techniques du fait de ces multiples possibilités de choix de coupe. Dans le cas de la
microbalance, la coupe AT (figure 1.6) est choisie car elle permet une vibration du

quartz en mode cisaillement et d’avoir un signal stable.

35°15° 4

{\

\2(

Figure n°l.6 : Schéma d’une coupe, selon ’axe AT, d’un cristal de quartz

X
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Le cristal de quartz utilis€¢ en QCM est recouvert d’une surface conductrice sur les deux
faces. L’établissement d’un champ électrique alternatif a travers le cristal de quartz
provoque un mouvement vibrationnel a la fréquence de résonance du quartz. Cette

fréquence de résonance est sensible a la variation de masse du cristal (figure 1.7).

Electrode d’or

Quartz = é/
- -

*~  Electrode d’or

: *
Tension continue Tension alternative
Mouvement de cisaillement Oscillations
Figure n°l.7 : Schéma représentant le mode de fonctionnement de la

microbalance a quartz

Sauerbrey™® a été le premier 2 montrer qu’il existe une relation (équation (1)) linéaire
entre la variation de masse ajoutée (dans le vide) 4m et le changement de fréquence de

résonance du quartz Af,

Am =—-CAf (D
ou C est une constante qui dépend des propriétés intrinseques du cristal de quartz,
A 1/2
e et o
2fy

avec fy, la fréquence de résonance du cristal de quartz, 4, la surface piézoélectriquement
active, p, la densité du quartz (2,648 g.cm”) et Ug, le module de cisaillement (2,947.10"
dynes.cm™ pour une coupe AT du quartz).

Depuis, un grand nombre de chercheurs ont utilisé cette technique de QCM. Les
premigéres recherches ont été faites dans le vide ou en phase gazeuse pour le controle de
dépot de films minces, pour des études de contamination et pour des mesures de masse
dans des aérosols’®'. Puis la microbalance a été utilisée en milieu liquide, en premier

62,63 \ . . A AL e . o
par Nomura et al””. Apres, plusieurs études ont été dédiées a la détermination de trace

15



Chapitre 1 : Etude bibliographique

de métaux, a la réalisation d’immunocapteurs, a [’adsorption de protéines, de
phospholipides, a I’adhésion de cellules® ™.
Cette technique a aussi beaucoup été utilisée pour suivre la construction d’un

1-
17 75

assemblage en temps rée , et plus particuliérement les cinétiques d’adsorption des

espéces assemblées pour ainsi optimiser les conditions d’adsorption’®*’.
Puis, plus récemment, la QCM a été couplée a 1’électrochimie, sous la forme
d’EQCM®"*™¥, Cette technique permet de voir la variation de masse lors d’un processus
¢lectrochimique. Cette variation est liée a la rentrée ou sortie d’ions dans le film adsorbé
a I’¢électrode, pour venir compenser I’excés de charge produit par la réaction
¢lectrochimique étudiée.
Cependant, subsistait un probléme quant a I’utilisation de la loi de Sauerbrey. En effet,
celle-ci n’est utilisable que pour des couches adsorbées suffisamment fines et rigides et
elle n’est pas applicable dans le cas d’un film viscoélastique. Ce comportement
correspond le plus souvent a celui des films de polymeéres ou de biomolécules. Dans
cette optique, plusieurs études ont été menées pour connaitre les limites de validité de
I’équation de Sauerbrey® ou pour déterminer les propriétés viscoélastiques**™. Mais
ces mesures étaient faites indépendamment des mesures de masse ou nécessitaient un
appareillage bien plus colteux que la QCM. Pour pallier ce probléme, Rodahl et al®**’
ont mis au point une technique permettant la mesure simultanée du changement de
fréquence et de la dissipation d’énergie : il s’agit de la microbalance a quartz avec suivi
de la dissipation d’énergic (QCM-D pour « Quartz Crystal Microbalance with
Dissipation monitoring »). Aprés une excitation ¢€lectrique de courte durée au cours de
laquelle le quartz oscille a sa fréquence de résonance, la source de tension est
déconnectée et on enregistre la décroissance de I’amplitude des oscillations (figure 1.8).
Cette décroissance est plus rapide dans le cas d’un film visqueux qui dissipe plus
d’énergie qu’un film rigide. Ces opérations sont réalisées en alternance plusieurs fois
par seconde et les mesures sont effectuées sur plusieurs harmoniques.
Le facteur de dissipation, D, représentant la somme de toutes les pertes d’énergie dans
le systéme, s’écrit :

Egissipee

D=—— 3)
ZnEstockée
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Adsorption d’'un matériau rigide Adsorption d’un matériau viscoélastique
— S
] ]

—

Lente décroissance du signal Rapide décroissance du signal

Figure n°l.§8 : Représentation schématique du principe de fonctionnement de la
microbalance a cristal de quartz avec suivi de la dissipation
d’énergie (QCM-D)

La QCM-D a beaucoup apporté et a ensuite entrainé un nombre important d’études dans
plusieurs domaines®™®’. Cette méthode a été appliquée a la caractérisation des films
multicouches autoassemblés et en particulier pour montrer que la croissance de films a

partir de certains PE n’est pas linéaire mais exponentielle®>*%*1%2,

1.3.3 Electrochimie

Il existe, en €lectrochimie, plusieurs méthodes pour caractériser des films multicouches
autoassemblés. Pour notre part, nous avons utilisé la voltampérométrie cyclique (VC) et
la voltampérométrie sur électrode tournante (VET). Ces méthodes nous donnent acces a

des informations sur les propriétés des matériaux étudiés principalement.

1.3.3.1 Voltampérométrie cyclique
La voltampérométrie cyclique est sans doute la plus universelle des méthodes
¢électrochimiques pour étudier les réactions électrochimiques. La VC permet de
caractériser 1’¢lectroactivité d’un film autoassemblé possédant des propriétés redox
(étude du transport de charge, du transfert d’électrons) ou dans le cas d’un assemblage
¢lectroinactif, I’utilisation de sondes redox, qui diffusent a travers le film jusqu’a la
surface de I’¢lectrode, permet d’étudier le transport de matiere au sein des films et leur

perméabilité.
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Cette technique consiste a faire varier le potentiel (pris par rapport a une référence)
entre deux valeurs, a une certaine vitesse (en V.s™) de balayage, lors d’un balayage aller
et d’un balayage retour (constituant un cycle) et de mesurer 1’évolution du courant lors
de ces balayages. La figure 1.9 représente un exemple de courbe de voltampérométrie

cyclique d’une espece redox en solution.

<
E (V)

Figure n°1.9 : Exemple d’une courbe de voltampérométrie cyclique d’'une
espece redox diffusant en solution, comportant les paramétres
que l’on peut mesurer sur cette courbe, Epa et Epc, ipa et ipc.

AEp = Epa — Epc 4)

1
E, = E(Epa + Epc) (5)

Sur la courbe de la figure 1.9, il est possible de mesurer plusieurs parametres
caractéristiques du systéme redox mis en jeu. Au potentiel du pic d’oxydation Epa, on
mesure le courant faradique anodique d’oxydation ipa. Au potentiel du pic de réduction,
on mesure le courant faradique ipc. Le courant faradique est reli¢ a la quantité d’espece
redox mesurée. Pour déterminer la nature d’une espéce redox, on mesure le potentiel E,,
(relation (5)) car il est caractéristique de chaque espéce redox. En mesurant la différence
de potentiel, AEp (relation (4)), il est possible de déterminer la réversibilité du systéme
¢lectronique étudié. Pour un systeme redox réversible, AEp=0,058/n (n étant le nombre

d’¢électrons échangés lors de la réaction électrochimique mise en jeu). En étudiant la
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réversibilité du systéme électrochimique utilisé, on a accés a la cinétique de transfert

d’¢électrons et de transport de matiere (diffusion).

Dans le cas d’une espéce redox adsorbée en monocouche a la surface de 1’¢lectrode, le
transport de matiere de I’espece redox est négligeable et pour un systéme redox rapide
et réversible, la vitesse de transfert d’électrons n’est pas 1’étape limitante du processus

¢lectrochimique et AEp=0 (figure 1.10).

Figure n°1.10 : Exemple d’une courbe de voltampérométrie cyclique pour un
systeme redox rapide réversible, caractéristique d’une espéce
adsorbée en couche mince a [’électrode

Pour un film autoassemblé avec un polyélectrolyte contenant un groupement redox dans
la chaine polymeére, on se trouve dans ce cas. Ainsi, en mesurant le courant faradique
anodique (ou cathodique) et la charge anodique (ou cathodique) et en intégrant la
surface du pic correspondant, on peut calculer la quantité d’¢électricité nécessaire a
I’oxydation (ou a la réduction) de I’espéce redox immobilisée et en déduire la quantité
de sites redox électrochimiquement accessibles au transfert d’électrons. Cette étude
permet de suivre la construction de 1’assemblage de ce PE redox avec une autre espece
de charge opposée, couche aprés couche™' 1%,

Si les PE assemblés ne comportent pas de groupes redox dans leur chaine, il est tout de

méme possible de caractériser le film autoassemblé par électrochimie. La réponse
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¢lectrochimique de sondes redox neutres, anioniques ou cationiques diffusant dans le
film jusqu’a la surface de I’¢électrode, en VC nous renseigne sur le transport de maticre
dans les films et I’état de charge des films autoassemblés. Une méthode, autre que la

VC, couramment utilisée est la voltampérométrie sur électrode tournante.

1.4.3.2 Voltampéromeétrie sur électrode tournante
Le principe, similaire a celui de la VC, est basé sur le fait que la rotation de 1’¢lectrode
cylindrique autour de son axe de symétrie entraine, sur une électrode disque, une
aspiration du liquide dans lequel elle est immergée (figure 1.11).
L’avantage de cette méthode est que 1’on peut controler I’apport de matiere qui se fait

par diffusion - convection hydrodynamique.

e
| / Electrode

Fioure n°l.11 : Schéma d’une électrode tournante

L’allure des courbes intensité-potentiel tracées en voltampérométrie sur électrode
tournante, dans le cas de sondes redox en solution, est illustrée en figure 1.12.

Dans le cas d’une oxydation, si le potentiel imposé est suffisamment grand, le courant
atteint une valeur limite (in) correspondant a wune limitation du processus

¢lectrochimique par I’apport de matiere a I’¢lectrode par diffusion — convection.
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Le courant limite (anodique ou cathodique) que 1’on mesure sur le palier horizontal de
courant (figure 1.12), est proportionnel a la racine carrée de la vitesse de rotation de

I’électrode.

I (UA)

Figure n®1.12 : Exemple d’un voltampérogramme a balayage linéaire obtenu sur
électrode tournante en présence d’une espece redox en solution

L’expression de I’intensité du courant limite est nommée loi de Levich :

iyim =0.69nFD* v 4Cw'"? (6)
Ou n est le nombre d’¢lectrons échangés lors du processus électrochimique mis en jeu,
F est le faraday, A est la surface géométrique de 1’électrode, D est le coefficient de
diffusion en solution de 1’espéce redox utilisée, v est la viscosité cinématique (10~
cm®s” pour un milieu aqueux), C est la concentration en solution de I’espéce redox
utilisée. La variation du courant avec la racine carrée de la vitesse de rotation nous
permet de calculer le coefficient de diffusion de I’espéce redox en solution.

Comme nous le verrons a la page 32, cette méthode permet aussi de quantifier la

perméabilité des assemblages multicouches.

1.4 Fonctionnalisation des surfaces d’électrode

La caractérisation d’assemblages électrostatiques de polyélectrolytes par électrochimie
nécessite 1’utilisation de surface conductrices ¢lectroniques. Pour réaliser un

autoassemblage électrostatique couche par couche sur une surface d’électrode (comme
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sur toute autre surface), il faut tout d’abord fonctionnaliser cette surface pour lui
conférer une charge (positive ou négative) permanente.

Cette plateforme chargée positivement ou négativement est nécessaire pour 1’ancrage de
polyélectrolytes via la technique LbL. ESA.

Il existe de nombreuses possibilités pour fonctionnaliser une surface par greffage d’une
monocouche anionique ou cationique, qui dépendent de la nature de la surface étudiée.
Cependant, dans le cas ou I’électrochimie est utilisée comme outil de caractérisation, il
sera indispensable de vérifier que cette monocouche ne perturbe pas le transfert
d’électron mis en jeu a I’interface électrode/film.

La majorité des travaux consacrés a la modification d’¢lectrodes utilisent des surfaces

de platine, d’oxyde de titane et d’étain, de carbone vitreux et d’or.

1.4.1 Platine

Différentes possibilités sont envisageables pour modifier une surface de platine :
modification par une monocouche d’organosilanes sur une surface d’oxydes de platine
ou greffage de thiols, comportant un groupement fonctionnel chargé en position
terminale, sur une surface de platine. La formation d’une monocouche d’organosilanes
n’est pas simple car elle dépend beaucoup de parametres qu’il n’est pas toujours facile
de contrdler, ce qui implique un manque de reproductibilité de ces monocouches''”.

Cependant, Finklea et al''’

ont utilisé¢ cette méthode sur une surface de platine pour
comparer les propriétés électrochimiques des monocouches qu’ils avaient obtenus sur
une surface d’or. Quant aux thiols, il est connu que les composés soufrés ont une forte

112-114 .11
, comme le platine'’” ou 1’or. Des

affinit¢ avec les métaux de transition
assemblages ¢lectrostatiques de polystyréne sulfonate et de
polydiallyldimethylammonnium ont été réalisés sur une surface d’électrode de platine
modifi¢ par du mercaptoethanesulfonate car ce composé permet de conférer une charge
négative permanente & la surface d’électrode''®. La quasi-totalité des analyses vis-a-vis
du transfert ¢lectronique sur des surfaces métalliques modifiées par des monocouches
autoassemblées (SAM pour SelfAssembled Monolayer) de thiol ont été réalisées sur des
substrats d’or. Ce qui explique le faible nombre d’exemples ou des €lectrodes de platine
sont utilisées pour des autoassemblages. Néanmoins, on peut citer quelques travaux
d’autoassemblages directs sur platine non fonctionnalisé, pour réaliser des membranes

antioacl17 - 118 " . 119
perm-sélectives ', des biocapteurs ~ ou des matériaux électrochromes .
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1.4.2 Oxyde d’indium et d’étain (Indium Tin Oxide ITO)

Les ¢électrodes ITO ont 1’avantage d’étre transparentes dans le domaine UV-Visible, ce
qui permet, sur une méme surface, de réaliser des mesures électrochimiques mais aussi
spectroscopiques. En combinant les informations complémentaires obtenues par ces

deux techniques, de telles surfaces peuvent étre utilisées pour caractériser des matériaux

108,120 72,121-124

¢électrochromes et des Dbiocapteurs principalement, grace aux
caractéristiques optiques et ¢électrochimiques des especes que 1’on désire assembler.

Malgré ’avantage de combiner deux méthodes d’analyse avec un méme substrat, la
réalisation d’autoassemblage sur des surfaces d’ITO est restreinte car leur utilisation
n’est pas simple. En effet, cela demande des traitements chimiques lourds pour nettoyer

108,125
2

et activer ces surfaces, comme un traitement par un plasma d’oxygéne ou

e e .1 126-128
différents acides

ou encore, plus récemment, par un mélange d’eau oxygénée,
) ) . s o 1120,122,129,130 \ . .

d’hydroxyde d’ammonium et d’eau . Aprés ces traitements, la construction

directe d’un assemblage électrostatique est possible. Il faut ajouter que ces traitements

chimiques n’altérent pas les propriétés opto-¢lectrochimiques des ces surfaces.

1.4.3 Carbone vitreux

I1 existe différents moyens de fonctionnaliser une surface d’électrode de carbone vitreux
(GC) pour lui conférer une charge positive ou négative permanente. La premicre
approche que I’on peut citer est celle de 1’adsorption directe de PE sur une surface de
GC. Certains travaux relatent la construction d’un biocapteur suivant cette méthode
BLI2 ot montrent que les performances de ces biocapteurs ne dépendent pas de la taille
de I’électrode ni de sa morphologie'*?. Cependant, il a été remarqué que cette méthode
ne conduit pas a une bonne reproductibilité des mesures sur ces assemblages de PE'™.
Suite a ces résultats, d’autres méthodes plus récentes ont été utilisées pour modifier ce
type d’¢lectrode. Une de ces stratégies utilise 1’¢lectrochimie pour greffer de facon
covalente des groupements chimiques particuliers a la surface de carbone vitreux.
L’oxydation de ces composés chimiques a la surface de carbone vitreux ne présente pas
une bonne reproductibilité et rend la surface corrodable. Au lieu de réaliser cette

1134, en se basant sur la

oxydation, une autre stratégie a été développée par Pinson et a
réduction électrochimique de sels de diazonium. Grace a cette méthode, il est possible
de mesurer le taux de recouvrement de la surface ainsi que de modifier les groupements

chimiques terminaux pour obtenir certaines propriétés.
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Sur le méme principe, Dong et al'**'®

ont montré que la modification d’¢lectrodes de
GC par I’acide 4-aminobenzoique conduit aussi a un recouvrement reproductible de la
surface. Lors de ces travaux, des études ont été effectuées pour connaitre I’influence de
cette modification de surface sur le transfert électronique avec différentes sondes redox.
Il a ét¢ démontré que le comportement ¢lectrochimique de sondes chargées dépend de
I’état de charge de la surface de I’¢électrode modifiée et qu’il est possible de controler le
blocage de la surface, vis-a-vis du transfert électronique, en modifiant la charge des
groupements greffés, en faisant varier le pH de la solution d’étude, en fonction du pKa
de ces groupements. Grace aux résultats de cette étude, cette méthode a été utilisée pour
réaliser des autoassemblages €lectrostatiques de PE et d’autres espéces pour différentes

Lo 135,137-141
applications .

D’autres travaux ont montré, en utilisant la méthode de Pinson et al'**

, qu’il est possible
de fabriquer un biocapteur a glucose en immobilisant la Gox dans un assemblage LbL
sur une surface de carbone vitreux'>. Lors de ces études, il a été vérifié que la surface
de GC modifiée par un sel de diazonium ne bloque pas 1’accés des espéces qui diffusent
a travers le film jusqu’a 1’¢électrode et que les films sont réalisés de fagcon reproductible.
Dans ces mémes travaux, une autre méthode de fonctionnalisation a été étudiée par
rapport au méme film enzymatique. Elle est basée sur I’adsorption d’une couche
immunologique, de fagon similaire & la méthode développée par Bourdillon et al'*.
Cette couche immunologique repose sur la réaction d’un antigéne (adsorbé en premier
sur la surface de GC) avec I’anticorps correspondant conjugué a la glucose oxydase.
Cette méthode présente la méme reproductibilité que le greffage covalent d’un sel de
diazonium mais également 1’avantage d’immobiliser une plus grande quantité
d’enzyme, ce qui améliore les performances du biocapteur a glucose réalisé.

Méme si les surfaces d’électrodes de GC permettent de travailler dans une large fenétre
de potentiels, leur modification pour obtenir une charge permanente en surface, de
facon reproductible, n’est pas trés simple a mettre en ceuvre. Peut-tre est-ce pour cette

raison que la majorité des travaux relatifs a la modification de surface d’¢lectrodes ont

¢été effectués avec des substrats en or.

1.4.4 Or

Il y a plusieurs raisons qui expliquent pourquoi I’or a été, historiquement, le plus utilisé
comme substrat pour fabriquer des matériaux multicouches ou des monocouches

autoassemblées. L’or est un métal relativement inerte, il peut tout aussi facilement
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former des films minces que des colloides, ce qui lui permet d’€tre utilis€¢ dans
différentes techniques analytiques (SPR, QCM, ellipsométrie) et il est compatible avec
les cellules, d’ou son utilisation dans des applications biologiques'*.

La modification de surface d’or se fait essentiellement par des SAM, qui présentent une
meilleure reproductibilité que I’adsorption directe de PE, comme dans le cas du carbone
vitreux. Une grande partie des SAM formés sur des surfaces d’or a été effectuée avec
des thiols car I’or peut former aisément des liaisons covalentes avec des atomes de
soufre, selon la réaction présentée en figure 1.13., De plus, ce type de SAM est stable

f e . N . . 14
pour des périodes allant de quelques jours 4 plusieurs semaines'*.

AU HSR Au_— SR
Au T HSR o Au——"SR +3/2 H,
Au HSR Au—" SR

Figure n®l.13 : Réaction d’une surface d’or avec un thiol (RSH)

Depuis quelques années, il y a une explosion d’intérét pour ces surfaces présentant des
propriétés particuliéres grace aux multiples possibilités de fonctionnalisation chimique
des groupements terminaux. Cependant, il y a plusieurs parametres a prendre en
considération lors de la modification d’une surface d’or par une monocouche
autoassemblée de thiol : solvant, concentration, temps d’immersion, température, etc.
Un grand nombre d’études ont été dédices a ce sujet et les relations entre les propriétés
de ces SAM et ces parametres ne sont pas encore toutes bien définies. De nombreux
travaux font tout de méme état d’une structure bien organisée et avec peu de défauts
dans ces monocouches de thiols sur or'*’. Ceci est également valable pour une grande
variété de thiols. En effet, il est possible de fonctionnaliser le thiol par des groupements
chimiques en position terminale en vue de conférer différentes propriétés a ces surfaces.
Des surfaces d’or fonctionnalisées par un thiol'* peuvent étre utilisées comme modéles
pour des surfaces biologiques, comme substrat pour la cristallisation ou encore dans le
domaine de la photolithographie.

Les SAM sont aussi largement utilisées en électrochimie comme barriére énergétique au

3 Dans ce cas, les SAM w-fonctionnalisés ont souvent été utilisés

transport d’électrons
comme transducteurs  ampérométriques. Dans cette  catégorie, le  3-
mercaptopropanesulfonate a fait 1’objet de diverses études. Il confere a 1’or des

caractéristiques d’hydrophilie, de non dépendance du pH et une charge négative. Ainsi
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cette surface modifiée peut étre utilisée comme plateforme pour [’adsorption
¢lectrostatique de films LbL pouvant é&tre ¢étudiés par des méthodes

’ s e 75,104,133,144-149
¢lectrochimiques .

Cependant, il n’y que peu d’études qui ont été
effectuées sur des monocouches de mercaptoalkylsulfonate du point de vue de leur
structure et de leur comportement électrochimique. L’¢tude la plus complete a été

150
1

menée par Mandler et al ™, ou il est montré qu’une monocouche désorganisée de

mercaptodécanesulfonate a un comportement électrochimique particulier.

Un grand nombre d’applications sont possibles grace a des films multicouches
autoassemblés dans différents domaines : I’optoélectronique, la détection d’especes
chimiques et biologiques, la catalyse, I’analyse, pour ne citer que ceux-ci. Dans chacun
de ces domaines, 1’électrochimie est présente soit comme outil de caractérisation, soit
comme application directe. L’intérét de nos travaux de recherche réside dans ces deux
possibilités d’utilisation de 1’¢lectrochimie. En effet, nous désirons développer de
nouveaux matériaux d’électrodes par autoassemblage ¢€lectrostatique LbL de différentes
especes. Il existe dans ce cas, plusieurs types d’espéces qui peuvent Etre

autoassemblées.

1.5  Utilisation de [I'électrochimie dans le cas
d’assemblages LBL ESA de polyélectrolytes

Les applications que I’on peut viser dépendent de la nature des especes, que ce soit des
PE ou des nanoparticules (NP), ou des protéines, qui sont assemblées. Ces multiples
applications concernent, par exemple, les domaines de [’optoélectronique, des
matériaux semi-conducteurs, de la (bio)détection et du biomédical. Ceci offre un large
choix des matériaux possibles. Plusieurs ouvrages et revues sont consacrés a la

description d’exemples d’assemblages LbL**>"!

. En se restreignant aux exemples
mettant en jeu 1’¢lectrochimie comme outil de caractérisation, on trouve plusieurs
applications possibles pour les systémes €lectroluminescents, la catalyse, les capteurs et

biocapteurs et les membranes permsélectives.

1.5.1 Autoassemblage de polyélectrolytes électroactifs

Depuis ces dernieres années, il y a un intérét grandissant pour la fonctionnalisation des

especes autoassemblées par la technique LbL, en vue d’apporter de nouvelles propriétés
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aux matériaux construits ou pour améliorer les propriétés existantes de ces matériaux.
Pour un matériau de transduction, par exemple, il existe plusieurs possibilités pour
améliorer ses performances, comme favoriser le transport de matiére ou de charges, en
augmentant la perméabilité, en faisant varier les conditions d’adsorption (pH ou force
ionique), ou en rendant ces films utilisables comme membranes permsélectives vis-a-vis
d’une espéce en particulier. Il est aussi envisageable de favoriser le transfert d’électrons.
Pour cela, on peut modifier un PE par greffage ou synthétiser un polymére contenant
des centres électroactifs. La plupart des groupes redox contenus dans ce type de

polyélectrolytes, sont de trois types : le groupe ferrocéne**'"1>2 I groupe a base de

75,104,148,153-158 103,108,109,159,160

complexe bipyridinique d’osmium et le groupe viologene

(voir figure 1.14).
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Figure n°l.14 : Schéma des groupes redox les plus étudiés et les plus utilisés pour

modifier chimiquement un polyélectrolyte

On utilise ces groupes redox car le transfert est monoélectronique dans ces trois cas
pour passer de la forme réduite a la forme oxydée ou inversement. Grace a ces groupes
redox immobilisés directement dans les assemblages, des ¢tudes sur le transfert
¢lectronique au sein de ces films ont été réalisées. L’avantage de contenir un centre
redox dans la chalne polymére est que 1’on peut suivre la construction du film
autoassemblé par électrochimie®™' %, 11 est également possible de caractériser le
transfert de charge au sein de ces matériaux, ce qui permet ensuite d’améliorer les
propriétés électroniques de tels matériaux’'. D’autres études ont été menées, grice a ces

A % stk 104
centres redox, pour controler la permsélectivité de ces films .
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Certains de ces assemblages de polyélectrolytes redox ont des propriétés ¢lectrochromes
(dont la couleur dépend de leur état d’oxydation). L’¢lectrochromisme représente un
bon exemple de I’utilisation de systémes électrochimiques obtenus par technique LbL.
Ces systémes sont de grande importance dans le domaine des vitres intelligentes, des
encres ¢lectroniques par exemple. Un effort particulier a ét¢ mené pour réaliser de tels
systémes sur différents substrats, comme le plastique, le papier et méme les textiles. Les
techniques électrochimiques ont été utilisées pour connaitre I’activité catalytique de ces
groupements vis-a-vis d’une espéce en solution, comme la réaction entre les groupes

. N \ 1
viologénes et I’oxygéne'®.

Schlenoff et al'® ont montré que des polyviologénes
peuvent présenter des fonctions électrochromes, car ce type de polymeére électroactif a
une couleur relative a son état redox. Ils ont également montré que les propriétés
¢lectrochromes peuvent étre controlées a fagon, en sélectionnant les parametres
adéquats'®®(comme le type de PE redox utilisé).

D’autres PE présentent aussi cette caractéristique, comme le poly(3,4-
éthylénedioxythiopheéne) (PEDOT). Il se trouve qu’un bon compromis entre les
différentes caractéristiques d’un matériau électrochrome est un assemblage entre le
PEDOT et un polyviologéne'®".

Un des avantages de la technique LbL est que 1’on peut assembler tout type d’espéces
polychargées, ayant des propriétés électrochimiques intéressantes, et en particulier des
polyoxométallates (POM), qui sont des clusters d’oxydes de métal. Ces oxydes ont été

assemblés dans des multicouches, par Fendler et al'®

. Puis Mohwald et al ont optimisé
leurs propriétés électrochromes en utilisant des composés a base d’europium'®. En
fonction de la couleur désirée, d’autres matériaux ont été fabriqués par autoassemblage
LbL entre des PE et des POM a base de cériumm, de cuivre et de fer'® ou de cobalt'*®
plus récemment.

Rusling a aussi développé un matériau ayant des propriétés électroluminescentes en

autoassemblant des brins d’ADN avec un polyvinylpyridine ruthénium'®*

. Il s’avere que
I’¢électroluminescence est directement obtenue par réaction catalytique du ruthénium
avec des bases guanine de I’ADN. Grace a cette caractéristique intéressante, ces
matériaux peuvent trouver des applications dans la détection de I’ADN.

On peut cependant noter que cette fonctionnalité électrochrome est aussi liée a la
catalyse, voire 1’¢électrocatalyse par des composés présents dans ces assemblages.

Les propriétés catalytiques de certains composés, polymeres ou particulaires, peuvent

étre mises a profit dans des assemblages LbL. En effet, en assemblant des PE redox,
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dans la plupart des cas, avec d’autres especes, on peut réaliser des films qui pourront
catalyser certaines réactions chimiques et enzymatiques, dont on peut suivre 1’évolution
par électrochimie car certains des réactifs ou produits sont détectables a la surface d’une
¢lectrode. Anzai et al ont construit des assemblages entre un polyallylamine modifié¢ par
un groupement ferrocéne et du polyvinylsulfonate'®'%. 11 a été montré, dans ces
travaux, que ce type d’assemblage a la capacité¢ de catalyser 1’oxydation de 1’acide
ascorbique par voie électrochimique. Le suivi électrochimique de la construction de tels
assemblages a pu démontrer que le mécanisme de transport ¢lectronique est fonction du
nombre de couches. On a vu que dans des assemblages de PE, il y a une interpénétration
des couches. Dans ces mémes travaux, il a été remarqué que les chaines de polymeéres
contenant les groupements ferrocéne peuvent pénétrer entre 3 et 4 couches d’un film
interne isolant la surface d’électrode'®.

Des études sur un autoassemblage d’un polyvinylpyridine osmium avec des anions

B3890 ont été menées pour montrer les propriétés catalytiques de ces

polytungstate
particules polyhétérométalliques vis-a-vis de la réduction du péroxyde d’hydrogene, de
nitrite et d’ions bromate et de I’oxydation de 1’acide ascorbique. Ici, ce n’est pas le PE
redox qui catalyse ces réactions mais il est utilisé pour suivre la croissance du film et
pour ¢étudier le transport d’¢électrons au sein de ces assemblages. Ce suivi a confirmé la
conservation de I’activité catalytique des anions polyhétérométalliques au sein de ces
films.

De plus, ce type de PE électroactifs a été utilisé pour leurs propriétés électrocatalytiques
car ces sondes sont utilisées en tant que médiateur artificiel dans des réactions
enzymatiques mais aussi dans des réactions chimiques. Il existe bon nombre d’exemples

utilisant cette caractéristique pour des applications de (bio)détection**!?*10%155,

1.5.2 Autoassemblage de polyélectrolytes et de

biomolécules

Parmi les biomolécules utilisées dans des films LbL, on trouve I’ADN, qui est utilisé
dans des assemblages avec un polycation pour fabriquer un matériau pouvant créer un
environnement biomimétique'*'. Mais dans la majorité des cas, des brins d’ADN sont
utilisés comme polyanion dans des autoassemblages pour la détection d’especes

. 165 - - 131
chimiques "~ ou biologiques .
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L’¢lectrochimie est aussi utilisée dans des assemblages avec des protéines, comme
I’hémoglobine pour la détection des nitrites'®® ou la myoglobine dont on peut suivre la
construction car cette protéine contient un centre redox a base de fer'®’,

La plupart des surfaces d’électrodes modifiées par des biomolécules impliquent des
enzymes, dont 1’application directe est la détection ¢€lectrochimique des produits issus
de la réaction enzymatique. L’adsorption des enzymes est réalisée a un pH adéquat, par
rapport a leur point isoélectrique, pour lui conférer une charge positive ou négative. Il
existe bon nombre d’exemples d’applications en biotechnologies, et en particulier dans
le domaine des biocapteurs, ou des architectures organisées d’enzymes sont utilisées.
L’ avantage de les utiliser dans des assemblages LbL est que I’on peut controler, a la fois
la quantité d’enzyme immobilisée et la distribution spatiale des différents composants,
en comparaison avec I’immobilisation de ces enzymes dans des hydrogels dont la
structure ne peut étre controlée a fagon.

Le principe de fonctionnement d’un biocapteur ampérométrique est présenté sur la
figure 1.15. Dans I’exemple présenté, la forme active de I’enzyme est régénérée par un

groupe redox dont le rdle est celui de relais d’électrons (médiateur) entre 1’électrode et

I’enzyme.
Couche enzymatique Solution
Médiateur
e oxydé Substrat
Mé('diat.e ur > Produits
réduit
Figure n°l.15 : Principe de fonctionnement d’un biocapteur ampérométrique

avec médiation par une espece redox

La détection ampérométrique du substrat de I’enzyme en solution est assurée par la

mesure du courant d’oxydation du médiateur a I’état réduit.
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L’évolution de la réponse en courant en fonction de la concentration en substrat en
solution permet le tracé d’une courbe d’étalonnage dont la partie linéaire définit la
sensibilité du biocapteur. Les performances analytiques*™'”""'” du biocapteur dépendent
de plusieurs paramétres, tels que ’accessibilité de 1’enzyme au substrat (liée a la
perméabilité du film), la rapidité du transfert d’¢lectrons entre le médiateur redox et
I’enzyme et le transfert d’¢électrons a I’interface électrode/film entre le médiateur redox
et I’¢lectrode.

La technique LbL se préte tout a fait a ce principe puisque I’on peut, dans un
assemblage électrostatique, immobiliser des molécules qui peuvent réagir au contact
d’un autre réactif, en conservant une activité non négligeable des enzymes immobilisées
par rapport a d’autres techniques.

L’étude de chacune de ces étapes peut étre réalisée par électrochimie. Ainsi, des études
de perméabilité ont été réalisées dans ce sens pour comprendre comment se déroule le
processus de diffusion au sein de ces assemblages’ "' ""173174,

Le premier exemple d’immobilisation d’enzyme dans un assemblage LbL appliqué a la

1. 11 a été décrit, dans ces

construction d’un biocapteur, fut développé par Hodak et a
travaux, la médiation redox de la réaction enzymatique de la glucose oxydase (Gox) par
un groupe ferrocene greffé sur le polycation immobilisant la Gox. Depuis, plusieurs
enzymes ont été utilisées (Gox, cytochrome oxydase, fructose déshydrogénase,
horeseradish peroxydase, alcool oxydase, lactate oxydase, soybean oxydase, polyphenol
oxydase (PPO), cholestérol oxydase, cholestérol estérase, uricase, diaphorase, glucose-

75,76,148,155,157,168-173
PE redox’™ ou

6-déshydrogénase, et catalase) et assemblées avec des
non redox >!!H12IRINITAI0 gy dehors  d’études  ampérométriques  sur  les
performances des biocapteurs, ces articles traitent de la caractérisation de films
enzymatiques par des mesures microgravimétriques et optiques mais peu décrivent des
¢tudes cinétiques du processus €lectroenzymatique.

Cette médiation permet de travailler dans des gammes de potentiels plus facilement
accessibles. Plusieurs études ont été réalisées dans ce sens. Calvo et al ont démontré
I’activité catalytique des films de PE modifiés par ces centres redox avec la glucose

#0-73 Ces travaux ont montré qu’une grande proportion de Gox est

oxydase (Gox)
¢lectriquement reliée aux groupements redox et que D’activité de ces bioélectrodes
augmente avec le nombre de couches déposées. La technique LbL permet de contrdler
la quantité¢ des espeéces autoassemblées ainsi que leur activité par rapport a d’autres

moyens d’immobiliser cette enzyme. Pishko et al ont confirmé ces observations avec
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des assemblages entre un polyvinylpyridine osmium et la Gox ou la lactate

157,159
oxydase ”"

. Popescu a méme développé un modele cinétique grice aux mesures
obtenues avec un film constitué de peroxydase et de polyvinylpyridine osmium pour
comprendre comment se déroule le transfert électronique dans la réaction enzymatique

mise en jeu' .

1.5.3 Membranes permsélectives

Il faut noter que les études de perméabilité permettent de développer ces
autoassemblages comme des membranes permsélectives.
La perméabilité d’un film peut étre quantifiée par une étude électrochimique. Gough et

Leypoldt'®!

ont étudié le transport de masse a travers un film modifiant la surface d’une
¢lectrode a disque tournant. Dans ce cas, I’expression du courant limite d’oxydation ou
de réduction d’une espece qui diffuse a travers la membrane ne suit plus la loi de Levich
(relation (6)). L’expression de i;m prend la forme de la relation de Koutecky-Levich
(relation (7)). Il définit alors un paramétre, Pm, qui caractérise la perméabilité¢ de la

membrane (relation (8)).

1 1 1
1 .
iy WFAPMC  0,69nFD*v!"* ACw"”? (7)
Df
L (8)

Ou n est le nombre d’¢électrons échangés lors du processus €lectrochimique mis en jeu,
F, le nombre de Faraday, A, la surface géométrique de I’électrode, D, le coefficient de
diffusion en solution de I’espéce redox mise en jeu, v, la viscosité cinématique (10
cm”.s” pour un milieu aqueux), C, la concentration de I’espéce redox utilisée, o, la
vitesse de rotation de I’¢électrode tournante, 15, le courant limite mesuré sur le palier de
la réaction ¢électrochimique étudiée, Pm, la perméabilité du film adsorbé a 1’¢lectrode, «,
le coefficient de partage de 1’espece redox utilisée entre la solution et le film étudié, Dy,
le coefficient de diffusion de 1’espece redox utilisée dans le film étudié et L, I’épaisseur
du film étudié.

La diffusion d’une espéce a travers un film dépend de la nature du film : nature des
especes autoassemblées, conditions d’assemblage (pH, force ionique des solutions
d’immersion, temps d’immersion), charge en surface, séchage, etc. Bruening et al'**'®

ont montré que le contréle de ces parameétres, influengant la perméabilité¢ d’un film de

32



Chapitre 1 : Etude bibliographique

polyallylamine non modifi¢ avec un polyallylamine chimiquement modifi¢, est
important pour créer des membranes séparatrices d’ions. D’autres travaux avec
plusieurs types de PE, de sondes redox et d’¢lectrolytes décrivent que le choix de tous
ces paramétres détermine la perméabilité des membranes de séparation''”'*,

Comme ces membranes sont sélectives a la perméation de certains ions, il est possible
d’envisager de piéger et méme concentrer ces ions dans des films autoassemblés, ce qui
permettrait ensuite d’obtenir des propriétés de relargage contrélé de ces especes dans un
autre milieu. Schaaf et al'®'®® ont montré qu’il est possible d’immobiliser des ions
ferrocyanure dans un film de polyacide glutamique ou de polystyréne sulfonate et de
polyallylamine et de controler le relargage de ces ions dans une autre solution
¢lectrolytique.

Ces membranes sont aussi beaucoup utilisées dans le domaine du biomédical’”'?%10-187-
'% 11 a été montré qu’en ajustant la force ionique du milieu, il est possible de controler
le mécanisme de croissance, qu’il soit linéaire ou exponentiel’>>***1%"1¥7 " Ainsi, avec
des polymeres chargés biocompatibles, il est possible, en contrdlant la force ionique et

le pH du milieu et donc I’épaisseur des films, de réaliser des matériaux ayant des

Ly .. . . .y 1
propriétés antimicrobiennes particuliéres'”.

1.6 Autoassemblage de polyélectrolytes et de
nanoparticules

De nombreux travaux font référence a 1’utilisation de nanoparticules. Il en existe de
toute sorte : sphérique ou plane, organique ou inorganique. L’avantage d’intégrer des
nanoparticules est qu’il est possible d’¢élargir le champ d’applications des
autoassemblages électrostatiques grace aux propriétés inhérentes a ces nanoparticules
(NP) dans les domaines de 1’optique, de I’électronique et des capteurs™ "', Comme
pour tout autre type d’autoassemblage, il est nécessaire de contrdler différents
paramétres en vue de travailler dans des conditions optimales pour contrdler I’épaisseur
de ces films contenant des NP'?". La technique LbL est particuliérement avantageuse
pour cela et 1’on peut ainsi construire des films nanostructurés stables'”®. On a vu que le
choix d’utiliser des PE dans ces autoassemblages permet une bonne cohésion des films
obtenus mais aussi de recouvrir les irrégularités d’une surface. On a aussi remarqué que
I’on n’obtient pas de stratification des matériaux avec uniquement des PE, dans des

conditions normales d’utilisation (milieu tamponné, a force ionique constante, temps
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d’adsorption maximal). Ceci provient de I’interpénétration des couches les unes dans les
autres, due a un enchevétrement des chaines macromoléculaires. Ce phénoméne peut
conduire a une croissance non linéaire des films. On aurait pu penser que d’utiliser des
NP pouvait mener a une stratification partielle de ces films, de part 1’éloignement de
deux couches de PE successives, séparées par une couche de NP d’une épaisseur
souvent plus grande que celle d’un PE. Plusieurs travaux ont montré que, par des
mesures spectroscopiques, il y a une dépendance linéaire de I’absorbance, a la longueur
d’absorption caractéristique correspondante au type de NP utilisées, en fonction du
nombre de couches™ "2 Ceci signifie que la quantité de NP adsorbées & chaque
¢tape est constante. L utilisation de NP permet d’avoir une croissance linéaire des films
avec le nombre de couches, mémes dans des milieux a force ionique élevée. Cette
croissance, sur des substrats plans, a été observée pour différents types de NP : CdS***
206 0dSe!3207208 | C(TH6209 P20 Tj(,204205208210213 7,y 214 p 204215 p 216219
Si02220’221, M002222, Polyoxometallates162’200, HgTem, Fe304197’224, etc.

Les résultats observés par spectroscopie UV-Visible ont été confirmés par la mesure de
1’épaisseur des films en fonction du nombre de couches, que ce soit par ellipsométrie®'®

221,225

ou par microbalance a quartz . Dans la plupart des cas étudiés, 1’incrément

d’augmentation de 1’épaisseur correspond a une monocouche que ce soit pour le PE ou

pour les Np?2¢228

mais cela n’est pas toujours le cas. Par exemple, des couches de NP
de HgTe correspondent & deux voire trois monocouches denses de ces NP*%. Cette
caractéristique a aussi été¢ observée pour des NP d’or stabilisées par du citrate ainsi que
pour des colloides de latex, quand un sel est ajouté a la dispersion colloidale. Dans
d’autres cas, 1’épaisseur mesurée pour une couche de NP est inférieure a celle d’une
monocouche dense. Ceci a été montré avec des NP d’yttrium-fer-grenat (YFG)*>**°. Au
fur et a mesure de la croissance du film, des ilots se forment. Leur taille augmente avec
le nombre de couches déposées. La croissance du film se déroule par expansion latérale.
L’augmentation de la taille de ces ilots correspond a une augmentation de la quantité de
NP. Or les mesures spectroscopiques nous indiquent une croissance linéaire. Il y a donc
un effet de compensation qui réduit la quantité de particules adsorbées lors de la
croissance du film. Cette compensation peut avoir lieu suivant différents mécanismes :
(1) il y a une désorption partielle des particules précédemment adsorbées durant

I’adsorption du PE®’; (ii) la répulsion électrostatique augmente entre les composants

231-235

de méme charge ; (iii) il existe une dépendance de la quantité de matiere adsorbée

avec la rugosité du film.
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Pour comprendre pourquoi la superposition de ces mécanismes résulte en une
augmentation linéaire, il est nécessaire d’étudier les processus moléculaires mis en jeu
dans la technique LbL.

Récemment, quelques apercus significatifs de ces processus d’autoassemblage LbL"*%

% ont été rapportés. Majoritairement, il a été montré que ce sont les interactions
secondaires qui sont responsables de ce type de phénomene. Il faut noter que ces
interactions secondaires proviennent du stabilisant utilisé pour les solutions colloidales
de Np#0-214216232.239242 1 5 compréhension de ces interactions permet d’obtenir les
propriétés désirées. Comme pour les PE, ces interactions secondaires peuvent étre
influencées par le pH et la force ionique du milieu dans lequel les NP se trouvent. Par
exemple, de la méme maniere que pour un assemblage de PE, si on augmente la force
ionique, 1’effet d’écran de charges des NP augmente aussi, ce qui a pour conséquence
d’augmenter la densit¢ de NP dans chaque couche™ mais pas d’éviter I’expansion
latérale.

Un autre parameétre qui a une influence sur la densité d’adsorption de NP est leur forme.
Pour une nanoparticule sphérique, la surface spécifique d’interaction avec le substrat est
moins importante pour dans le cas de particules planes. Ainsi, il y a une augmentation
de la densité de NP par couche, ce qui explique que des autoassemblages de particules
planes ont de meilleures performances dans le domaine des matériaux semi-conducteurs
car le transfert de charge est facilité. Outre la forme des NP, leur taille peut influencer

leur adsorption. Akashi et al”>"*

ont montré que, pour des nanosphéres de polystyréne,
plus leur taille est grande, plus le recouvrement de la surface est important.

En faisant varier ces parametres (pH, force ionique, forme et taille des NP, stabilisant
des colloides), on peut contrdler la structure des films obtenus, ce qui déterminera telle
ou telle propriété du matériau ainsi construit.

La grande majorité des travaux consacrés a 1’étude d’autoassemblage de PE et de NP a
¢été réalisée par différentes méthodes autres que des méthodes électrochimiques, alors
que ’utilisation de 1’électrochimie permet de comprendre le mécanisme de transport de
charge au sein d’un assemblage de PE et de NP conductrice €lectronique ou isolante. Or
cela est nécessaire pour le développement de nouveaux transducteurs, pouvant trouver
des applications dans les domaines de 1’analyse (capteurs chimiques et biologiques), de

I’optoélectronique, etc. C’est dans cette optique que nous avons construit de nouveaux

matériaux d’électrodes, par autoassemblage LbL de PE et de NP.
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1.7 Conclusion

Nous avons remarqué, dans ce chapitre, que la fonctionnalisation de la surface
d’¢lectrode est une ¢étape importante pour [’amorcage d’un autoassemblage
¢lectrostatique couche par couche. Cette étape modifie les propriétés physiques et
chimiques de la surface. Il est important de connaitre ces effets pour obtenir une surface
d’¢lectrode modifi¢e de fagon reproductible et comprendre les phénomenes de transport
de charge et de matiere dans les films adsorbés sur cette surface.

I1 est également important de contrdler différents parameétres, comme le pH et la force
ionique des solutions de polyélectrolytes, ainsi que la nature de ceux-ci car ils
influencent la structure et donc les propriétés des assemblages obtenus car nous avons
vu que ces informations sont reliées. De plus, en fonction de I’application visée, il est
important de bien choisir les especes a assembler.

Pour caractériser complétement un film autoassemblé, il est nécessaire d’employer
plusieurs techniques complémentaires car les résultats donnés par ces différentes
techniques permettent d’établir des relations entre la structure et les propriétés des
matériaux construits. Parmi toutes ces techniques, 1’électrochimie est un outil de
caractérisation particuliérement intéressant grace aux multiples informations qu’elle

permet d’obtenir.
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Chapitre 2: Modification de surface d’électrodes de

carbone vitreux

2.1 Introduction

Dans ce chapitre, il sera discuté¢ de la fonctionnalisation de surface d’¢lectrode de
carbone vitreux en vue de construire un autoassemblage électrostatique de
polyélectrolytes et d’enzymes. L’adsorption de 1’enzyme est réalisée a un pH pour
lequel son enveloppe protéinique est globalement chargée négativement, c’est-a-dire a
un pH supérieur a son point isoélectrique.

Notre étude a porté sur la caractérisation d’assemblages multicouches de chitosane
quaternisé (polyélectrolyte cationique) et de polyphénol oxydase. Des mesures
spectroscopiques et microgravimétriques nous ont permis de démontrer et de quantifier
la croissance des assemblages. L’utilisation de techniques électrochimiques nous a
permis d’obtenir des informations quant au transfert d’électrons et au transport de
matiere au sein de ces films et de caractériser 1’activité €lectroenzymatique de telles
bioélectrodes. Puis, en utilisant un modele cinétique adéquat, une analyse théorique a

€té menée pour €tablir les relations structure — propriétés de ces films.

2.2 Choix des conditions pour I'assemblage électrostatique

de polyélectrolytes et d’enzymes

2.2.1 Choix du substrat d’électrode

La construction d’un assemblage ¢électrostatique multicouche sur une surface
d’¢électrode nécessite la reproductibilité de la fonctionnalisation de cette surface par une
monocouche chargée. De plus, cette monocouche, composée de groupes ioniques, ne
doit pas inhiber le processus de transfert électronique.

La plupart des travaux consacrés au domaine des multicouches de polyélectrolytes a été
réalisée en utilisant des surfaces d’or fonctionnalisées par un thiol. Ceci s’explique par
le fait qu’en contrdlant la nature du thiol, on peut contréler des propriétés de la surface
de I’électrode d’or. Ainsi, on peut fonctionnaliser ces surfaces de fagon reproductible’.
Cependant, les surfaces d’or modifiées par un thiol ont un domaine d’électroactivité

relativement restreint. La modification d’une surface d’or par du 3-mercaptopropane
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sulfonate (MPS) conduit a une passivation de 1’¢lectrode d’or pour certaines sondes
redox. Dans le cas du catéchol, le transfert d’électrons est totalement bloqué, comme le

montre la figure 2.1.

15

catéchol S orthoquinone + 2e- + 2H*

<
2
b
-5
-10 T T T T T T T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
E (V)
Figuren®2.1 : Courbe de VC (0,1 V.s™) enregistrée en présence de catéchol

4.10% M dans le tampon phosphate 0,1 M & pH=6,5, avec une
electrode d’or nu (a) et une électrode d’or modifiée par une
monocouche de MPS (b)

L’ensemble des résultats concernant une telle modification de surface d’or sera détaillé
dans le chapitre 3 de ce mémoire.

Donc, pour cette raison, nous avons choisi de travailler avec une surface de carbone
vitreux, qui offre d’autres possibilités de fonctionnalisation de surface.

Plusieurs approches ont été utilisées, au laboratoire, pour fonctionnaliser la surface de
carbone vitreux” (GC pour Glassy Carbon) par des charges négatives nécessaires a la
construction des autoassemblages électrostatiques. Il a été démontré que 1’adsorption
directe de polyélectrolyte a la surface du carbone vitreux conduit a des assemblages peu
reproductibles. Les deux méthodes mises en ceuvre, pour fonctionnaliser, avec une
bonne reproductibilité, le GC, inspirées de la littérature, sont schématisées sur la figure

2.2.
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Figure n®2.2 : Schéma de deux méthodes possibles pour fonctionnaliser une

surface d’électrode de carbone vitreux (GC)

La premiére méthode (1) utilisée s’inspire des travaux de Pinson et al’ et met en jeu le
greffage covalent d’un radical d’acide 4-phenylacétique a la surface du carbone vitreux.
Ce radical est formé par la réduction électrochimique du sel de diazonium
correspondant, en solution dans I’acétonitrile. Le transfert de 1’électrode ainsi modifiée
dans une solution aqueuse a un pH supérieur au pKa de 1’acide 4-phenylacétique
conduit & I’obtention d’une monocouche anionique (schéma 1 de la figure 2.2). La
seconde approche utilisée pour greffer des charges négatives en surface du carbone
vitreux a été développée par Bourdillon et al*. Elle est basée sur des réactions d’affinité
qui conduisent a la fixation d’une monocouche de glucose oxydase en surface du
carbone vitreux (schéma 2 de la figure 2.2). Ces deux fonctionnalisations permettent
d’avoir une charge négative en surface.

La premiére couche d’enzyme a été adsorbée a la surface d’un assemblage de trois
couches de polyélectrolytes PE'/PE/PE", sur une sous-couche anionique. Nous avons
nommé cet assemblage « film précurseur ». Caruso et al’ ont en effet démontré que la
croissance régulicre des assemblages é€lectrostatiques était obtenue apres adsorption de
trois ou quatre couches de polyélectrolytes afin d’atténuer I’influence de 1’état de
surface du substrat. En effet, des rugosités de surface différentes peuvent induire des
modifications dans la structure de 1’assemblage des premicres couches. Dans le cas des
expériences que nous avons réalisées, nous avons appliqué un protocole de polissage
des surfaces de carbone vitreux (se reporter a la partie expérimentale) qui permet de
limiter des variations de rugosité de surface d’une électrode a 1’autre. En revanche,
I’intercalation d’un film précurseur entre la premiere couche d’enzyme et la surface de
carbone vitreux permet également d’éloigner la protéine de la surface. Il est bien connu
que les protéines s’adsorbent fortement sur les surfaces solides en perdant leur

conformation et donc leur activité catalytique. En adsorbant la premicre couche
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d’enzyme sur le film précurseur, on diminue ainsi les interactions entre la protéine et la
surface.

Une comparaison des deux méthodes de fonctionnalisation de GC (1) et (2) a été menée
et la fonctionnalisation par une couche immunologique conduit a des films plus
performants vis-a-vis de 1’oxydation du glucose.

Nous avons donc opté pour cette solution qui parait la plus performante dans le cas de la
construction d’assemblages avec la polyphénol oxydase (PPO). Aussi, nous avons
modifié des surfaces de GC par une monocouche immunologique, un film précurseur,
puis un assemblage multicouche de chitosane quaternisé (CHI") et de PPO. Nous avons
déterminé la structure de tels assemblages par des mesures spectroscopiques et
microgravimétriques, et les propriétés enzymatiques par des mesures €lectrochimiques

afin d’établir des relations structure — propriétés de tels assemblages.

2.2.2 Le chitosane

Le chitosane, polyélectrolyte naturel, a été choisi pour ses propriétés de
biocompatibilit¢é. Le chitosane est obtenu par désacétylation de la chitine,
polysaccharide naturel extrait de la carapace de crustacés. Lvov et al® ont montré que
I’assemblage LbL de chitosane cationique et de polyanions était un trés bon moyen
d’utiliser cette technique pour préparer des surfaces moléculaires biocompatibles. Puis
d’autres exemples d’assemblages de chitosane et de polyanions ont été construits pour
fabriquer des surfaces biologiquement actives’® ou pour immobiliser des protéines °'".
Pour que le chitosane (schéma 2.1) soit chargé positivement, il faut protoner les
fonctions amine et donc travailler a pH acide. Or ces conditions ne sont pas favorables a
I’enzyme qui risque d’étre dénaturée. Donc, dans le but de lui conférer une charge
positive permanente et éviter de travailler a pH acide, le chitosane a ét¢ chimiquement
modifié par quaternisation des groupes amines.

Sur le schéma 2.1, DA, représente le degré d’acétylation du chitosane (DA=0,12) et DS

représente le degré de substitution du chitosane quaternisé utilisé (DS=0,4).
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CH,OH CH,0H
o 0 L
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0. 0. (o]
N
OH o} OH 0, OH
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COCH3 |
- DA -DADS DS
Schéma n°2.1 : Formules chimiques semi-développées du chitosane, CHI et du

chitosane quaternisé CHI', synthétisé selon la méthode décrite
par Rinaudo et al”

2.2.3 La polyphénol oxydase

La polyphénol oxydase est une métalloenzyme contenant un site actif a 2 atomes de
cuivre et possédant une masse molaire de 128 kDa. Nous avons travaillé a un pH de 6,5,
qui se trouve au dessus du point isoélectrique (pI=4,3) de cette enzyme, lui conférant
ainsi une charge négative, et qui correspond également au pH optimum de travail de
cette enzyme.

La PPO catalyse, en présence d’oxygene, 1’orthohydroxylation de monophénols en
catéchols (activité de monophénolase) qui, a leur tour, s’oxydent en orthoquinone (o-
quinone) (activité de catécholase). Dans le cas ou I’enzyme est immobilisée a la surface
d’une électrode pour la construction d’un biocapteur, 1’étape de transduction est basée
sur I’électroréduction de I’o-quinone enzymatiquement générée (voir schéma 2.2). Ce
dispositif enzymatique offre I’avantage du recyclage électroenzymatique du catéchol

qui conduit a une amplification du signal.
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-0.2V | Film Solution

/» dZH(S)
A e
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o-quinone (P) oH
catechol
- OH ()
Schéma n°2.2 : Représentation du  fonctionnement  d’un biocapteur

ampérométrique a catéchol, a base de PPO

Ce systéme présente aussi un intérét pour approfondir 1’étude du processus
¢lectroenzymatique puisque le catéchol et 1’orthoquinone sont des especes
¢lectroactives. On pourra donc détecter a la surface de I’électrode non seulement le

produit de la réaction enzymatique mais également le substrat.

2.3 Assemblages électrostatiques multicouches de

chitosane quaternisé et de polyphénol oxydase

2.3.1 Etudes structurales d'un film multicouche de PPO et

de chitosane.

2.3.1.1 Etude spectroscopique de la croissance du film

La construction du film a été effectuée sur les parois d’une cuve de quartz,
préalablement activée et négativement chargée (voir partie expérimentale). Une couche
de CHI" est adsorbée, par interactions électrostatiques, en mettant en contact la surface
de quartz avec une solution de CHI™ 4 2 mg.mL"' dans le tampon phosphate (TP) 0,05
M a pH=6,5. Aprés rincage avec la solution de TP, la surface de quartz est
successivement mise en contact avec des solutions de PSS, puis de CHI', conduisant
ainsi a la formation d’un assemblage Quartz/CHI /PSS/CHI". Ce film est alors utilisé
comme plateforme cationique pour la construction du film enzymatique (PPO/CHI"),.

La construction de 1’assemblage est suivie pas a pas par I’enregistrement d’un spectre
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d’absorption en présence de TP. La croissance du film est basée sur I’augmentation de
I’absorbance de la bande d’absorption caractéristique de I’enzyme a cuivre et centrée
sur 278 nm".

Les spectres d’absorption pour différents nombres de couches déposées sur la surface de

quartz de la cuve, sont représentés sur la figure 2.3A.

020{ B .

0.154 il

Absorbance
o
-
o
1

PPO
0.05 0.05 /\
0.00- s ———————— 0.00 R ¢ < —
200 300 400 500 600 700 800 0o 1 2 3 4 5 6 7
Longueur d'onde (nm) Nombre de bicouches : n
Figure n°2.3 : Spectres d’absorption UV-Visible (4), dans le tampon phosphate

0,05 M a pH=6,5 pour un film de Quartz/CHI /PSS
/CHI/(PPO/CHI"),, adsorbé sur les parois d’une cuve de quartz
de 0,1 cm de trajet optique (les traits en noir sont les spectres
d’absorption des films dont la derniere couche est de la PPO et
les traits gris sont caractéristiques des films dont la couche
externe est du CHI') et évolution de la concentration surfacique
de PPO (B) en fonction du nombre de bicouches, n, de
(PPO/CHI"), pour n allant de 1 a 7. Pour n demi-entier, M
[’assemblage se termine par une couche de PPO et pour n entier,
[, le derniére couche est constituée de CHI',

Le CHI' n’absorbe pas dans le domaine de longueur d’onde exploré. En revanche, le
polystyréne sulfonate (PSS’) a une bande d’absorption, peu intense, centrée sur 292 nm.
Sur la figure 2.3B, on a soustrait I’absorbance du film précurseur de CHI'/PSS/CHI"
aux spectres de CHI'/PSS/CHI'/(PPO/CHI"),. En utilisant le coefficient d’extinction
molaire de la PPO, 2,39 mL.mg'l.cm'1 a 278 nm14, il est possible, a partir de la loi de

r . . . 2
Lambert-Beer, d’en déduire la concentration surfacique en enzyme, I's (en mol.cm™) :

3
T, = g A107 (pour une paroi de cuve) (1)
S 2655M ppy

La figure 2.3B présente I’évolution de la concentration surfacique en PPO, I'ppo, en

fonction du nombre de couches.

57



Chapitre 2 : Modification de surface d’électrodes de carbone vitreux

On peut noter une légere diminution de 1’absorbance lors de 1’adsorption d’une couche
supplémentaire de chitosane, ce qui pourrait s’expliquer par un relargage partiel de
molécules de PPO vers la solution. Cette observation a déja été notée par Lvov et al'
qui a étudié différents assemblages de protéines et de polyélectrolytes. Dans notre cas,
une moyenne de 6% de PPO est relarguée, sur 7 couches de PPO assemblées, ce qui
tend a montrer que le processus de désorption est plutot faible et lent. Sur le graphe
2.3B, on remarque que la croissance du film est linéaire jusqu’a 5 bicouches de
(PPO/CHI"), puis, au-dela, on commence a s’écarter de la linéarité. La croissance non-
linéaire d’assemblages LbL a été démontrée et modélisée'® pour un grand nombre de
couches. Ce mode de croissance est expliqué par la diffusion d’un polyélectrolyte a
I’intérieur du film lorsque 1’assemblage est mis au contact de la solution de
polyélectrolyte et par la diffusion du PE vers I’interface film/solution.

Nous avons calculé une quantit¢ de PPO adsorbée moyenne sur 5 bicouches de 0,024

nmol.cm™, ce qui correspond & une masse de 3072 ng.cm™.

2.3.1.2 Etude microgravimétrique

La croissance du film a été étudiée in situ par microbalance a quartz avec suivi de la
dissipation d’énergie (QCM-D). Nous avons suivi I’évolution des signaux de fréquences
normalisées par le nombre de I’harmonique, AFy/x, pour 3 harmoniques : x=3, 5 et 7
soit respectivement 15, 25 et 35 MHz. L’évolution des dissipations d’énergie
correspondantes, ADy, est suivie en méme temps.

Le fondamental a 5 MHz n’est pas représenté sur la figure 2.4. Les mesures effectuées
sur la fréquence fondamentale doivent étre interprétées avec précaution car elles sont
sensibles a la fagon dont le quartz a été monté dans la cellule de mesure de la QCM-D.
La figure 2.4 présente I’évolution de la fréquence et de la dissipation d’énergie pour un
assemblage CHI'/PPO/CHI" sur une surface Au/MPS/CHI'/PSS". On peut déja noter
que le saut total de dissipation pour cet assemblage est important, 200.10°, ce qui
traduit la viscoélasticité de ce film. On peut déja émettre une premiére explication a ce
phénomeéne : le chitosane est connu pour étre trés hydrophile, on peut donc penser que
chaque couche de CHI" est hydratée (car la QCM-D détecte aussi ’eau présente dans

les couches déposées), relativement épaisse et donc tres peu rigide.
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Figure n®2.4 : Evolution de AF\/x (échelle de gauche), et AD, (échelle de droite)

pour x=3, 5 et 7, en fonction du temps, pour un assemblage
CHI'/PPO/CHI", réalisé en milieu tampon phosphate 0,05 M a
pH=6,5, adsorbé sur Au/MPS/CHI /PSS .

La figure 2.5 présente 1’évolution de AFy/x (A) et ADy (B) en fonction de la couche
adsorbée depuis le film précurseur. On notera que AFy/x n’est pas indépendant de
I’harmonique étudiée, x. De plus, les valeurs de ADy mesurées sont élevées, de I’ordre
de 500.10° pour la derniére couche de 1’assemblage. Ces résultats confirment que ’on
ne pourra pas utiliser I’équation de Sauerbrey, qui ne s’applique que dans le cas de films

rigides.

Nous avons donc utilisé le modéle développé par Voinova'’, qui prend en compte la
viscoélasticité, ici non négligeable, du film et qui établit une relation entre les
paramétres viscoélastiques du film (viscosité, densité, épaisseur, module ¢€lastique) et
les variations de fréquence et de dissipation.

Ainsi, on a pu extraire la masse surfacique de chaque couche ainsi que son épaisseur, en
supposant que la densité du film est de 1 g.cm™, comme I’ont fait Picart et al'® pour des
assemblages de chitosane, acide hyaluronique et poly-L-lysine. Cette hypothése se
justifie par le fait que le chitosane est un polymeére naturel qui s’hydrate trés facilement.
On peut donc supposer que les assemblages (PPO/CHI"), possédent une densité proche

de celle de 1’eau.
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Figuren®2.5 : Graphes récapitulatifs de AF\/x (A) et AD; (B) (pour x=3(@®),

5(A) et 7(B) a chaque palier de tampon en fonction du nombre
de bicouches de (PPO/CHI+ )n construites sur Au/MPS/CHI /PSS
JCHI'. Si n est demi-entier, on a une couche de PPO en derniére
couche et si n est entier, ¢’est une couche de CHI' qui termine
["assemblage. Les points expérimentaux apparaissent pleins et
reliés, alors que les points modélisés sont vides et non reliés.

On a pu noter que la premiére couche de CHI™ a une masse de 850 ng.cm™ alors que la
deuxiéme couche a une masse de 7670 ng.cm™. Cette différence importante peut étre
attribuée a la forte influence du substrat Au/MPS sur la quantité de CHI" adsorbé sur la
premicre couche. L’adsorption de la couche de PSS s’accompagne par ailleurs d’une
réaugmentation des fréquences et d’une diminution du facteur de dissipation, qui
conduisent a calculer une épaisseur de 4,2 nm au lieu de 8,5 nm pour la premicre

couche de CHI". Le film devient moins épais et moins viscoélastique. La couche de
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PSS’ vient compresser celle de CHI', ce qui s’accompagne de 1’expulsion de molécules

d’eau et d’anions présents dans la premiére couche de CHI".
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Figure n®2.6 : Evolution de la masse surfacique (a gauche) et de [’épaisseur (a

droite) calculées par modélisation en fonction du nombre de
bicouches (PPO/CHI") assemblées sur Au/MPS/CHI /PSS /CHI .
Si n est demi-entier (M), la couche externe est une couche de PPO
et si n est entier (LJ), c’est une couche de CHI  qui termine
[’assemblage

La figure 2.6 représente 1’évolution de la masse surfacique et de 1’épaisseur du film en
fonction du nombre de couches déposées. Etant donné que 1’on a un film épais et tres
dissipatif, comme le montrent les valeurs de la figure 2.5B (environ 500.10°),
I’amortissement de 1’onde électroacoustique est tel que ’appareil ne peut plus analyser
correctement le signal mesuré, méme en excitant le quartz a son intensit¢ maximale.
C’est pour cette raison que nous n’avons pas pu analyser plus de 5 bicouches de
(PPO/CHI") sur un film précurseur Au/MPS/CHI/PSS/CHI".

On observe une croissance réguliere du film, comme par les mesures de spectroscopie
UV-Visible, jusqu’a 5 bicouches de (PPO/CHI"). Par QCM-D, nous avons mesuré une
masse de PPO adsorbée moyenne de 11800 ng.cm™ par bicouche. La différence de
masse surfacique calculée entre les deux méthodes s’explique par le fait qu’en QCM-D,
la masse surfacique mesurée tient compte de 1’eau et des anions incorporés dans le film.

Ce type de film contient donc environ 74% ((1-3072/11800)*100) d’eau et d’anions. Ce
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résultat permet de justifier I’hypothése sur la densité du film que nous avons utilisé pour
le calcul des épaisseurs.

Ceci peut étre expliqué par 1’hydrophilie importante du CHI', qui rend possible
I’incorporation progressive d’eau et d’anions. Cette structure va étre perméable et
permettre la diffusion d’autres espéces, comme le substrat de 1’enzyme, ainsi que rendre
I’environnement de I’enzyme favorable a son activité, qui a été déterminée par

¢lectrochimie.

2.3.2 Réponse  électrochimique  d'une  électrode

enzymatique a base de polyphénol oxydase

Nous avons réalis€¢ les mémes assemblages que précédemment sur des surfaces
d’¢lectrodes de carbone vitreux. Les assemblages, que nous avons caractérisés d’un
point de vue structural, ont été construits sur des surfaces différentes (du quartz pour les
mesures spectroscopiques, de I’or modifi¢ par une monocouche de MPS pour les
mesures de QCM-D). Il sera néanmoins possible de confronter les résultats obtenus par
chacune des méthodes car le film précurseur permet de s’affranchir du type de surface
utilisée. De plus, ce film précurseur a aussi I’avantage d’¢loigner I’enzyme de la surface
de I’¢lectrode car il est connu que si I’enzyme est trop proche de la surface de

I’¢lectrode, ceci peut induire sa dénaturation.

g
-0.1 ' 0!0 ' 0!1 ' 0?2 ' 013 ' 0!4 ' 0!5 ' 016
E(V)
Figuren 2.7 : Courbe de VC (0,1 V.s') du catéchol 2.10° M en tampon

phosphate 0,05 M a pH=6,5 sur GC (trait continu) et
GC/IgG/CHI'/PSS/CHI" (trait pointillé)
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Nous avons pu observer que la réponse voltampérométrique du catéchol est

sensiblement la méme sur GC que sur GC/IgG/CHI'/PSS/CHI" (figure 2.7). Ce résultat

peut étre attribué¢ a la perméabilité importante du film.

Ainsi, il a été décidé d’analyser la réponse ampérométrique du biocapteur a -0,2 V

(correspondant au plateau de courant de réduction de I’o-quinone'). Le paramétre

caractéristique d’un biocapteur est sa sensibilité. On définit la sensibilité comme étant le

rapport de la densité de courant sur la concentration en substrat de 1’enzyme. Cette

étude a été réalisée avec le substrat catéchol, sur des électrodes a disque tournant. Sur

cing électrodes différentes, la sensibilité de GC/IgG/CHI'/PSS/CHI'/PPO/CHI" a été,

par exemple, mesurée en tracant la courbe d’étalonnage de la densité de courant en

fonction de la concentration du substrat (voir figure 2.8).

f
10 nA.cm-!

| » 75s.cm”

Injection de catéchol 10¢ M

2500
2000
~ 1500-

10001

j(nA.cm

500 -

0||||||||||
01 2 3 4 5 6 7 8 9 101

Concentration en catéchol (105 M)

Figure n®2.8 :

Exemples  d’'une courbe de réponse du  biocapteur
ampérométrique a -0,2 V en fonction du temps a 1250 tours.min”
(A) et d’une courbe d’étalonnage correspondante de la densité de
courant en fonction de la concentration en catéchol pour une
électrode GC/IgG/CHI'/PSS/CHI /PPO/CHI" dans du tampon
phosphate 0,05 M a pH=6,5
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La figure 2.8A présente un exemple de courbe d’ampérométrie a potentiel controlé. A
chaque ajout de catéchol, on observe une augmentation de I’intensité mesurée et un
temps de réponse treés court pour 1’obtention d’un courant stable. Chacun de ces ajouts
induit le méme saut de courant. Ceci nous indique, qu’a ces concentrations, on se trouve
dans le domaine linéaire de variation de la réponse de la bioélectrode en fonction de la
concentration en substrat. A partir de cette courbe de la figure 2.8A, on trace la droite
d’étalonnage de la figure 2.8B. La pente de cette droite nous donne directement la
sensibilit¢ du biocapteur étudié (360 + 80 A.mol'.cm). En ajoutant une couche
supplémentaire de chitosane, on n’observe pas de changement significatif de la
sensibilité. On peut relier ce résultat aux données obtenues par UV-Visible qui

indiquaient une perte de seulement de 6% de PPO lors de 1’ajout d’une couche de CHI"

sur chaque couche de PPO.
5
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5
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Figure n°2.9 : Evolution de la sensibilit¢ du biocapteur GC/IgG/CHI' /PSS

/CHI/(PPO/CHI"), en fonction de la concentration surfacique en
PPO, mesurées par spectroscopie UV-Visible (les chiffres
correspondent au nombre, n, de couches de PPO)

Nous avons mesuré 1’évolution de la sensibilité pour des bioélectrodes en fonction du
nombre de couches de PPO. Les expériences ont été réalisées pour chaque couche sur
plusieurs ¢électrodes, les barres d’erreur représentent les écarts de sensibilité mesurés. En
utilisant les concentrations surfaciques obtenues par spectroscopie UV-Visible, nous

avons tracé 1’évolution de la sensibilité au catéchol en fonction de la concentration

64



Chapitre 2 : Modification de surface d’électrodes de carbone vitreux

surfacique I'ppo (figure 2.9). On observe une augmentation linéaire de la sensibilité¢ du
biocapteur pour les trois premiéres couches avec une pente de 3 + 0,07.10"° A.molZ.cm™
" et 1=0,998, puis la sensibilité atteint un plateau. Cette évolution peut étre corrélée avec
les résultats théoriques précédemment obtenus®. Il a été montré, dans ces travaux, que
I’épaisseur du film a une influence sur I’activité enzymatique de la bioélectrode étudiée.
En particulier, si I’épaisseur du film enzymatique atteint une certaine valeur, la réponse
cathodique du biocapteur devient indépendante de 1’épaisseur du film et atteint un
maximum.

Il faut tout de méme remarquer la sensibilité élevée obtenue pour cinq couches de PPO,
1924 A.mol”.cm. Ce niveau de sensibilité doit étre corrélé a la faible quantité de PPO
déposée sur 1’¢lectrode, 12350 ng.cm'z. La surface de 1’électrode étant de 0,0707 cmz,
on a donc une masse de 0,873 pg de PPO immobilisée dans ces cinq bicouches. Dans de
précédents travaux'’, une quantité de 6,2 pg de PPO avait été immobilisée dans un
hydrogel d’argile, ayant une sensibilit¢ de 4320 A.mol'.cm. Dans cet hydrogel,
I’enzyme a ¢été immobilisée dans une matrice de laponite et d’octameére
d’organosilasesquioxane (agent expanseur des feuillets de laponite)'”. On peut donc
conclure que le biocapteur constitué de cinq bicouches de CHI" et de PPO est trois fois
plus actif que le biocapteur pour lequel la PPO a été immobilisée dans un hydrogel de
laponite. Ce résultat est attribué aux propriétés de biocompatibilité du chitosane qui
offre un environnement plus favorable a I’enzyme que la laponite. Dans un film
autoassemblé de chitosane, la PPO adopte une conformation plus favorable a son
activité et les sites actifs de I’enzyme sont ainsi plus accessibles, que dans le cas ou la
PPO est immobilisée de fagon massive.

La molécule de PPO, supposée sphérique, occupe un volume de 219 nm’, correspondant
donc 4 une aire de projection de 67,8 nm” '°. La saturation d’une monocouche d’un
disque de 3 mm de diamétre correspond a une quantité d’enzyme de 1,7310™"° mol. Or,
le nombre de moles de PPO correspondant a chaque dépét varie entre 7,5.10™ mol pour
la premiére couche & 23,1.10™" mol pour la cinquiéme, d’aprés les résultats obtenus par
UV-Visible. On en conclut que chaque couche de PPO contient un nombre équivalent
de monocouche dense de PPO compris entre 4,3 et 13,3. D’autres études® ont montré
que pour un assemblage de glucose oxydase, la quantité d’enzyme adsorbée a chaque
étape, est de 1 a 10 fois la valeur contenue dans une monocouche dense de glucose

oxydase. Pour compléter et comprendre le fonctionnement d’un tel biocapteur, nous
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avons développé une analyse théorique compléte du systéme électroenzymatique de cet

assemblage LbL pour de faibles concentrations en catéchol.

2.3.3 Traitement théorique du systéeme enzymatique et

établissement des relations structure — propriétés

L’optimisation de stratégies d’¢laboration des biocapteurs nécessite la connaissance de
caractéristiques fondamentales telles que 1’activité spécifique ou 1’accessibilité de
I’enzyme immobilisée, la perméabilité de la couche sensible ou I’efficacité d’un
transfert d’électron. Ces caractéristiques peuvent étre quantifiées grace a 1’analyse
¢lectrochimique du systéme ¢électroenzymatique sur la base d’un modéle cinétique
adéquat. Nous présentons dans ce paragraphe le modele théorique du systéme
¢lectroenzymatique PPO — catéchol. Ce modéle est en fait 1’adaptation d’un autre

/20,21

précédemment publié qui prend en compte deux films séparés, un film interne

d’épaisseur L, qui correspond au film précurseur et un film externe, d’épaisseur L,, qui

équivaut au film enzymatique multicouche (PPO/CHI"), (voir schéma 2.3).

Couche de

Film interne Film enzymatique ~ diffusion  gojution
convection

S, — S, S, <

P P,

v

0 L, L+l,  L+L+d

Schéma n°2.3 : Représentation schématique d’une électrode tournante modifiée
par un film interne inactif (d’épaisseur L;) et une couche externe
enzymatique (d’épaisseur L;) et principe de fonctionnement d 'une
bioélectrode en présence de catéechol (S). P est le produit,
l’orthoquinone. E représente I’activité de catécholase de la PPO.

Ce modele a été congu pour un systeme fonctionnant en régime stationnaire lorsque le

film est assemblé a la surface d’une ¢€lectrode tournante, ce qui permet de contrdler
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I’épaisseur de la couche de diffusion-convection, 6, qui est directement relice a la
vitesse de rotation de I’¢lectrode, .
5=1.61D"v" p"? €)
Ou D est le coefficient de diffusion de I’espéce en solution, v, la viscosité cinématique
(107 cm”.s™ pour un milieu aqueux).
En utilisant la méme méthode, il est possible d’extraire une expression analytique
théorique de la sensibilité du biocapteur vis-a-vis du catéchol (S).
Dans la suite, les indices 1, 2 et e seront utilisés pour les paramétres cinétiques ou les
concentrations des substrats correspondant au film interne IgG/CHI'/PSS/CHI", au film
enzymatique (PPO/CHI "), et a la solution d’électrolyte, respectivement.
Dans notre mod¢le, nous avons, au départ, postulé que la sensibilit¢ du biocapteur
dépend de plusieurs parameétres :
- le potentiel appliqué, E
- la vitesse de rotation de 1’électrode, ®
- les processus de transport de masse, caractérisés par les perméabilités Pm,; et
Pm,. Le transport de masse en solution a été quantifi¢ par le coefficient de
diffusion D, pour le catéchol et I’orthoquinone.
- Tactivité enzymatique du film externe qui est caractérisée par le parametre 0
(défini ci-apres), en présence de catéchol.
Les différentes étapes, menant a la réponse de 1’¢lectrode, en présence de catéchol, sont

2021 Ta vitesse de réaction enzymatique

les mémes que publiées précédemment
s’exprime selon I’équation suivante :

y _HELS) "
K +[S]

Ou [E] représente la concentration totale en enzyme active (catécholase E), et k et K ont
leurs significations générales (k est la constante de vitesse de I’étape enzymatique
limitante dans le formalisme de Michaelis — Menten ; K est la constante apparente de
Michaelis — Menten pour ’activité de catécholase). On se place dans des conditions
expérimentales pour lesquelles le transfert d’électrons a I’interface électrode/film
interne est rapide. La diffusion de S; et de P, dans le film interne a lieu avec un méme
coefficient de diffusion Dy. Il en est de méme dans le cas du film enzymatique, avec un
coefficient de diffusion Dp.

Le processus électroenzymatique du systtme PPO — catéchol est défini par un

mécanisme CE’.
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Etape de réaction enzymatique C :

PPO (E)

28+ 0, 2P + 2H,0 Ve (5)

V¢ représente la vitesse enzymatique de la formation de I’o-quinone (P) a partir du
catéchol (S). Dans le cas du systeme électroenzymatique PPO — catéchol, P et S sont
présents dans les films interne et externe et uniquement S est présent dans la solution.

Etape de transfert d’électron E’ :

K
P+2¢ +2H" - S +H,0 E° (6)

0

Comme le systéme redox catéchol/orthoquinone n’est pas nernstien, la cinétique de
transfert d’électrons doit étre prise en compte. K; et K, représentent les constantes

cinétiques de demi-équations aller et retour de la réaction redox (6).

coxnl —a M (g _ g

K, =k exp[ a, - (E-E )} (7)
o n _ o

K, =k exp[ao —RIT (E-E )} (8)

Ou k° est la constante standard du transfert d’électrons, o, et o, les coefficients de
symétrie et E° le potentiel standard du systeme redox S/P.
Par conséquent, la vitesse globale de transfert d’électrons, Vg, s’écrit selon la relation

suivante :

)

Comme le catéchol est électrochimiquement régénéré dans I’étape E’, il peut entrer de
nouveau dans une étape enzymatique C, ce qui a pour conséquence d’amplifier le signal

ampérométrique.

En réalisant les mémes approximations que celles reportées dans les travaux
précédents™*!, la vitesse V est considérée comme étant du premier ordre par rapport a
[E] (la quantité totale d’enzyme active accessible) et par rapport a la concentration du
substrat, [S]. Ces approximations sont possibles dans la mesure ou les électrodes sont
généralement utilisées pour détecter des concentrations en substrat inférieures a 10
mol.L"". Ceci nous permet d’écrire les équations décrivant les concentrations de S et P

dans la couche enzymatique a I’état stationnaire.
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Dans la couche enzymatique d’épaisseur L; :

o’[s.], [s.),

=0
o (A (1
o’[r], _[P]
x x o 0
o (A) (b

Ou A est la longueur de réaction vis-a-vis du catéchol (ou longueur caractéristique du

transport de matiere dans le film couplé a la réaction enzymatique).

szK 1/2
A= (12)
k[E]
Dans le film interne d’épaisseur L, :
o°[s,]
o (13)
ox?
o’[R]
=0 14
o0 (14)
Dans la solution :
o°[s.]
de _ 15
o (15)
o°[p,]
A _ 16
o (16)

La résolution des équations différentielles, établies pour la combinaison du processus de
diffusion-convection et des réactions biochimiques dans le cas du systéme
¢lectroenzymatique PPO — catéchol, permet d’exprimer les profils de concentration de S

et de P a une distance x de 1’¢électrode et en fonction des paramétres Pm;, Pmy, 6, D¢, E

et .
KD,
Pm; =—— 17
oL (17)
K,D,,
Pm, =—— 18
L (18)

Ou Pm; et Pm, sont les perméabilités des films interne, d’épaisseur L;, et externe,
d’épaisseur L,, respectivement.
Le mode¢le est ¢élaboré avec des coefficients de partage k; pour S; et P; dans le film

interne et k; pour S; et P, dans le film enzymatique.
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g-Lo (19)

0 compare la vitesse de réaction enzymatique par rapport au catéchol avec la diffusion
de ce substrat. Donc si 0 est grand, Iactivité de catécholase est élevée. 11 a été montré®
que lorsque 0 atteint un valeur de 5 ou plus, la sensibilité¢ du biocapteur, qui est reliée a
I’activité de catécholase, devient indépendante de 1’épaisseur du film, résultat que nous

avons observé (voir figure 2.9).

2.3.3.1 Systéeme PPO - Catéchol

Les densités de courant j¢ peuvent étre facilement obtenues par I’expression suivante :

Jy=2F (J R )X=0 =—2F (J s ) (20)

x=0
Ou (Jp))x=o est le flux d’orthoquinone, produite par la réaction enzymatique, arrivant a la
surface de 1’¢lectrode et (Jsi)x=0 est le flux de catéchol formé par la réduction
¢lectrochimique de I’orthoquinone a 1’¢lectrode.

Les expressions de (Jp)x=0 et de (Jsi)x=0 peuvent étre exprimées selon la premiére loi de

Fick :

P
on)o=-2 50 o
(4]
.o 1)

L’expression analytique de la densité de courant limite, correspondant a la réduction de
I’0-quinone est obtenue en faisant tendre la constante cinétique de la demi-réaction de
réduction (étape E, équation (6)) vers I’infini :

li P
Krg o J£ = Jfcat,red (23)

Dans le cas ou I’enzyme immobilisée est inactive, le catéchol peut étre oxydé
directement a la surface de I’électrode. L expression théorique de la densité de courant

limite d’oxydation du catéchol est obtenue par la relation (24).

lim je=jt
Ko—m 00 Jr=) fcat,ox (24)
A — oo

70



Chapitre 2 : Modification de surface d’électrodes de carbone vitreux

La densité de courant limite théorique correspondant a I’oxydation du catéchol sur une

¢lectrode modifiée par le film précurseur d’épaisseur L; est déterminée par la relation

(25).

: -IE _:L1
lim J fcat,ox =] fcat,ox (25)
Pmy—>»

Les expressions analytiques des densités de courant (26), (27) et (28) ont été obtenues

au moyen du logiciel de calcul formel Mathematica.

o _2FPmD,[S], (26)
S et De+ Pm,0

- IE 2FPm,Pm, D, x,[S], 27)
J  catox =

D,Pm, + D,Pm,x, + Pm Pm,ox,

(28)

4FPm, Pm,0k, sinh(zj[szé cosh(gj + D, sinh(iD[S]w

~ Pm,6(D, + Pm,5x, )cosh 6+ (Pm,>56° + D, Pm, i, )sinh 6

feat,red

Ou 6 est I’épaisseur de la couche de diffusion — convection donnée par la relation (3).
Les sensibilités correspondantes Scatreds SIEcat,ox et SLlcat,ox du biocapteur vis-a-vis du

catéchol dérivent des équations (29) a (31) respectivement.

Ly
SLI cat,ox — ] Jeatox (29)
[S]..
7"
SIEcat,ox = .—C“U’x (30)
[S]..
j cat,re
= LLe (31)

Scat,red - [S]

A partir des points expérimentaux que nous avons obtenu, nous avons réalisé

I’ajustement paramétrique de ces relations grace au logiciel Mathematica.

2.3.3.2 Analyse cinétique de la bioélectrode a base de
PPO

La wvalidation expérimentale du modéle théorique a été réalisée avec un film

enzymatique composé de cing bicouches de (PPO/CHI") adsorbé sur une surface
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d’électrode  tournante GC: IgG/CHI'/PSS/CHI'/(PPO/CHI")s. La réponse
ampérométrique du biocapteur correspondant, a été mesurée vis-a-vis du catéchol, ce
qui nous a permis d’extraire les paramétres cinétiques (D, Pm;, Pm, et 0) (voir tableau
2.2).

Les mesures ampérométriques ont €té enregistrées en fonction de la vitesse de rotation
de I’¢lectrode, dans les conditions ou I’on peut appliquer le modele : électrolytes saturés
en air (dans le cas des mesures réalisées en présence d’enzyme active) ou saturés en
diazote (dans le cas des mesures réalisées en présence d’enzyme inactive), concentration

des substrats inférieures a 10 mol.L".

Tableau n°2.1 : Valeurs de parametres cinétiques calculés sous différentes
conditions, a partir des expressions théoriques correspondantes

Potentiel Equation
Assemblage Substrat 0, Sensibilité Parametre cinétique
appliqué utilisée
D= (1,13+0,08).10”
GC/IgG/CHI'/PSS’ , em’s™!
catechol | 0,65V Oui S atox 29
/CHI" Pm;=0,015+0,002
cm.s”
" Pm,=0,.030+0,009
GC/IgG/CHI+/PSS- catechol 0,65V Non Scat,ox 30
cm.s”
/CHI'/(PPO/CHI")s
catechol | -0,2V Oui S cat red 31 0=1,38+0,5

La détermination des parametres cinétiques caractéristiques du systéme
¢électroenzymatique PPO — catéchol a été réalisée en trois étapes successives et pour
différentes concentrations en substrat. L analyse cinétique relative a I’oxydation directe
du catéchol en I’absence d’oxygeéne (mesure de la densité de courant sur le palier
d’oxydation du catéchol a 0,65 V) a la surface de 1’¢électrode modifiée par le film
précurseur d’épaisseur L; (GC/IgG/CHI'/PSS/CHI") nous a conduit a extraire la valeur
de la perméabilit¢ du film précurseur, Pm;. Cette détermination est réalisée en

comparant les valeurs expérimentales mesurées aux valeurs théoriques obtenues par
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I’expression (29). L’identification paramétrique est effectuée grace a la fonction

« NonLinearRegress » du logiciel Mathematica.

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 1000 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
1400 | -'i 1400 o—*
P = e
£ 1200 e 11200 E 800 | P 800
T 1000 . 5 /‘/. '
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g -~ I E 600 - . 1 600
< 800 | 800 < »* |
2 2 7’ |
= 600 | 1600 % 400 / 1 400
% 400} | { 400 5 {
@ f | w L 1
® 200! [ A ‘200 2001 B
| I
Ll ] — 0 u . P — . .___.Io
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
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Figure n°2.10 : Evolution de la sensibilité de GC//IgG/CHI /PSS/CHI" (A) et

GC/IgG/CHI'/PSS /CHI'/(PPO/CHI )5 (B), vis-a-vis du catéchol
(1 uM), mesurées a 0,65 V en fonction de la vitesse de rotation de
[’électrode, dans le tampon phosphate 0,05 M pH=6,5,
deésoxygeéné dans le cas B. Les points correspondent aux valeurs
expérimentales, tandis que les courbes résultent des calculs
théoriques.

La figure 2.10A montre 1’évolution de la sensibilit¢ au catéchol en oxydation sur
GC/IgG/CHI'/PSS/CHI" en fonction de la vitesse de rotation de 1’électrode. On
remarque que la courbe théorique (relation (29)) est en treés bon accord avec les valeurs
expérimentales. L’ajustement paramétrique nous conduit a extraire la valeur du
coefficient de diffusion du catéchol dans 1’électrolyte, De, et la valeur de la perméabilité
du film précurseur, Pm;, (tableau 2.2). L’étude de ’oxydation directe du catéchol sur
GC/IgG/CHI'/PSS/CHI'/(PPO/CHI")s en I’absence d’oxygéne (enzyme inactive) nous
permet d’extraire la perméabilité du film enzymatique Pm,. La figure 2.10B représente
I’évolution de la sensibilité au catéchol en oxydation sur une telle électrode en fonction
de la vitesse de rotation de 1’électrode. La encore, le graphe montre une bonne
corrélation entre les données expérimentales et la valeur théorique SIEcat,ox. En
remplacant les parameétres D, et Pm; dans 1’expression (30), 1’ajustement paramétrique
nous conduit a extraire la valeur de Pm; (tableau 2.2). On a calculé Pm,=0,03 £+ 0,009
cm.s”. Puis Dp (1,52.10° cm”s™) a été déterminé en utilisant la valeur de Pm, et
I’épaisseur L, (0,506 um selon les résultats microgravimétriques, en supposant que la
densité du film est de 1 g.cm™). Ce résultat suggére que le processus de diffusion dans
le film enzymatique est diminué de seulement un ordre de grandeur en comparaison

avec la solution d’¢électrolyte. Cette grande perméabilité confirme que le film est tres

73



Chapitre 2 : Modification de surface d’électrodes de carbone vitreux

hydraté et valide I’hypothése de densité pour les calculs issus de la QCM-D. De plus,
cette valeur élevée de Dy, peut étre reliée a la grande sensibilité de la bioélectrode.

L’analyse cinétique de la réponse ampérométrique de I’électrode GC/IgG/CHI'/PSS’
/CHI'/(PPO/CHI")s au catéchol en présence d’enzyme active a -0,2 V (potentiel de
réduction de 1’o-quinone, produit de la réaction enzymatique) a permis d’extraire le

parameétre caractéristique de I’activité catalytique de I’enzyme immobilisée : 0.

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

3000 3000
3
S 2500 2500
S s o
€ 2000 — ¢ g3 88 & 2000
< s s 8 8 s v
2 1500 | 1500
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500 500
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Figuren®2.11 : Sensibilité de GC/IgG/CHI /PPS/CHI'/(PPO/CHI");s vis-a-vis du

catéchol (1, 2 et 3.10° M), dans le tampon phosphate 0,05 M
pH=6,5, saturé en air. Les points correspondent aux valeurs
expérimentales, tandis que les courbes résultent des calculs
théoriques.

La figure 2.11 compare les valeurs expérimentales de la sensibilit¢ au catéchol en
réduction aux valeurs théoriques correspondant a la fonction Scareq (relation (31)).

Le traitement des courants mesurés au potentiel d’oxydation du catéchol, en I’absence
d’oxygene, (0,65 V) en fonction de la vitesse de rotation, nous permet de calculer les
perméabilités des films interne et enzymatique, Pm; et Pmy, ainsi que le coefficient de
diffusion D, du catéchol, grace au tracé des courbes des expressions (29) et (30). Alors
qu’en travaillant au potentiel de réduction de 1’o-quinone (-0,2 V), I’exploitation des
résultats obtenus nous donnent acces a 0, via le tracé des courbes de 1’expression Scat red

(31). B a été calculé a 1,38 a partir du modele , ce qui signifie que la longueur de
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réaction vis-a-vis du catéchol est inférieure a I’épaisseur du film. Ce résultat montre que

la réaction enzymatique est particuliérement efficace.

Par ailleurs, on peut déduire des expressions (12), (18) et (19), une relation théorique
entre 0, Pm; et la concentration surfacique en enzyme Iy :

k
0* Pm, =EFE (32)

Ou k est la constante de vitesse limitante de la réaction enzymatique PPO — catéchol et
K la constante de Michaelis pour le substrat catéchol. Cette expression théorique montre
qu’il existe une relation de proportionnalité entre §*Pm, et I'z. Des analyses cinétiques
réalisées sur plusieurs ¢lectrodes en fonction du nombre de couches de PPO (entre 1 et
5) ont permis d’extraire les valeurs du produit 6”Pm; pour différentes valeurs de I'g. T'g
a, par ailleurs, été déterminée a partir de 1’analyse spectroscopique. La figure 2.12

montre que I’évolution du produit 6°Pm;, en fonction de It suit une variation linéaire.

0.06 5m
0.05
0.04 4m
EN
£ 003
o
o
n3
0.02
0.01
2
u1
0.00 ———————
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

I (nmol.cm’z)

Figure 2.12 : Evolution de 0b”Pm; (obtenu par analyse cinétique) en fonction
de la concentration surfacique totale de PPO déterminée par les
mesures spectroscopiques (les chiffres correspondents au
nombre, n, de couches de PPO)

La pente de cette droite est égale a 5,8 + 0,3.108 mol™.cm’ 51, avec un coefficient de

corré¢lation de 0,9966. D’apreés la relation (32), cette pente correspond au rapport
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apparent de % (de PPO immobilisée dans le film). Ce rapport correspond a 50 % de %

déterminé en phase homogéne®' (1,15.10° mol™.cm’.s™, k et K sont déterminés par des
mesures spectroscopiques (en présence d’enzyme en solution) en suivant un protocole
bien établi*'). Cela montre que I’immobilisation de la PPO dans un assemblage

multicouche avec CHI', préserve 1’activité enzymatique de 50%.

2.4 Conclusion

Dans ce travail, nous avons pu remarquer que des mesures spectroscopiques et
microgravimétriques, par QCM-D, sont complémentaires et nous apportent des
informations pour décrire complétement la structure d’autoassemblages électrostatiques
multicouches de polyphénol oxydase et de chitosane quaternisé. Puis, en combinant ces
observations, avec les résultats des études électrochimiques, cela nous a permis
d’évaluer le systétme enzymatique avec une bonne corrélation entre les résultats
expérimentaux et I’analyse théorique de ces systémes.

Nous avons montré que le temps de réponse d’un tel biocapteur est court et que la
sensibilité du biocapteur est élevée. Ces résultats sont dus a la grande perméabilité¢ du
film déposé a I’¢électrode et la biocompatibilité¢ du chitosane qui offre un environnement
favorable a I’activité enzymatique de la PPO.

L’utilisation de chitosane pour immobiliser la polyphénol oxydase dans un
autoassemblage ¢électrostatique permet donc de construire un biocapteur ayant de

bonnes performances.
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Chapitre 3 : Modification de surface d’électrodes d’or

3.1 Introduction

Ce chapitre traite de la fonctionnalisation de surfaces d’¢lectrodes d’or et de la
caractérisation structurale d’'une monocouche d’un thiol, le 3-mercaptopropanesulfonate
(MPS), autoassemblé¢ sur ces surfaces. Cette fonctionnalisation est une étape
indispensable car elle permet de conférer des charges, négatives dans ce cas, a la
surface, ce qui permet ensuite de pouvoir construire un assemblage électrostatique
couche par couche. Cette étape doit étre reproductible pour caractériser les assemblages
ultérieurs avec plus de certitude. Sur cette monocouche de MPS, nous avons réalisé des
mesures gravimétriques pour déterminer la masse de MPS adsorbée et pour compléter
les études ¢€lectrochimiques qui vont nous permettre d’avoir des informations sur la
structure de cette monocouche et sur ses propriétés remarquables vis-a-vis de différentes
especes redox en solution.

Comme les surfaces d’or fonctionnalisées par des monocouches autoassemblées (SAM)
de MPS ou plus généralement de thiols @-fonctionnalisés, sont souvent utilisées comme
transducteurs ampérométriques, il nous est apparu intéressant de comprendre ce
comportement particulier en vue d’utiliser ces surfaces comme substrat pour des
assemblages multicouches électrostatiques de polyélectrolytes et de biomolécules.

D’un point de vue général, les SAM sont un moyen de contrdler la nature chimique de
I’interface métal/solution. Ils offrent la possibilité de combiner une architecture bien
définie, de part la longueur de chaine, la fonction terminale et la facilité de préparation
et d’analyse quantitative.

Il a été reconnu que des trous ou pinholes['], et autres défauts peuvent exister dans ces
monocouches et plusieurs travaux ont été consacrés a 1’étude de ces défauts'™. La
plupart de ces études structurales ont été réalisées avec des alcanethiols ou des w-
hydroxythiols, dont les longueurs de chaine varient entre 2 et 18 unités méthylénes, par
différentes techniques électrochimiques, et en utilisant des sondes redox a spheére
externe, comme le ferrocéne méthanol (FeMeOH)>’, I’hexacyanoferrate (Fe(CN)¢ ),
le rutheniumhexaamine, ou I’octacyanomolybdate'®. Ceci permet de comprendre le

transfert électronique avec ce type de surfaces modifiées.

['] Le mot pinhole en anglais signifie le chas d’une aiguille. Nous avons décidé de continuer a utiliser le
mot anglais pour désigner ce type de défauts.
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Le comportement ¢lectrochimique de ces sondes dépend beaucoup du recouvrement
surfacique, 0, de la surface d’or par la monocouche de thiol, comme du désordre
structural de la monocouche. Pour des monocouches de thiols a longues chaines alkyles,
souvent sans pinholes (6~1), les voltampérogrammes obtenus donnent des réponses ou
le transfert de masse n’apparait pas, au lieu de pics que I’on peut observer sur €lectrode
nue. Dans ces conditions, le processus de transfert de charge s’effectue par effet tunnel
a travers d’épaisses couches bien organisées ou dans des sites désorganisés ou la
monocouche est plus fine. Ces sites correspondent a des défauts structuraux ou aucune
molécule de thiol n’est adsorbée mais ou des molécules adjacentes se replient. Dans ces
conditions, la constante standard de vitesse du transfert d’¢électron, k, pour 1’¢lectrode
modifiée est reliée a k°, la constante standard de vitesse sur électrode nue, par :
k= k°expl-f3d] (1)
Ou d est I’épaisseur de la monocouche autoassemblée et  la constante de transfert
d’¢lectron par effet tunnel. Des valeurs de B de 1,05 et 0,9 par unité méthyléne ont été
obtenues pour des électrodes d’or modifiées par des alcanethiols'' et des -
hydroxythiols’.
Nous avons montré, dans les paragraphes suivants, que la densité de recouvrement de
monocouches de mercaptoalcanesulfonate varie entre 35 et 60% d’une monocouche
dense. Il y a au moins deux organisations moléculaires possibles (figure 3.1).
% 4

A

0 999 90T PPPPPPPRTY
e DAL,
Figure n®3.1 : Représentations schématiques (A) et (B) des structures possibles

de l’organisation moléculaire de la monocouche de MPS sur la

surface d’or. d; correspond a la longueur de la molécule MPS
étendue et d, a [’épaisseur de la couche d’électrolyte associée

A

Dans la structure A, des domaines plus ou moins denses sont séparés par des défauts ou
des pinholes dont la taille est plus grande que la taille moléculaire du MPS. Dans la
structure B, la monocouche de MPS recouvre la surface d’or de maniére non compacte,

homogene et sans défauts.
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Ainsi, trois processus principaux peuvent &tre considérés pour rendre compte du
transfert électronique entre 1’or et une espece redox en solution, sur des électrodes

modifi¢es par du MPS (figure 3.2).
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Figure n°3.2 : Représentation schématique de différents modeles décrivant le

processus de transfert électronique a travers la couche de MPS
(P/Q correspond a un systeme redox en solution)

RN

A : transfert d’électrons par effet tunnel a travers des domaines sans défaut de la
monocouche de MPS, avec une constante de vitesse, Kiunnel.

B : perméation des espéces redox dans la monocouche, suivie d’une diffusion dans la
couche et du transfert électronique a 1’électrode, ce qui correspond a un modéle de
membrane. Ce processus cinétique est controlé par le coefficient de partage, «, entre la
solution et la membrane, le coefficient de diffusion, Dy, dans la membrane et la
cinétique de transport de matiére a I’interface film/solution, d’une constante de vitesse
Kinterface-

C : diffusion des espéces redox a travers les sites de défauts jusqu’a I’¢lectrode, ou a

lieu le transfert électronique, suivant un modéle de pinhole.
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Nous avons réalis¢é des mesures par microgravimétrie et par différentes techniques
¢lectrochimiques pour quantifier la structure de la monocouche de MPS et les processus
de transfert électronique a travers cette monocouche.

La compréhension du comportement €lectrochimique particulier de cette monocouche
de MPS va ensuite permettre la construction d’un assemblage entre un polyélectrolyte,
le chitosane CHI', et une enzyme, la glucose oxydase, Gox, en vue d’une application
dans le domaine de la biodétection. Des études par spectroscopie UV-Visible et par
microgravimétrie ont été menées pour obtenir des informations sur la structure de tels
films autoassemblés. Les résultats obtenus permettront de comprendre le comportement

¢lectrochimique et électroenzymatique d’un tel biocapteur.

3.2 Greffage de thiol sur une surface d’électrode d’or

3.2.1 Analyse microgravimétrique de la monocouche de
thiol

Pour travailler dans les mémes conditions que pour 1’électrochimie, les cristaux de
quartz utilisés sont recouverts d’or et sont traités par une solution Piranha durant 2
minutes. Ce traitement a pour but de nettoyer la surface d’or de tout composé
organique. Mais ce traitement n’a pas d’influence sur la rugosité de la surface.

En effet, des images prises par AFM (figure 3.3) nous montrent que la rugosité des
surfaces reste la méme avec ou sans traitement. De plus, I’analyse de profil de surface
de ces échantillons (traités ou non) montre que la surface d’or est tres lisse et que 1’on
peut considérer que la rugosité est de 1, résultat que 1’on prendra en compte pour les

mesures que I’on va effectuer par microgravimétrie.
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10 nm

5 nm

0 nm

Figure n®3.3 : Images de microscopie a force atomique (AFM) en mode hauteur
d’un cristal de quartz recouvert d’or avant (4 et C) et apres (B et
D) un traitement de 2 minutes par une solution Piranha. Les
dimensions des images sont de 5 x 5 um? pour A et B et 1 x 1 um?
pour C et D. La variation maximale en Z est de 10 nm pour
chaque image. Les valeurs de rugosité moyenne sont de 0,896,
0,885, 0,902 et 0,806 nm pour A, B, C et D respectivement.

Ainsi, nous avons pu réaliser des mesures microgravimétriques par QCM-D pour
déterminer les conditions optimales de la formation de la monocouche autoassemblée de
MPS sur or, ainsi que ses propriétés structurales.

L’adsorption de MPS sur des surfaces d’or a déja été décrite par Calvo et al'*" dans les
mémes conditions expérimentales. Des mesures microgravimétriques ont montré que la
couche de MPS, rigide, correspondait 4 une augmentation de masse de 174 ng.cm™. Par
ellipsométrie, 1’épaisseur de cette couche serait comprise entre 1,3 et 2 nm (suivant la

. . I s1: 2 \12
longueur d’onde incidente de lumiére utilisée) .
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Figure n°3.4 : Mesures par QCM-D du greffage de MPS sur un cristal de quartz

recouvert d’or. Evolution de AF,/x (A) et AD, (B) pour x=3(e),
5(+) et 7(x) en fonction du temps

La figure 3.4 décrit le greffage typique de MPS sur un quartz recouvert d’une surface
d’or dans une solution 16 mM d’acide sulfurique, sous un flux de 50 pL.min"". Les sauts
de fréquences ont été¢ normalisés par rapport au nombre de I’harmonique, AFy/x (figure
3.4A). En injectant, une solution de MPS 20 mM, on observe une diminution rapide de
la fréquence de résonance durant la premiére minute, suivie d’une diminution plus lente
pendant les 30 minutes suivantes, ce qui indique que le MPS se greffe a la surface de
I’or. En méme temps, on remarque que la dissipation d’énergie, ADx, reste inférieure a
10° (figure 3.4B), signifiant que la couche de MPS est rigide. En rincant le quartz
modifié¢ par de I’électrolyte pur, la dissipation revient a environ zéro, tandis que le saut
de fréquence atteint une valeur de 5,4 Hz, indépendamment de 1’harmonique étudice.
Ces résultats montrent que la monocouche de MPS est rigide, ce qui nous autorise a
utiliser la relation de Sauerbrey. Ainsi, on a calculé une masse surfacique de 166 ng.cm’
? pour I’adsorption de MPS, ce qui concorde bien avec les résultats obtenus par Calvo'?.
Or, on ne peut pas directement déduire la masse surfacique propre aux molécules de
MPS adsorbées par des mesures de QCM-D, car cette couche est aussi composée d’eau
et d’ions qui contribuent a I’augmentation de la masse.

I1 a été rapporté que le recouvrement d’'une monocouche dense hexagonale parfaite d’un
thiol"® est de 7,76.10"° mol.cm™, ce qui correspond & une augmentation de masse de

121 ng.em™ Or, comme cela sera démontré par la suite dans ce chapitre, le
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recouvrement de la surface par le MPS est de 60% d’une monocouche dense, ce qui
correspond a 4,6.10™"° mol.cm™ et donc & 72,6 ng.cm™.

La longueur d’une molécule de MPS étendue peut étre estimée a 0,75 nm. En supposant
que D’espace entre les molécules de MPS soit rempli d’eau et que cet espace
corresponde a 40% du recouvrement surfacique, on en déduit alors que la masse d’eau
est de 30 ng.cm™. Or les mesures de QCM-D nous donnent une masse de 166 ng.cm™.
Cela montre que la QCM-D est capable de détecter non seulement la couche de MPS
mais aussi une couche additionnelle d’eau, qui correspond & une masse de 63,4 ng.cm™
et a une épaisseur de 0,64 nm. Cela n’est pas surprenant car le MPS est négativement
chargé, ce qui favorise les interactions avec les contre-ions hydratés présents dans
I’¢lectrolyte et des molécules d’eau. Cette surcouche d’ions et d’eau, rigidement
associée a la monocouche de MPS, va sans doute influencer la diffusion d’espéces au
sein de cette couche et aussi d’autres processus comme le transfert d’électrons. On peut
aussi noter que ’épaisseur totale de la couche de MPS hydratée est de 1,4 nm, ce qui est

en bon accord avec I’épaisseur ellipsométrique, mesurée et rapportée dans la

littérature'?.

3.2.2 Analyse électrochimique de la monocouche de thiol

sur une surface d’électrode d’or

3.2.2.1 Préparation des surfaces d’electrodes d’or

Tout au long de I’é¢tude ¢lectrochimique, nous avons utilis¢é des surfaces d’or
polycristallin. Ces surfaces contiennent un grand nombre de grains de différents types,
rendant ainsi difficile la description cristallographique non uniforme de ces surfaces.
Cependant, des études ont été réalisées'® pour montrer que la surface d’or polycristallin
consiste en un certain arrangement des trois plus simples plans d’indices (100), (110) et
(111), interagissant avec I’eau et des anions.

Les ¢lectrodes utilisées sont préalablement polies mécaniquement, puis rincées pendant
quelques minutes par une solution Piranha puis par de 1’eau, avant de subir une
restructuration dans de 1’acide sulfurique 0,5 M, permettant le décapage de la surface.
En effet, cette restructuration détruit les oxydes d’or en surface (qui ne permettent pas
I’adsorption de thiols) par électrochimie. Cette activation de I’électrode consiste en un

cyclage, mille fois, entre 0,2 et 1,6 V a 10 V.s. Un balayage par voltampérométrie
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cyclique (VC) 40,1 V.s™ entre 0,2 V et 1,5 V (avant le début de dégagement d’oxygéne
par oxydation de I’eau sur I’électrode a 1,7 V) est effectué pour connaitre 1’état de
surface de I’¢électrode avant (courbe a de la figure 3.5) et apres (courbe b de la figure
3.5) P’activation. Il est possible de conclure que 1’électrode est satisfaisante quand on

obtient le type de voltampérogramme cyclique (courbe b) présenté dans la figure 3.5.

20

<
- -104
-20 4
-30 4
0.2 ' 014 ' 0!6 ' 0!8 ' 1!0 ' 1!2 ' 114
E (V)
Figure n°3.5 : Courbes de voltampérométrie cyclique (VC) (0,1 V.s") obtenues

avant (a) et apres (b) la restructuration, par voie
électrochimique, d’une électrode d’or (diametre 2mm) dans
H,S0,0,5 M

Les trois pics d’oxydation que I’on voit sur la figure 3.5 (courbe b), lors du balayage
aller, apres cyclage dans 1’acide, correspondent aux transferts successifs de trois
¢lectrons pour oxyder I’or. La forme de ces trois pics est censée signaler
I’accomplissement d’une monocouche d’oxyde d’or. Lors du balayage retour, un pic
cathodique intense est observé vers 0,89 V, indiquant la réduction de la monocouche
d’oxyde formé. La surface de ce pic correspond a la quantité d’électricité nécessaire
pour réduire cette couche d’oxyde, nous permettant donc de vérifier 1’état de surface et

de connaitre la surface réelle de 1’électrode utilisée.

_ Aréelle
rugosité A (2)

géométrique

r

Ou Arcsiie €t Ageomsique SONt les surfaces réelle et géométrique, respectivement, de

I’électrode.
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Agéométrique = HJ,.Z :0903 14 sz (3)
0.

Arée e = = (4)
“o,

Ou Qexp et Qu sont les quantités de charge expérimentale et théorique par unité de
surface respectivement.

D’aprés les travaux de Vela'’, la quantité de charge théorique est de 420 uC.cm™, qui
correspond a ’adsorption d’une monocouche d’atomes d’oxygene suite a I’oxydation de
I’or.

Donc,

Oy, 1
rugosité 2
0, Ir

T

()

Ce taux de rugosité est ensuite pris en considération lors des futures mesures de fagon a
normaliser les résultats obtenus.
Puis, on procede a I’adsorption de la monocouche de MPS, qui ne peut avoir lieu que

sur une surface d’or et non d’oxyde.

3.2.2.2 Détermination électrochimique du recouvrement
de la surface d’or par la monocouche de thiol

Méme en I’absence de réaction électrochimique, on observe un courant, que 1’on
nomme courant capacitif, puisqu’il traduit le comportement électrique de I’interface
¢lectrode/€lectrolyte, ou se produit une accumulation de charges de part et d’autre de
I’interface, a la maniére d’un condensateur chargé. L’accumulation de charges
¢lectriques de chaque coté de 1’interface est la conséquence de I’existence, dans les deux
phases, de porteurs de charges mobiles.

Si I’épaisseur de la couche chargée a la surface de I’¢lectrode peut étre considérée
comme trés faible (< 0,1 A), celle de la couche de solution, dans laquelle la distribution
ionique n’est pas électriquement neutre, est, en raison de la taille des ions, bien plus
importante. De plus, cette distribution est complexe car les ions, selon leur nature et la
présence de molécules polaires de solvant, auront un comportement différent. En
I’absence d’interaction spécifique forte avec la surface d’électrode (adsorption
spécifique), les ions ont seulement la possibilit¢ de s’approcher de la surface de

I’électrode que jusqu’a une distance de 1’ordre de quelques A, leurs centres venant se
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placer sur une surface parallele a celle de I’¢électrode, que 1’on appelle plan de Helmoltz.
La couche de Helmoltz, comprise entre la surface et ce plan, contient donc seulement
des molécules de solvant orientées par le champ électrique, correspondant au
diélectrique d’un condensateur. Si tous les ions restaient localisés dans ce plan, on aurait
donc I’équivalent d’un condensateur de plaques paralleles, caractérisé¢ par la capacité
Ce.

c, =Z—Q )

¢

Or la variation de potentiel électrique (d¢ ) est une fonction linéaire de la distance par

rapport a 1’¢lectrode. Alors :

_&,6,8

C, = y (7)

Ou &, est la permittivité relative a la couche de Helmoltz et g, celle du vide (g,=8,85.10
* F.cm™). Donc, plus I’épaisseur de la double couche, d, sera petite (ce qui signifie que
les ions pourront s’approcher plus pres de la surface de 1’¢lectrode), plus la capacité sera
grande, ce qui est le cas pour une électrode nue. Cependant, si on modifie cette
¢lectrode par une monocouche de thiol par exemple, on va donc modifier cette épaisseur
et la capacité. Ainsi, on obtiendra des informations sur le recouvrement de la surface par
la monocouche. Dans le cas du MPS, on a une charge négative en surface, ce qui induira
des effets de répulsion entre les groupements sulfonates et les anions présents en
solution. De ce fait, plus le recouvrement par la monocouche de MPS est grand, plus d
sera grande et donc C petite.

Ona:

1=1,+1,=% (8)

dt
Ou [ est le courant capacitif et s, le courant faradique. En I’absence de courant
faradique :

do dE
c dt dc dt dcv ()

Avec v, la vitesse de balayage. En tracant, la valeur de I, (voir figure 3.6B pour la
mesure) en fonction de la vitesse de balayage, on obtient la capacité de double couche,
qui est la pente la droite obtenue.

Nous avons donc comparé la réponse électrochimique par VC, d’une électrode d’or nu

et d’une ¢lectrode d’or modifiée par une monocouche autoassemblée de MPS (figure
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3.6A), dans du tampon phosphate 0,1 M a pH=6,5. Nous avons ensuite fait varier la
vitesse de balayage et, comme on pouvait s’y attendre, la variation du courant capacitif

est proportionnelle a la vitesse de balayage (figure 3.6B).

0.8 16
064 A 144 B .
0.4- a 1.2 a
0.2 1.0
< 0.0 < 0.8 .
= 2 )
0.2 . 0.6
-0.4- 0.4- >
-0.6- 024 2
T T T T T 0.0 T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18
E (V) Vitesse de rotation (V.s")
. -1
Figure n°3.6 : Courbes de VC (0,1 V.s”') dans le tampon phosphate 0,1 M

pH=06,5 (A) et variation de I’intensité du courant capacitifa 0,2 V
en fonction de la vitesse de balayage (B), avec des électrodes Au
(a) et Au/MPS (b)

Pour une électrode nue, nous avons obtenu une capacité de 1,10 uF, ce qui correspond a
15 puF.cm™, en prenant en compte la rugosité de 1’électrode, estimée a 2,36.

Une capacité de 20,4 pF.cm™ a été mesurée en tampon phosphate 0,1 M pour une
électrode d’or, formée par vaporisation sur un substrat en verre'®. Avec une rugosité
d’environ 1,3, cela donne 16 uF.cm'z, ce qui est en bon accord avec nos mesures.

Quant a une électrode modifiée par une SAM de MPS, on a obtenu une capacité de 8,7

uF.cm?, valeur comparable a 9,7 pF.cm™ "

, qui a été obtenue en tampon phosphate 0,1
M pour une surface d’or modifiée par une SAM de mercaptobutanesulfonate (MBS).
Cependant, une surface d’or modifiée par du MBS (dont la longueur est comparable a
celle du MPS) donne une capacité de 3 pF.cm™ dans NaF*’, par rapport a 22 pF.cm™
pour une ¢lectrode d’or nu dans 0,1 M NaF. Si on remplace NaF par NaCl ou NaClOy,
on obtient une plus grande capacité pour Au/MBS. Ceci a été interprété par le fait que
les anions fluorures trés hydratés sont incapables de pénétrer la couche de MBS malgré
sa structure ouverte, comme cela a été démontré, jusqu’a 1’or, alors que les ions
chlorures, voire les ions perchlorates, le pourraient. A partir de ces résultats et de ces

observations, on peut penser que la monocouche de MPS a une structure relativement

ouverte, étant donné que sa capacité dans le tampon phosphate 0,1 M est seulement
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deux fois moindre que pour I’or nu. Tout comme la présence d’une grande quantité de
défauts et de pinholes dans cette couche pourrait expliquer la grande capacité de cette
surface.

Par désorption du thiol par réduction électrochimique®** dans NaOH 0,5 M dans I’eau,

il est possible de mesurer la concentration surfacique de cette monocouche de MPS.

1.0

08 A
0.6

0.2

0.0
-0.2-
041
0.6
-0.8]
-1.04
-1.24—a
1.4]

I (uA)
T(HA)

12 -10 -08 -06 -04 -02 00 12 -10 -08 -06 -04 -02 00
E (V) E(V)

Figure n®3.7 : A : Courbes de VC (0,02 V.S'I) dans NaOH 0,5 M dans H>O sur
Au (a) et Au/MPS (b)
B : quatre courbes de VC successives sur Au/MPS dans les mémes
conditions que A

L’¢lectrode d’or nu ne présente qu’un courant capacitif (courbe a de la figure 3.7A).
Quant a Au/MPS, on obtient pour le premier cycle (courbe b de la figure 3.7A), un
courant capacitif, de plus faible intensité que pour Au, ce qui reste en accord avec ce
que I’on a précédemment observé dans le tampon phosphate, jusqu’a -0,6 V. Puis, on
observe une vague cathodique a Epc=-0,959 V avec deux épaulements de plus faible
intensité a -0,92V et -1,04V. Ces pics cathodiques correspondent a la désorption par
réduction du thiol suivant un processus précédemment décrit*' = :
Au-SR +¢e = Au+ RS

La présence de plusieurs pics cathodiques a déja été observée et attribuée® a la
chimisorption de la monocouche a différents sites d’adsorption. En particulier, la
présence de deux vagues a été montrée pour de 1’or cristallin (111). L’intensité des 2
pics a été reliée a la proportion relative de sites « terrace » et de sites « step ». Dans
notre cas, or polycristallin, les molécules vont s’adsorber aux sites (100), (110) et (111)

avec différentes énergies et donc vont se désorber a différents potentiels, comme les

expériences le montrent.
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Durant le balayage retour du premier cycle, on remarque une vague anodique de faible
intensité, qui correspond a la réadsorption de MPS désorbé durant le balayage
cathodique®.

Les balayages successifs (figure 3.7B) montrent une diminution progressive des vagues
cathodiques, qui sont une conséquence de la diffusion en solution des molécules de
MPS désorbées. On a donc mesuré la charge du premier pic cathodique, apres
correction de la ligne de base, ce qui nous a donné une valeur de 44,5 pC.cm™, en tenant
compte de la rugosité de 1’¢lectrode. Cette charge correspond a une concentration
surfacique de 4,6.10"° mol.cm™ et une aire moléculaire de MPS de 36 A’. Pour une
monocouche dense d’alcanethiol , la concentration surfacique est de 7,76.10’10 mol.cm’”
2, qui correspond a une aire moléculaire de 21,4 A% D’un point de vue moléculaire, cela
signifie que le recouvrement de la surface d’or par des atomes de soufre est de 60%
(21,4/36). S’il n’y a ni défauts, ni pinholes, on peut dire que la monocouche de MPS
n’est pas dense, méme si on considere que cette densité surfacique est controlée par les
groupements sulfonates dont ’aire moléculaire peut étre estimée a 28,1 A* . Cette
faible densité est en accord avec les résultats obtenus par Fawcet et al®.

Pour avoir plus d’informations sur la structure de cette monocouche, la réponse

¢lectrochimique par VC de trois sondes redox a été étudiée.

3.2.2.3 Utilisation de sondes redox en solution

OH O
@ —> ) 2H+ o
OH o

catéchol orthoquinone

1
re
N=—=¢ i e:N

F©/\OH NE@\{@EN
< )

Ferrocéne méthanol hexacyanoferrate

Schéma n°3.1 : Formules chimiques des sondes redox utilisées pour caractériser
le transfert électronique sur une électrode d’or modifiée par une
monocouche autoassemblée de MPS
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Le catéchol a été choisi comme molécule hydrophile qui s’oxyde en orthoquinone via
un transfert de 2 ¢lectrons et de 2 protons. Le ferrocéneméthanol (FcMeOH) et le
ferrocyanure (Fe(CN)s”) mettent en jeu des processus redox monoélectroniques a
sphére externe. FcMeOH est neutre et relativement hydrophobe, alors que Fe(CN)g est
hydrophile et négativement chargé. Nous avons aussi vérifi¢ que la réponse
électrochimique d’un composé redox hydrophile et cationique, comme le Ru(NH;)g "
est la méme sur Au que sur Au/MPS, ce qui indique que la couche de MPS est
perméable au ruthénium hexaamine, résultat en accord avec les résultats obtenus avec le

MDS (acide mercaptodecanesulfonique)™.
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Figuren®3.8 : Courbes de VC (0,1 V.s") sur Au (a) et Au/MPS (b) dans

A :4.10% M FeMeOH en tampon phosphate 0, 1M pH=6,5
B :4.107" M Fe(CN)s” en tampon phosphate 0,1M pH=6,5
C : 4.10" M Catéchol en tampon phosphate 0,1M pH=6,5

Comme le montre la figure 3.8, les VC des FcMeOH et Fe(CN)s™ sont trés 1égérement
perturbées par la présence de la monocouche de MPS, alors que la réponse est
totalement inhibée dans le cas du catéchol. Le fait que 1’¢lectrochimie du catéchol sur
Au/MPS est tres ralentie indique que la monocouche de MPS ne comporte pas de
pinhole et qu’elle est répartie de manicre relativement homogene sur toute la surface

d’or.
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Figure n®3.9 : Courbes de VC du FeMeOH 4.10% M (25 V.s™) enregistrées sur
des électrodes Au (a) et Au/MPS (b) dans le tampon phosphate
0,1 M apH=6,5

La figure 3.9 nous montre que, pour des vitesses de balayage plus grandes que celle de
la figure 3.8, la différence entre Au et Au/MPS est plus importante, indiquant que le
transfert électronique vis-a-vis du FcMeOH est plus lent sur Au/MPS que sur or nu.
Pour comprendre le comportement remarquable de cette monocouche de MPS sur Au,
et pour interpréter les observations expérimentales, nous avons réalis¢ une étude
cinétique détaillée avec ces différentes sondes redox, sur la base de modeles structuraux

décrivant les propriétés des SAM.

3.2.2.4 Cas du catéchol

Un des modeles indique que la couche de MPS n’est pas parfaite et donc que les
pinholes, dont la taille est plus grande que la taille moléculaire des sondes redox
utilisées, existent uniquement la ou le transfert électronique a lieu. Le recouvrement
surfacique de MPS peut étre quantifié par le parametre 0. Et donc, (1- 0) correspond au
pourcentage de pinholes. En admettant que tout le courant passe par les points ou
1’électrode est nue, il a ét¢ montré” que pour un grand recouvrement (6~1), la
diminution de la constante de transfert de charge apparente est reliée a 0 et est donnée

par I’expression suivante :

k® gusups = (1= O)K° , (10)
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Ou k°a, et k°awmps sont les constantes de transfert de charge, mesurées sur Au et sur
Au/MPS respectivement.

La figure 3.10 présente le mécanisme de réduction de 1’orthoquinone (Q) en catéchol
(QH,), mettant en jeu le transfert de deux protons et de deux électrons, soit quatre
¢tapes ¢lémentaires. Pour passer de I’orthoquinone au catéchol, il y a six chemins
possibles, six mécanismes, faisant intervenir neuf espéces possibles. Ce processus peut

A ezt ; .26
étre schématisé par un schéma carré™, comme le montre la figure 3.10.

E°; E°
_— _o —_— 2-
S e o ey
h3 hé A e o —> A2-
pKa4I l pKaST l pKaGT l «— —
K1app Kaapp
2 5
QH* T QH° —/— QH |||
kh2 I(h5
pKalI l pKaJ l pKaJ l A B app A2
QH22+ —_—> QH2+ —_—> QH2 app
Kng Kna
Figure n°3.10 : Schéma carré CECE de réaction du systeme redox entre le

catéchol (QH») et [’orthoquinone (Q) et simplification en
mécanisme EE puis E

Par le modéle décrit par Laviron®’, le systéme électrochimique orthoquinone/catéchol
complexe peut étre simplifi¢ en deux étapes apparentes de transfert d’électrons E;E,,
avec des potentiels d’équilibre redox standard apparent E°’; et E°’;, et des constantes de
transfert k°qpp €t k°24pp (coefficient de symétrie 0=0.5). Dans ce modele, ce mécanisme
peut encore étre simplifié en une seule étape de transfert direct de deux électrons, avec
une constante de vitesse de transfert d’électrons k,p, et un potentiel standard E°’,p, avec
E®pp= 0,5 (E°’1 + E®’y). Selon ces conditions, ce processus est donc cinétiquement
controlé par une des deux étapes E; ou E,. Nous avons utilis¢é ce modele pour
caractériser 1’électrochimie du catéchol sur or nu et sur or modifi¢ par une SAM de
MPS et pour déterminer les constantes de vitesses de transfert électronique apparentes

sur ces surfaces.

94



Chapitre 3 : Modification de surface d’électrodes d’or

26
24 .
2] B
204
18
16
< 14
= 12
8 101
84 )
6_
4
21

I (uA)

0 T T T T
00 02 04 06 08 10 12 14

V1/2 (V.S-1)1/2

Figure n®3.11 : Courbes de VC sur une électrode d’or nu en présence de catéchol
4.107 M dans le tampon phosphate 0,1 M a pH=6,5 a différentes
vitesses de balayage (A) et variation du courant faradique
anodique de [’oxydation du catéchol ipa (mesuré sur les courbes

en (A)) en fonction de la racine carrée de la vitesse de balayage
%
v (B)

A 0,1 Vs, le voltampérogramme du catéchol sur électrode d’or nu fait apparaitre un
pic d’oxydation a Epa=0,243 V et un pic de réduction a Epc=0,144 V. Donc, on peut
mesurer AEp=Epa—Epc=0,099 V. En augmentant la vitesse de balayage, les courants
anodique et cathodique augmentent de fagcon proportionnelle a v”, tandis que Epa, Epc
et AEp augmentent. Cependant E,,="2(Epa+Epc) reste constant et égal a 0,196 V.

A grande vitesse de balayage, 1’oxydation du catéchol n’aurait lieu que suivant un
processus d’échange direct irréversible de deux électrons avec E°=0,196 V. La
constante de vitesse limitante de transfert d’¢lectron k°s,(catéchol) a donc été

déterminée selon la relation (10), valable pour un systéme irréversible™®, avec n=2 :
ip =0,227nFACk® expla 1 % (Ep — E°)] (10)

En tracant la courbe In ipa=f(Epa-E°), on obtient une droite (r=0,984). En calculant la
pente de cette droite et I’ordonnée a 1’origine, on peut déterminer k°,y(catéchol)=3,4.10"
Sem.s et Oapp=0,37.

Si le premier transfert équivalent d’électron est rapide, le processus global est contrdlé
par le deuxiéme équivalent de transfert d’¢lectrons, ce qui correspond a la partie droite
du schéma carré de la figure 3.10. Il a été démontré®’ que, dans ce cas, le coefficient de
transfert anodique apparent est de 0,25. Mais si le processus global d’échange est

contrdlé par le premier transfert équivalent d’électron (partie gauche du schéma), alors

ce coefficient est de 0,75. Or nous avons obtenu un o,p, de 0,37, ce qui est plus proche
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de 0,25 que de 0,75. On peut donc dire que 1’oxydation du catéchol est controlée par les
réactions de la partie droite du schéma de réaction. Moiroux et al ont pu faire la méme
observation quant & I’oxydation de I’ubiquinone réduite®.

La figure 3.8C indique que le transfert ¢lectronique, lors de 1’oxydation du catéchol, est
considérablement ralenti par la présence du MPS, par rapport a celui obtenu sur
I’¢électrode d’or nu. Nous avons réalisé des mesures par voltampérométrie a balayage
linéaire sur le systtme Au/MPS a différentes vitesses de balayage en présence de
catéchol a 0,4 mM dans le tampon phosphate a 0,1 M a pH=6,5. Sur les courbes que
nous avons obtenues, nous avons soustrait le courant capacitif, mesuré en 1’absence de
catéchol, au courant total mesuré dans le méme tampon. Le résultat de cette différence
nous donne le courant faradique, dont la variation en fonction du potentiel, est

représenté sur la figure 3.12 pour les différentes vitesses de balayage étudiées.
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Figuren®3.12 : Variation du courant faradique, i; en fonction du potentiel, E, en

présence de catéchol a 4.107 M dans le tampon phosphate 0,1M a
pH=6,5, a différentes vitesses de balayage, 0,1(e), 0,01(+) et
0,001 V.s™(x), pour une électrode d’or modifié par du MPS

A faible vitesse de balayage, on laisse le temps aux molécules redox de diffuser depuis
la solution jusqu’a la surface de 1’¢lectrode, 1’é¢tape de diffusion n’est donc pas
limitante. A grande vitesse de balayage, les especes redox sont trés vite oxydées et
I’interface film/solution n’est pas renouvelée assez rapidement. Dans ce cas, le

processus ¢lectrochimique est limité par la diffusion. On remarque, d’apres la figure
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3.12, que la réponse ¢électrochimique du catéchol sur Au/MPS ne varie pas avec la
vitesse de balayage. Le transport de maticre ne constitue pas I’étape limitante, le
processus €lectrochimique du systeme redox catéchol/orthoquinone est seulement limité
par la cinétique de I’étape de transfert de charge. Il est donc possible d’utiliser la
relation de Butler-Volmer (12) pour décrire la variation du courant faradique, ir, en

fonction de la surtension (E — E°) appliquée.

(] nF (o]
k=k exp(aapp E(E -FE )) (12)
La mesure de i a différents potentiels donne acces a k, selon la relation (13) :

i, =nFAk[catéchol] (13)

Les tracés de log k=f((E-E°®)), avec E°=0,196 V pour les différentes vitesses de balayage
de la figure 3.12, donnent des droites, nommées droites de Tafel, représentées sur la
figure 3.13. L’exploitation de ces droites permet d’avoir accés a k° et a,pp, grace a la

relation (14) issue de la relation (12).

logk =logk® + (aapp %(E - EO)J (14)
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Figuren®3.13 : Tracé des droites de Tafel (log k=f(E-E°)) pour une électrode

d’or modifiée par du MPS en présence de catéchol 4.107 M dans
du tampon phosphate 0,IM a pH=6,5, a différentes vitesses de
balayage de 0,1(e), 0,01(+) et 0,001 V.s" (x)
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Les droites de la figure 3.13 ont été tracées avec d’excellents coefficients de corrélation
(0,9989, 0,9965 et 0,9963 pour 0,001, 0,01 et 0,1 V.s! respectivement). D’aprés la
relation (14), I’ordonnée a ’origine de la droite de Tafel, permet d’accéder a la valeur
de k°. Par extrapolation, nous avons mesuré des ordonnées a I’origine de -5,22, -5,12 et
-5,28 pour des vitesses de balayage de 0,001, 0,01 et 0,1 Vs respectivement. En
moyennant les valeurs calculées, une constante de vitesse k®auwmps(catéchol) a été
mesurée 4 6,3.10° cm.s™. Avec le modéle de pinholes, on peut ainsi calculer une valeur
de 0=0,9981, d’aprés I’équation (10). Cette grande valeur de 0 indique que la
monocouche de MPS représente un recouvrement surfacique quasi parfait. Dans ce
modele, nous avons supposé que le transfert d’électron avait uniquement lieu aux
pinholes, dont la taille est a priori plus grande ou égale a la taille moléculaire des
sondes redox, et aux défauts de la couche de MPS, 1a ou les sondes redox peuvent
diffuser. On a aussi supposé que le transfert électronique était inefficace sur une surface
recouverte de MPS.

En fait, le transfert électronique peut aussi avoir lieu sur une telle surface par des effets
tunnel a travers la couche de MPS, avec une constante de vitesse k°umer. Miller et al”'°
ont étudié des effets tunnel sur des électrodes recouvertes de @-hydroxythiol en utilisant
des systémes monoélectroniques a spheére externe. Ils montrent que la constante de
vitesse du transfert électronique diminue de facon exponentielle avec la longueur de
chaine de I’alcanethiol avec un facteur de 0,9 par unité méthylene.

K yumer = k° 4, €xp[=0,91,, | (15)
Bien que le systeme redox catéchol/orthoquinone ne suive pas un processus
monoélectronique a sphére externe, la valeur hypothétique de la constante d’effet tunnel
a été estimée en supposant que 1’électrooxydation du catéchol se produit uniquement
par effet tunnel a travers la couche de MPS (k°aswmps = k°umne1). En prenant en compte
une longueur de chaine de 4 pour le MPS, la relation (15) permet de calculer une plus
grande valeur de la constante de tunnel, 1,58 au lieu de 0,9 dans le cas d° o
hydroxythiol. Ceci concorde avec le fait que 1’électrochimie du catéchol est fortement
ralentie par la couche de MPS. En comparant cette valeur a celles obtenues pour des
systémes redox monoélectroniques a sphére externe, cela expliquerait aussi que
I’oxydation du catéchol est plus complexe et qu’elle implique le transfert séquentiel de
2 ¢lectrons et de 2 protons. D’un autre co6té, ’oxydation du catéchol peut aussi avoir

lieu par un processus de perméation a travers la monocouche de MPS, agissant comme
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une membrane. Comme 1’oxydation du catéchol sur Au/MPS donne un courant faible,
cela peut étre la conséquence de plusieurs étapes limitantes.

(1) un coefficient de partage, k, non favorable, ce qui parait peu probable du fait du
caractere treés hydrophile de la couche de MPS

(11) un coefficient de diffusion faible, ce qui est tout aussi peu probable car la couche de
MPS n’est pas dense.

(1i1) une haute barriere cinétique pour traverser 1’interface MPS/solution et donc une
constante de vitesse Kinerface faible. Cette étape parait étre 1’étape limitante du processus
global de perméation. Comme la couche de MPS a une épaisseur de 1,4 nm, il est
difficile de dire si le transfert d’électrons se produit par perméation des espéces redox

ou par effet tunnel ou par les deux.

3.225 Cas du ferrocene méthanol et de
I”’hexacyanoferrate

Le comportement que nous venons de décrire concerne le catéchol mais nous avons vu
que l’on obtient un comportement bien différent dans le cas du FcMeOH et de
Fe(CN)s>", dont I’électrochimie est peu perturbée par la présence de MPS sur ’électrode
d’or (figure 3.8). Pour mieux comprendre ces phénomenes, nous avons réalisé une étude
par voltampérométrie cyclique avec ces deux sondes redox en fonction de la vitesse de
balayage (de 0,1 4 25 V.s™). FeMeOH et Fe(CN)s> se comportent comme des systémes
redox quasi réversibles sur Au et Au/MPS. Les analyses des voltampérogrammes sont
regroupées dans le tableau 3.1.

Les valeurs des constantes de vitesse mesurées sur or nu sont en bon accord avec celles
données dans la littérature. En supposant que le recouvrement surfacique de MPS ne
dépende pas de la nature de la sonde redox, on peut remarquer que les valeurs
expérimentales de k°symps(FcMeOH) et k°awmps(F e(CN)63') ne sont pas en faveur d’un

transfert d’électrons ayant lieu uniquement aux pinholes dans la couche de MPS.
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Tableau n°3.1 :

Caracteéristiques électrochimiques des surfaces Au et Au/MPS,
calculées a partir des équations (9) pour les capacités de double
couche, C, et (10) pour toutes les constantes sauf pour k°4,mps
qui a été déterminée d’apres [’équation (14)

Electrolyte Au Au/MPS
Tampon Phosphate | Cp, = 15,0 uF cm™ Cawmps = 8,7 uF cm™
0,1 M, pH=6,5
Catéchol 0,4 mM |k, (catéchol)=3,4x107 cm.s” | k°awmps(catéchol)=6,3x107

dans Tampon
Phosphate 0,1 M,

coefficient de symétrie=0,37
E°=0,196 V

cm.s
constante de tunnel=1,58

pH=6,5

k°au(FcMeOH)=0,16 cm.s™
E°=0,207 V

FcMeOH 0,4 mM
dans Tampon
Phosphate 0,1 M,
pH=6,5

k°awmps(FeMeOH)=6,9x 107
cm.s’!
constante de tunnel=0,79

k°au[Fe(CN)¢ 1=0,04 cm.s™
E°=0,231 V

Fe(CN)¢™ 0,4 mM
dans Tampon
Phosphate 0,1 M,
pH=6,5

k° aumps[Fe(CN)s” =4,4x107
cm.s”
constante de tunnel=0,55

Dans le cas du FcMeOH, par exemple, (1-0)k°s,(FcMeOH) est 25 fois inférieur a
k°awmps(FcMeOH). Donc, comme le processus de pinhole ne contribue que faiblement,
le transfert d’électrons pour FcMeOH se produit par effet tunnel ou par perméation des
especes redox a travers la partie sans pinhole de la couche de MPS, qui représente un
recouvrement surfacique 0 de 0,9981. Il a été reconnu que des surfaces modifiées par
des mercaptoalcanesulfonates agissent comme une barriére cinétique envers des
composés organiques & cause de leur grande hydrophilie**. Or, le FcMeOH, du fait de sa
neutralité et de sa faible solubilité en solution aqueuse par rapport au catéchol, peut étre
considéré comme hydrophobe. Donc, la diffusion de FcMeOH a travers la couche de
MPS devrait étre lente. Ainsi, on peut considérer que dans ce cas, le transfert
¢lectronique a lieu par effet tunnel essentiellement. En utilisant la mod¢le de Miller, on
mesure une constante de tunnel de 0,78, qui est comparable avec les valeurs de 0,9 et
1,1 pour des w-hydroxythiol et des alcanethiol respectivement, dans le cas de systémes
redox monoélectroniques a sphere externe.

On peut tenir le méme raisonnement dans le cas de Fe(CN)s> car on peut s’attendre & ce
que la diffusion de ce composé, trés négativement chargé, a travers la couche de MPS,

soit aussi lente a cause de phénoménes de répulsion électrostatique avec les

100




Chapitre 3 : Modification de surface d’électrodes d’or

groupements sulfonates du MPS. On peut donc calculer la constante de vitesse par effet
tunnel correspondante Keynne=0,55.

Bien que la détermination des constantes de tunnel comporte quelques incertitudes, la
grande tendance est que ces constantes sont plus élevées dans le cas de molécules
hydrophobes que dans le cas de molécules plus hydrophiles. Ce qui signifie que 1’effet
tunnel est moins efficace pour FcMeOH que dans le cas de Fe(CN)s”. Comme nos
mesures ont ¢té réalisées a force ionique €levée, il y a un effet d’écran des charges des
groupements sulfonates de la monocouche de MPS, ce qui a pour conséquence de
diminuer la répulsion électrostatique de ces groupements avec les anions. Comme
I’anion hexacyanoferrate est hydrophile, la distance de répulsion é€lectrostatique entre
les groupements sulfonates et cet anion devient plus courte a force ionique élevée que
dans le cas du FcMeOH.

Il a été montré que la monocouche de MPS n’est pas perméable au catéchol et que le
transfert €lectronique du systéme catéchol/orthoquinone est fortement ralenti. Etant
donné que le produit issu de la réaction enzymatique de la polyphénol oxydase avec le
catéchol, est I’orthoquinone, il sera donc tres difficile de détecter cette espeéce. Par
conséquent, la construction d’un assemblage électrostatique de polyphénol oxydase
avec un polyélectrolyte, sur une SAM de MPS, ne peut étre envisagée pour des
applications de biodétection. Cependant, I’¢lectrochimie du FcMeOH n’est pas, ou
presque pas, modifiée par la présence de MPS sur or. Donc, si on immobilise la glucose
oxydase (Gox) dans un autoassemblage avec un polyélectrolyte, comme le chitosane,
pour ses propri€tés biocompatibles, on pourra utiliser le FcMeOH comme médiateur

redox de I’enzyme et cet assemblage pourra €tre utilisé dans la biodétection.

3.3 Immobilisation de glucose oxydase dans un
autoassemblage électrostatique multicouche avec Ile
chitosane quaternisé

La glucose oxydase (Gox) est I’enzyme la plus utilisée dans le domaine de la
biodétection du glucose. Il est bien connu que cette enzyme modéle catalyse 1’oxydation
du B-D-glucose en D-gluconolactone et eau oxygénée. L’eau oxygénée peut Etre
détectée directement a la surface de I’électrode mais pour cela, il est nécessaire

d’appliquer un potentiel relativement €levé pour 1’oxyder. De plus, I’eau oxygénée a
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I’inconvénient de pouvoir réagir avec la glucose oxydase en provoquant sa dénaturation.
Pour pallier ce probleme, certains médiateurs redox sont utilisés, comme des composés
a base de ferrocene.

Pour éviter de travailler a pH acide, ou le chitosane est protoné, nous avons choisi de
travailler avec un chitosane chimiquement modifié (CHI") (voir chapitre 2, paragraphe
2.3), lui conférant une charge positive permanente. Les études, présentées ci-apres, ont
pour but de déterminer la structure d’un assemblage entre le chitosane quaternisé¢ (CHI")
et la glucose oxydase, par des méthodes spectroscopiques, microgravimétriques et

¢électrochimiques.

3.3.1 Analyse spectroscopique

Pour pouvoir suivre la construction de I’assemblage (CHI'/Gox), par spectroscopie UV-
Visible, il est nécessaire de connaitre les caractéristiques spectroscopiques de la Gox
pour déterminer la quantité de Gox immobilisée dans le film couche aprés couche.

Le site actif de la Gox comporte deux unités flavines (FAD) de 80 kDa chacune.
D’apres la figure 3.14, le spectre UV-Visible de la solution d’enzyme présente deux
bandes d’absorption caractéristique de la flavine (FAD (forme oxydée) et FADH,
(forme réduite)) dans le domaine du Visible: 380 nm et 450 nm. Le coefficient
d’extinction molaire de la flavine FAD & 450 nm est égale a 1,41.10% L.mol".cm™ et on
peut définir un coefficient d’extinction molaire différentiel €4isr (=€rap-€rapm2) de
1,31.10* L.mol™.cm™ *. La bande caractéristique 4 450 nm permet d’accéder a la
quantit¢ d’enzyme active. Le spectre présente également une bande caractéristique a
277 nm d’intensité relative plus €levée que celle des bandes a 450 nm et a 380 nm.
Cette bande a 277 nm est caractéristique de la protéine. Son coefficient d’extinction
molaire a été déterminé par la mesure d’absorbance d’une solution d’enzyme purifi¢e et
grace a un test de Biuret’'. Il est possible de déterminer le pourcentage de protéine dans
un lot d’enzyme. Selon la loi de Lambert-Beer (A=¢lC), on obtient 827722,65.105 L.mol
'.em™. Cependant, ce coefficient correspond a I’absorption de lumiére pour la quantité

totale de protéine.
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Figure n°3.14 : Spectre d’absorption d’une solution de Gox a 1 mg.mL™, dans du

tampon acétate de force ionique 0,1 M et de pH=35,5, en absence
de glucose, dans une cuve de 1 cm de trajet optique

La détermination de la quantit¢ d’enzyme active est réalisée par un test d’activité

enzymatique basé sur la variation d’absorbance a 450 nm.

FAD + Glucose — FADH, + Gluconolactone
Forme Forme
Oxydée Réduite
! ©:
Figure n°3.15 : Schéma réactionnel simplifié du cycle enzymatique de la Gox

La figure 3.15 nous montre la réaction d’oxydation du glucose par le groupe FAD. La
forme active de I’enzyme (FAD) est régénérée par la présence d’oxygene qui va oxyder
la forme FADH; du co-enzyme de la Gox. Dans une cuve de quartz hermétiquement
fermée, on ajoute une quantité connue de glucose, suffisante et en exces pour réduire
tous les groupements FAD en FADH, jusqu’a consommation totale de I’oxygeéne
présent dans le milieu. La forme réduite de la flavine possede les mémes bandes
d’absorption que sa forme oxydée, avec un coefficient d’extinction plus faible. De la
mesure de la diminution d’absorbance a 450 nm (AA), on en déduit la concentration en

enzyme active [Gox],.
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Ayso = Apgp + AFADHZ = gFADl[FAD] + SFADHZI[FADHZ]

A=A, — AFADH2 = (‘9 Fap — €FapH, XF AD ]a

[FaD], _ A4
2 2& 4y

[Gox]a = (pour I=1cm) (pour une paroi de cuve)

Ce lot d’enzyme contient 90% de protéine d’apres la méthode Biuret. Ce pourcentage
sera pris en compte pour mesurer la concentration de Gox par spectroscopie UV-Visible
avec 827722,65.105 L.mol'.cm™.

Dans la suite des études, nous avons réalisé les assemblages (CHI'/Gox), dans une
solution de tampon phosphate. Nous avons vérifié¢ que le spectre d’une solution de Gox
dans du tampon phosphate a pH=8 et de force ionique 0,1 M est le méme que celui
obtenu a la figure 3.14.

Puis, nous avons réalisé des mesures spectroscopiques d’un assemblage de (CHI'/Gox),
sur un cuve de quartz préalablement modifiée (voir partie expérimentale) pour suivre
couche aprés couche la construction de cet assemblage.

La figure 3.16 présente les spectres obtenus pour différents nombres de bicouches, n.

0.04

277 nm
0.03 1‘\
n=11
L
o
c
g 0.02
o
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001"
""""""" R = R
0.00 . , : : S S
240 260 280 300 320
Longueur d'onde (nm)
Figure n°3.16 : Spectres d’absorption de différentes bicouches de CHI /Gox

(assemblées a partir de la mise en contact, avec les parois de la
cuve de quartz, de solution de CHI" a 0,5 mg.mL™” durant 20
minutes et de Gox a 1 mg.mL'1 durant 30 minutes, dans du
tampon phosphate de pH=8 et de force ionique 0,1 M,
respectivement) enregistrés dans le méme tampon
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En relevant I’absorbance a 277 nm, couche par couche, et en supposant que le
coefficient d’extinction molaire mesuré en solution a 277 nm est le méme quand
I’enzyme est immobilisée dans un film autoassemblé, on peut déterminer la
concentration surfacique totale de Gox a chaque couche, I'gox.
A .
I';,. =— (pour une paroi de cuve) (16)
28y,
Les mesures d’absorbance a 277 nm et les calculs effectués selon la relation (16) nous

ont permis de tracer la courbe présentée par la figure 3.17.
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Figure n°3.17 : Evolution de ’absorbance mesurée a 277 nm (échelle de gauche)

et de la concentration surfacique de Gox (échelle de droite) en
fonction du nombre de bicouches, n, d’'un assemblage
Quartz/(CHI ' /Gox),, réalisé par ’adsorption de CHI' a partir
d'une solution a 0,5 mg.mL”’ durant 20 minutes et par
’adsorption de Gox a partir d’une solution a 1 mg.mL” durant
30 minutes dans le tampon phosphate de force ionique 0,1 M et de
pH=8

La figure 3.17 nous montre que 1’augmentation de 1’absorbance est linéaire, ce qui
indique la reproductibilit¢ de 1’adsorption de Gox. Ce résultat est en accord avec
plusieurs travaux®>*>. La pente de la droite obtenue permet de calculer une quantité
moyenne d’enzyme immobilisée par couche, 3,64.10"? mol.cm™. Connaissant I’aire de

2 34

projection d’une molécule de Gox, soit 58 nm” °", on peut calculer la quantité surfacique

. -12 -2
de Gox pour une monocouche dense, soit 1,7.10"° mol.cm™. Dans notre assemblage
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multicouche de (CHI'/Gox), la quantité immobilisée a chaque couche correspond a
environ deux fois celle d’'une monocouche dense. Nous avons remarqué, dans le
premier chapitre de ce mémoire, que la dépendance linéaire de I’absorbance avec la
nombre de couches n’est pas une preuve de la stratification du film. Il a également été
remarqué, a plusieurs reprises, qu’il y a une interpénétration des couches plus
importante a force ionique élevée. De plus, le chitosane utilisé est un polyélectrolyte
(PE) tres hydrophile de part ses groupes hydroxyles et sa charge positive permanente. Il
a été montré qu’il y a diffusion des molécules de PE lors de leur adsorption dans les
couches précédemment adsorbées™. On peut donc considérer que les molécules de Gox
diffusent dans les couches de CHI', ce qui permet d’immobiliser une plus grande
quantité de Gox qu’une seule monocouche, comme cela est schématisé par la structure

B dans la figure 3.18.

A B
\ Gox
e A;/Lg \\J(\ v o CHP
Figuren®3.18 : Représentation schématique de la structure possible d’une

bicouche de (CHI /Gox). La structure A tend vers I’hypothése de
stratification, hypotheése peu probable. La structure B fait
intervenir la diffusion des molécules de Gox dans la couche de
chitosane quaternisé, semblable a [’interpénétration de couches
de polycation et de polyanion.

Cette observation peut étre confirmée par des mesures microgravimétriques permettant

la détermination de la masse surfacique de chaque couche.

3.3.2 Analyse microgravimétrique d’'un assemblage de

chitosane et de glucose oxydase

Nous avons suivi in situ la construction d’un assemblage entre le CHI" et la glucose
oxydase par QCM-D. La figure 3.19 représente ces mesures en fonction du temps, pour
la premiére bicouche CHI'/Gox déposée sur Au/MPS.

Comme nous I’avons vu précédemment, nous avons mesuré les variations de fréquences
AFy/x (pour x=3, 5 et 7). Nous avons aussi mesuré les variations de dissipation

d’énergie correspondantes ADx.
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On remarque que, dés 1’adsorption de CHI', ainsi que pour I’adsorption de Gox, les
sauts de fréquence et de dissipation sont élevés. De plus, AFy/x dépend de x. Ceci nous

indique que ce type de film n’est pas rigide mais viscoélastique.

=3
----- x=5
-------- x=7
04
-50 -
— B>
N
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X m
4 &
-150
-200
Temps (min)
Figure n°3.19 : Mesures par QCM-D d’un assemblage d’une bicouche de

CHI ' /Gox (CHF a 05 mg.mL'I et de Gox a 1 mg.mL'I, dans du
tampon phosphate de pH=8 et de force ionique 0,1 M) sur un
cristal de quartz recouvert d’or, modifié par du MPS, sous un flux
de 50 uL.min”'. Evolution de AF./x en noir (échelle de gauche) et
AD; en gris (échelle de droite) en fonction du temps

Par QCM-D, un faible changement de viscosité du milieu en contact avec le quartz
entraine une variation de fréquence. Ce changement de viscosité de la solution de
tampon provient de la présence d’un composé (CHI" ou Gox par exemple) dans cette
solution tampon. Pour connaitre la valeur effective du saut de fréquence et de
dissipation, pour ’adsorption d’une espéce, CHI" ou Gox, il faut relever les valeurs
avant et aprés adsorption de cette espece, avec une méme référence. Nous avons choisi
de relever les valeurs des fréquences et des dissipations, sur les paliers correspondant au
tampon, avant et aprés adsorption, pour chacune des couches. Ce qui a permis de

construire les graphes de la figure 3.20.
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Figure n°3.20 : Variation de AF\/x (A) et de AD, (B) pour x=3, 5 et 7 en fonction

du nombre de couches de (CHI' /Gox),, adsorbé sur une surface
Au/MPS. Pour n demi-entier, ['assemblage se termine par une
couche de CHI" et pour n entier, la derniere couche est constituée
de Gox.

D’apres ces courbes, on peut remarquer que 1’augmentation des sauts de dissipation

n’est pas linéaire et que les valeurs de dissipation sont élevées, ce qui signifie que ce

film n’est pas rigide mais viscoélastique. Ceci a déja été observé dans des assemblages
. \ . . r r 35

contenant du chitosane dans un tampon a force ionique élevée™.

Par spectroscopie UV-Visible, on a mesuré¢ qu'une couche de Gox correspondait a une

quantité surfacique moyenne de 3,64.10"? mol.cm™. Connaissant la masse molaire de la

Gox (160 kDa), on aurait donc une augmentation de masse de 582 ng.cm™ En

rqe N . y . . 36 . N
modé¢lisant nos mesures par le modele viscoélastique de Voinova™, on obtient, d’apres
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la figure 3.21, une augmentation de masse de 1500 ng.cm™ pour ’adsorption de la 1°°
couche de Gox. Cette différence peut s’expliquer par le fait que la 1°° couche de Gox
désorbe quelques molécules de CHI" ainsi que de 1’eau et des anions contenus dans la
1°° couche de CHI". L’obtention de la masse surfacique de chaque couche, en

modélisant les données obtenues de la figure 3.20, est présentée sur la figure 3.21.
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Figure n°3.21 : Evolution de la masse surfacique I', obtenue par modélisation des

résultats présentés dans la figure 3.20, en utilisant le modeéle de
Voinova36, en fonction nombre de couches de (i CHI" /Gox),,
adsorbé sur une surface Au/MPS. Pour n demi-entier (),
’assemblage se termine par une couche de CHI' et pour n entier
(L)), la derniére couche est constituée de Gox.

Puis, a partir de deux bicouches de (CHI /Gox), on remarque une croissance linéaire du
film. Nous avons calculé¢ une masse surfacique moyenne par couche de Gox de 4895
ng.cm™. Il a été montré, dans la littérature’’, que les premiéres couches sont plus fines
que les suivantes, ce qui explique que cette augmentation n’est pas observée pour les
premieres couches.

Etant donné que 1’on a un film épais et trés dissipatif, comme le montrent les valeurs de
la figure 3.20B (environ 650.10° pour 7 bicouches), I’amortissement est tel que
I’appareil ne peut plus analyser correctement le signal mesuré, méme en excitant le
quartz a son intensit¢é maximale. C’est pour cette raison que nous n’avons pas pu

analyser plus de 7,5 bicouches de (CHI'/Gox) sur une surface Au/MPS.
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La QCM-D nous permet de calculer la masse d’eau et d’ions contenus dans ces
assemblages. Par spectroscopie UV-Visible, nous avions mesuré¢ une quantité surfacique
moyenne de Gox de 582 ng.em?. La quantité d’eau et d’ions contenus dans
I’assemblage représente, en moyenne, un pourcentage de 88% ((1-582/4895)x100).

Ceci indique que I’hydratation du film est importante, ce qui explique le caractere
viscoélastique du film. Ces résultats confirment aussi I’hypothése de la diffusion des
molécules de Gox dans les couches épaisses de CHI", comme nous avons pu le voir par
I’exploitation des données obtenues par spectroscopie UV-Visible. De plus, cet
environnement est favorable a 1’activité¢ de 1’enzyme, qui a été déterminée par des
mesures ¢lectrochimiques, comme nous avons pu aussi le remarquer pour un

assemblage de CHI" et de PPO, qui a été traité dans le chapitre 2 de ce mémoire.

3.3.3 Etude des propriétés électrochimiques d’un
assemblage de chitosane et de glucose oxydase
Etant donné les résultats obtenus sur cet assemblage de Gox avec du chitosane

quaternis¢, nous avons voulu déterminer les caractéristiques de cette bioélectrode

enzymatique, dont le principe est rappelé par la figure 3.22.

Couche enzymatique Solution
e Fc**MeOH B,D-Glucose (G)
FcMeOH > Gluconolactone (GL)
Figure n°3.22 : Principe de fonctionnement d’un biocapteur ampérométrique a

glucose, avec médiation artificielle par le ferrocene méthanol qui
régenere [’enzyme au lieu de I’oxygene, médiateur naturel de la

Gox
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D’apres la figure 3.22, lors de 1’ajout de glucose, la Gox a 1’¢état oxydé va réagir avec ce
dernier pour former de la gluconolactone. On peut écrire le mécanisme réactionnel par
des équations de réaction représentées par la figure 3.23.

Le radical cation de FcMeOH électrogénéré a 1’¢électrode peut réagir avec la forme

réduite de la Gox (FADH,) et regénérer la forme active (FAD).

FcMeOH S Fc'"'MeOH + ¢
FAD + Glucose S FAD-Glucose (k; et k.;)
FAD-Glucose - FADH; + Gluconolactone (k;)
FADH, + 2 Fc""MeOH — FAD + 2FcMeOH (k3)

Figure n°3.23 : Schéma réactionnel du cycle catalytique de la glucose oxydase
mettant en jeu le coenzyme FAD et le médiateur redox a base de
ferrocene

Nous avons donc réalisé¢ des mesures €lectrochimiques, par voltampérométrie cyclique,
de ce systtme en I’absence et en présence de glucose, dont certains des

voltampérogrammes obtenus pour un tel systéme sont présentés en figure 3.24.
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1.04 44 [
—~ 05 — 3
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= 0.0 = 24
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1.0 ) e
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E (V) E (V)
Figure n°3.24 : Courbes de VC (0,1 V.s™) du FeMeOH 2.10°* M enregistrées dans

le tampon phosphate a pH=8, de force ionique 0,1 M avec
différentes  électrodes — Au/MPS(a),  Au/MPS/CHI"(b) et
Au/MPS/CHI/Gox (c), en I'absence (A) et en présence (B) de

glucose
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Nous avons vu dans la premicre partie de ce chapitre que I’électrochimie du FcMeOH
n’était pas perturbée par la présence de la monocouche de MPS. Lors de 1’ajout d’une
couche de chitosane, on peut remarquer, d’apres la courbe b de la figure 3.24A, que le
transfert électronique est ralenti, car la différence de potentiel entre les pics anodique et
cathodique augmente. Ceci est dii au fait que le FcMeOH, hydrophobe, diffuse plus
lentement a travers la couche de chitosane, trés hydrophile, ce qui diminue les
interactions entre ces deux espéces. Lorsque 1’on adsorbe une couche de Gox (courbe ¢
de la figure 3.24B), en présence de glucose, on observe I’apparition d’un courant
catalytique, traduisant la réaction enzymatique, via la médiation redox et indiquant le
bon fonctionnement de ce biocapteur, ce qui est en accord avec les résultats rapportés
dans la littérature'®. Ce courant catalytique est relié a la quantité d’enzyme immobilisée.
A ce propos, Bourdillon et al®® ont développé un modéle cinétique, sur les bases de
données déja existantes, pour obtenir ces informations. Dans ce modéle, il faut calculer
les coefficients de diffusion du médiateur redox (ici le FcMeOH) sous sa forme oxydée
et sous sa forme réduite selon la relation (17).

ip=(2.69.10°)n""> AD"*V""*C (a T=25°C) (17)
Ou ip est le courant faradique anodique (ou cathodique), n, le nombre d’électrons
¢changés dans la réaction électrochimique d’oxydation (ou de réduction respectivement)
du médiateur redox, A, la surface de 1’électrode, C, la concentration du médiateur redox
en solution, D, le coefficient de I’espéce redox étudiée et v, la vitesse de balayage.

Cette relation nous indique que le courant faradique anodique que I’on mesure, en
I’absence du substrat de I’enzyme, est proportionnel a la racine carrée de la vitesse de
balayage. Nous avons donc réalisé¢ une étude en fonction de la vitesse de balayage. La
figure 3.25 présente les voltampérogrammes obtenus pour différentes vitesses de

balayage du ferrocene méthanol en solution.
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g
0?0 ' 0!1 ' 0!2 ' 0?3 ' 0!4 ' 0.5
E (V)
Figure n°3.25 : Courbes de VC, a différentes vitesses de balayage, du FcMeOH a

2.10" M en tampon phosphate de force ionique 0,1 M et pH=S8,
obtenues sur une électrode de carbone vitreux modifié par une
couche de gélatine évitant [’adsorption du FcMeOH sur la
surface de I'électrode®

En tracant 1’évolution du courant anodique (et cathodique) en fonction de la racine
carrée de la vitesse de balayage, nous avons obtenu une droite, comme le montre la

figure 3.26 présentant ces évolutions.
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Figure n°3.26 : Evolution des courants faradiques anodique (A) et cathodique (B)

en fonction de la racine carrée de la vitesse de balayage, mesurés
a partir des courbes de VC présentées en figure 3.25
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Les pentes des droites obtenues, d’apres les figures 3.26A et 3.26B, nous ont permis de
calculer par la relation (17), les coefficients de diffusion en solution du ferrocene
méthanol, Dg., et du ferricinium méthanol, Dg. -, respectivement. Dans le tampon
phosphate pH=8 et de force ionique 0,1 M, DFCZDFC_+=D=6,810'6 cm”.s”. En présence
de glucose, la viscosité de la solution augmente et D devient égal 4 5,5.10° cm”.s™.
D’apres le schéma réactionnel de la figure 3.22, le FeMeOH diffuse de la solution vers
la surface de 1’¢lectrode et le ferricinium depuis 1’¢électrode vers la solution, en suivant
la deuxiéme loi de Fick. A t=0, les concentrations respectives de ces deux especes sont
[Fclo et 0 en solution. En supposant que FAD, FAD-Glucose et FADH,; sont dans les
conditions de I’état stationnaire et en prenant en compte que le glucose est en large
exces, Bourdillon et al ont proposé 1’équation suivante (18) pour déterminer la quantité
surfacique de Gox électrochimiquement active, Toy .

2Fk,I';, [Fc],

1+exp{—F(E—E°)}+k3[Fc]o(1+ ko +k, (18)
RT k, kk,[Glucose]

i =

cat

Ou icy est 'intensité de courant mesurée sur le plateau en présence de glucose a laquelle
est soustraite I’intensit¢é de courant mesurée sur la courbe obtenue en 1’absence de
glucose (figure 3.24). Les constantes de vitesses des différentes réactions correspondant
aux réactions décrites dans la figure 3.23, ont été prises dans la littérature®®. En se
placant sur le plateau pour mesurer le courant catalytique, (E-E°) devient non

négligeable et on peut simplifier ’expression (18). Comme (E-E°) est grand,

exp{—%(E —E°)} devient petit devant 1. D’aprés les valeurs des différentes

k, +k k, +k
constantes de vitesse, #>>L. Donc 1% o1 On peut donc
k[Glucose]  k, k,k,[Glu cos e]
k,+k,

négliger 1 devan‘{ ]Jk3 [Fc]o . En simplifiant par ces observations, on peut

k,k,[Glu cose

écrire i, =K'l [Glu cos e], avec K’, une constante connue dépendant de la
concentration en ferrocéne méthanol et des constantes de vitesses des différentes
réactions du cycle catalytique présenté en figure 3.23. Connaissant la concentration en
glucose dans la solution et en mesurant ic,, on peut extraire ['gox.

Pour différents nombres de bicouches, nous avons tracé les courbes de VC en absence et

en présence de glucose, dont les voltampérogrammes sont présentés dans la figure 3.27.
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Fioure n°3.27 :
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Courbes de VC (0,1 V.s™), en présence de glucose 0,5 M et de

ferrocéne méthanol 2.107 M dans le tampon phosphate de force

ionique 0,1 M et pH=8, pour différents nombres de bicouches, n,
de (CHI'/Gox), pour n allant de 1 a 6

Pour chacune de ces bicouches, nous avons calculé I'gey, et tracé 1’évolution de la

concentration surfacique en glucose oxydase active en fonction du nombre de

bicouches, n, de (CHI'/Gox), dont la courbe est montrée par figure 3.28.

Quantité de Gox surfacique

Figure n®3.28 :

(10" moles / cm®)

-
(]
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2 3 4
Nombre de bicouches : n

Quantité surfacique de Gox électrochimiquement active en
fonction du nombre de bicouches, n, de (CHI /Gox), obtenue

d’apres [’équation (18)
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Sur la figure 3.28, on observe une augmentation linéaire de la quantité de Gox active
incorporée lors de la construction de ’assemblage. Ceci confirme les résultats obtenus
par spectroscopie UV-Visible et par QCM-D. En calculant la pente de la droite obtenue,
on peut extraire une quantité, par couche, de Gox électrochimiquement active par unité
de surface de 2,13.10'12 mol.cm™.

Nous avions obtenu, par les mesures spectroscopiques, une quantité surfacique totale de
Gox de 3,59.10"% mol.cm™. Cette différence n’est pas surprenante puisque, par
¢lectrochimie, on ne peut détecter que la quantité de molécules d’enzyme qui sont
¢électriquement reliées. Le rapport de ces deux valeurs nous informe que I’on a 59 % de
Gox électrochimiquement active dans ce type d’assemblage. Cette valeur est plutot
¢levée quand on sait que 1’enzyme est immobilisée dans un autoassemblage qui diminue
I’accessibilité aux sites actifs de 1’enzyme. Ceci signifie que le chitosane crée un
environnement favorable a I’activité de la glucose oxydase et que le film ainsi construit
facilite I’accessibilité aux sites actifs, comme nous 1’avions observé avec la PPO dans le
deuxieéme chapitre de ce mémoire.

Ces premiers résultats électrochimiques montrent que I’on peut utiliser le FcMeOH
comme médiateur redox d’une électrode enzymatique Au/MPS/(CHI'/Gox),. Ainsi, on
pourrait construire un biocapteur constitué¢ d’un film multicouche de (CHI'/Gox), d’une
bonne sensibilité vis-a-vis du glucose, en optimisant différents parameétres, comme le
milieu d’adsorption, la concentration des solutions des espéces autoassemblées, la force
ionique, etc. Tous ces parametres ont une influence sur la structure mais aussi sur les
propriétés du matériau construit, comme cela a été souligné dans le premier chapitre de

ce mémoire.

3.4 Conclusion chapitre

Nous avons montré qu’une monocouche de thiol adsorbée en surface d’une électrode
d’or n’est pas dense mais qu’elle recouvre la quasi-totalité de la surface (6=0,9981).

Cette monocouche de MPS agit comme une barriére cinétique vis-a-vis de composés
redox neutres ou anioniques. Dans le cas du catéchol, le transfert électronique est
fortement inhibé alors que les signaux du FcMeOH et Fe(CN)s™ sont trés légérement

perturbés par la couche de MPS. Cependant, nous avons montré que le transfert
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¢lectronique de ces espeéces a principalement lieu par des effets tunnel a travers la
couche et que les défauts de la couche ne participent que trés peu a ce transfert.

Les mesures microgravimétriques nous ont montré qu’en plus de la charge négative en
surface de la monocouche de MPS, une couche additionnelle d’eau et d’ions est
rigidement associée a la couche de MPS et qu’elle peut aussi avoir une influence sur le
transfert électronique ou le transport de charge.

Comme I’analyse cinétique de la monocouche de MPS nous a démontré que cette
couche ne perturbait pas le signal électrochimique du ferrocéne méthanol, nous avons
pu développer un biocapteur a glucose, en immobilisant la glucose oxydase dans un
autoassemblage €lectrostatique avec un chitosane quaternisé, via la médiation redox par
le ferrocéne méthanol en solution.

Par des mesures ¢lectrochimiques et spectroscopiques, nous avons remarqué que la
quantit¢ de Gox incorporée a chaque couche est constante lors de la construction de
I’assemblage et que le chitosane préserve Dactivité de la Gox de 59%. La
microgravimétrie nous a permis de suivre la construction de cet assemblage et les
résultats obtenus confirment un mode de croissance linéaire de ce film. Ces expériences
ont aussi montré que ces assemblages sont hydratés a 95%, ce qui favorise la diffusion

du ferrocéne méthanol mais aussi 1’accessibilité des sites actifs de I’enzyme.
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Chapitre 4: Assemblages de polyélectrolytes, de

nanoparticules et d’enzymes sur une surface d’or

4.1 Introduction chapitre

Les ¢études présentées dans ce chapitre ont pour objet la caractérisation
d’autoassemblages électrostatiques multicouches de polyé€lectrolytes, de nanoparticules
et d’enzymes. Dans 1’optique de développer de nouveaux transducteurs, il a été décidé
d’utiliser des nanoparticules métalliques, en particulier des nanoparticules d’or pour
leurs propriétés de conduction électronique. Ces nanoparticules ont été¢ assemblées tout
d’abord avec un polyélectrolyte non redox. Puis, pour nous permettre de suivre, par
¢électrochimie, la construction de ces assemblages, différents polyélectrolytes contenant
un groupement redox ont été¢ synthétisés. Ce type de polyélectrolyte présente aussi
I’intérét de pouvoir analyser voire améliorer le transfert électronique au sein d’un
assemblage. Les groupes redox qui ont été les principaux groupements utilisés et étudiés

. 1-19
dans divers travaux

, sont le viologene, le ferroceéne et un complexe bipyridinique
d’osmium. Les polyélectrolytes redox ont été synthétisés par greffage ou par
polycondensation de ces groupes. La construction des assemblages de ces
polyélectrolytes a été suivie par microgravimétrie et par spectroscopie UV-Visible. Ces
assemblages ont également été caractérisés par électrochimie pour obtenir des
informations sur la conductivité électronique de tels films.

Puis, dans un deuxiéme temps, des bioélectrodes enzymatiques, contenant une sous-
couche conductrice ¢€lectronique basée sur un assemblage LbL de polyélectrolytes et de

nanoparticules, ont été réalisées pour présenter 1’avantage de cette sous-couche

composée de nanoparticules.

4.2 Caractérisation d’assemblage de polyélectrolytes non
redox et de nanoparticules d’or

Dans ce travail, nous avons utilisé des dispersions colloidales de nanoparticules d’or
commercialisées par Sigma-Aldrich. Ces dispersions colloidales sont obtenues par
réduction chimique d’un sel d’or (HAuCL,) par le trisodium citrate en présence d’acide

tannique”. La réduction par I’acide tannique est un processus rapide tandis que celle par
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le citrate est beaucoup plus lente. La taille finale des nanoparticules est déterminée par
le nombre de germes de cristallisation et donc par la concentration initiale d’acide
tannique présente dans le milieu réactionnel. Les particules colloidales d’or sont
stabilisées par adsorption de citrate a leur surface et sont donc chargées négativement.
Des colloides contenant des nanoparticules de diamétre 5 nm (NPs) et 10 nm (NPjo) ont
¢été tout d’abord caractéris€s par microscopie €lectronique en transmission.

La figure 4.1 présente les clichés de microscopie électronique en transmission obtenus
au moyen de grilles sur lesquelles une goutte du colloide d’or a été évaporée aprés une

dilution adéquate.
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Figuren®4.1 : Microscopie électronique en transmission des nanoparticules

d’or de diametre 5 nm (cliché A) et de diametre 10 nm (cliché B)

Grace a un traitement d’images, le diametre de 800 nanoparticules a été mesuré
permettant ainsi d’obtenir la répartition en taille et le diamétre moyen des
nanoparticules (figure 4.2).

On constate la présence de colloides homodisperses avec une seule population de
nanoparticules sphériques dont les diamétres moyens sont respectivement de 4,3 et de
9,5 nm alors que les spécifications du fournisseur indiquent des diamétres de 6,4 et 11
nm pour les colloides dits de 5 et 10 nm de diamétre. Nous n’avons pas d’explications a

ces différences.
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Figure n®4.2 : Répartition statistique de la taille des nanoparticules d’or de
diametre 5 nm (A) et 10 nm (B) colloidales obtenue par traitement
d’image des clichés de la figure 4.1

Selon les spécifications du fournisseur, ces colloides présentent une concentration de

6,57.10" nanoparticules.mL'1 et de 4,66.10" nanoparticules.mL'1 pour les NPs et NPy

respectivement.
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Figure n®4.3 : Spectres d’absorption des solutions colloidales de NPs (courbe a)

et NPjy (courbe b) et du quartz apres avoir été en contact avec
ces solutions colloidales (courbe c), dans le tampon phosphate
0,1 M, a pH=7,5 pour un trajet optique de 0,1 cm
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Les spectres d’absorption des solutions colloidales de NP5 et NP, présentent une bande
caractéristique a 524 et 519 nm respectivement. Ces longueurs d’onde correspondent a
la résonance plasmonique de surface®' des nanoparticules.

On notera, d’apres la figure 4.3 (courbe c), que les nanoparticules ne s’adsorbent pas a
la surface de quartz de la cuve, préalablement traitée pour obtenir des charges négatives
en surface (voir partie expérimentale). En effet, le spectre obtenu aprés la mise en
contact des parois de la cuve avec les solutions colloidales de NPs et NPy (courbe c),
présente une absorbance nulle dans le domaine spectral balayé (entre 800 et 300 nm).
Ces colloides ont ¢été utilisés comme solution d’immersion pour I’adsorption de ces
nanoparticules. Ceci nous a permis de construire des assemblages de NPy et de
polydiallyldimethylammonium, PDDA", polyélectrolyte commercial, possédant une

densité de charge élevée.

4.2.1. Caractérisation structurale des assemblages de

polydiallyldiméthylammonium et de nanoparticules d’or de 10 nm

4.2.1.1 Etude spectroscopique

Une étude préliminaire par spectroscopie UV-Visible a été effectuée pour déterminer la
cinétique d’adsorption des NPy sur une monocouche de PDDA". 1l a été remarqué
qu’un temps de 120 minutes était nécessaire pour adsorber une quantité maximale de
NPyo. Puis, nous avons suivi la construction d’un assemblage (PDDA'/NP(), par
spectroscopie UV-Visible, dont les spectres d’absorption sont présentés en figure 4.4,
pour différents nombres de bicouches, n.

On remarque que, des la premiére couche de NPjy, on voit apparaitre une bande
d’absorption a 527 nm, correspondant a la bande d’absorption de résonance
plasmonique de surface des NP,,2!. Le déplacement bathochrome de cette bande entre la
solution colloidale (courbe b de la figure 4.3) et les NP assemblées, a été attribué a un
changement de I’environnement diélectrique des nanoparticules lors de 1’assemblage?”.
Sur le spectre correspondant & la premiére bicouche (PDDA'/NPj;), on remarque un
épaulement a 586 nm. Puis, au fur et a mesure de la construction de 1’assemblage, cette
bande augmente en intensité, traduisant 1’agrégation des NP;,** lors de 1’ajout de
couches supplémentaires. Cet effet s’explique par la grande densit¢ de charge du

PDDA", ce qui favorise I’agrégation des NPj.
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Figure n°4.4 : Spectres d’absorption d’un assemblage (PDDA " /NP)y), construit

sur les parois d’une cuve de quartz (préalablement traitées de
fagcon a leur conférer une charge négative en surface) par
’adsorption de PDDA" (trait noir) a partir d’une solution a 2
mg.mL” dans le tampon phosphate 0,1 M & pH=6,5 et par
[’adsorption de NPy (trait gris) a partir de la solution colloidale
de NP, enregistrés dans du tampon phosphate 0,1 M a pH=6,5

Nous avons mesuré I’absorbance a cette longueur d’onde et construit la figure 4.5 qui

présente la variation de Asy7 en fonction du nombre de bicouches, n, de (PDDA+/NP10)n.
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Figure n®4.5 : Evolution de [’absorbance a 527 nm mesurée sur les spectres de

la figure 4.4 en fonction du nombre de couches. Pour n demi-
entier (M), la derniére couche est faite de PDDA" et si n est entier
(L)), les NPy constituent la couche externe
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D’aprés la figure 4.5, on note une variation linéaire de As,; avec le nombre de couches,
indiquant la reproductibilit¢ des étapes d’adsorption des deux especes autoassemblées.
La pente de la droite obtenue est de 0,098 d’absorbance a 527 nm par bicouche de
(PDDA/NPj).

Pour avoir une ordre d’idée de la quantité de NPjo, nous avons supposé que le
coefficient d’extinction molaire de la bande d’absorption a 527 nm est le méme pour les
NP,o agrégées dans 1’assemblage multicouche que pour les NPy non agrégées en
solution colloidale. Nous avons pu déterminer la concentration surfacique de NPy,

I'npio, incorporées dans le film a chaque étape d’adsorption, selon la relation (1).
Ly = % (pour une paroi de cuve) (1)

I'npio €st de 2,5.1011 particules.cm'z, ce qui correspond a un recouvrement surfacique de
20% environ.

Bien que la concentration surfacique de NP, varie linéairement avec le nombre de
couches, ce n’est pas une preuve suffisante pour affirmer que le mode de croissance de
I’assemblage (PDDA+/NP10)n est linéaire. En effet, il a été montré que I’on peut avoir
une expansion latérale d’un assemblage de PE/NP, méme si les mesures
spectroscopiques montrent une augmentation linéaire de 1’absorbance avec le nombre
de couches déposées™*.

Des mesures microgravimétriques, qui permettent de mesurer la masse surfacique des

couches adsorbées, peuvent apporter des €léments supplémentaires pour connaitre le

mode de croissance de ce type d’assemblage.

4.2.1.2 Etude microgravimétrique

La croissance d’autoassemblages (PDDA"/NP(), a aussi été caractérisée par QCM-D.
Nous avons suivi ’évolution des fréquences, AFy/x, et des dissipations d’énergie
correspondantes, ADy, pour x=3, 5 et 7, représentée par la figure 4.6, pour 1’adsorption
d’une bicouche de (PDDA+/NP10) sur une surface Au/MPS. Les mesures ont été
effectuées sous un flux de 50 pL.min".

On remarque que 1’adsorption du PDDA" est relativement rapide et conduit & une
variation de AF,/x relativement faible et une augmentation du facteur de dissipation,
ADy, d’une unité 10°. Entre la solution de tampon phosphate 0,1 M de pH=6,5 (TP) et

celle de la solution colloidale de NP;o, la viscosité est différente et cela induit un
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changement de AF,/x et de ADx. Au début de 1’adsorption des NP, il est possible
d’observer une augmentation de AFy/x, qui est due a ce changement de viscosité,
puisque 1’adsorption des NPy est lente. Mais cette augmentation de la fréquence peut
aussi correspondre a I’expulsion de molécules d’eau contenue dans le film lors de

I’adsorption des NPy, qui vont compresser le film.

TP PDDA* TP NP, TP

-20

E -40 L2 X%
< -60] Lo 2
-80 -2
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Figure n°4.6 : Evolution de AF\/x (en noir) (échelle de gauche) et de AD, (en

gris) (échelle de droite) pour x=3, 5 et 7, en fonction du temps
pour la construction de (PDDA+/NP10) 5, SUr un quartz recouvert
d’or modifié par une couche de MPS, enregistrées avec un flux de
50 uL.min”, pour une solution de PDDA™ de 2 mg.mL™ dans la
tampon phosphate 0,IM de pH=6,5 et pour la solution colloidale
de NP 10

La figure 4.7 présente la variation de AFy/x (graphe A) et de ADy (graphe B) en fonction
du nombre de bicouches de (PDDA/NPy), n. Les sauts de fréquence et de dissipation
ont été mesurés avant et apres adsorption de chaque couche, sur le palier correspondant

au tampon.
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Figure n®4.7 : Evolution de AF,/x (A) et de AD,, mesurés sur le palier du tampon

phosphate 0,1 M de pH=6,5, en fonction du nombre de bicouches,
n, d’un autoassemblage (PDDA */NP 10)n. Pour n demi-entier
(symbole fermé), la derniére couche est faite de PDDA™ et si n est
entier (symbole ouvert), les NPy constituent la couche externe.

On remarque que, pour (PDDA"/NPo)s, AF,/x ne dépend pas de I’harmonique étudiée
et que les sauts de ADy sont peu élevés. Ceci indique que le film construit est
relativement rigide.

Les valeurs de la figure 4.7 ont ét¢ modélisées pour obtenir la variation de la masse
surfacique, I', en fonction du nombre de bicouches, n. Les résultats obtenus, selon le
modele de Sauerbrey (courbe a) et selon le modele viscoélastique (courbe b), sont

représentés sur la figure 4.8.
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Figure n°4.8 : Evolution de la masse surfacique, I, en fonction du nombre de
bicouches, n, d’un assemblage (PDDA+/NP10)n, obtenue selon le
modeéle de Sauerbrey (LJ) et selon le modeéle viscoélastique(4). Si
n est entier (symbole ouvert), la dernieére couche contient des
NP, alors que si n est demi-entier (symbole fermé), le PDDA"
est en couche externe.

On remarque que les deux modeles sont en bon accord, ce qui signifie que le film étudié
est rigide. De plus, la variation de I' avec n est linéaire et on remarque que la
contribution a 1’augmentation de la masse est principalement due a I’adsorption des
NPjo. Nous avons déterminé une quantité moyenne de NP, incorporées a chaque
couche de 2190 ng.cm™. Cette quantité correspond non seulement aux NP, intégrées
dans le film mais aussi a la quantité d’eau et d’ions incorporés durant 1’assemblage.
Connaissant la densité de 1’or (19,31) et le volume d’une nanoparticule, nous pouvons
calculer la masse d’une nanoparticule d’or NP, qui est de 2,76.10™'% g. Par les mesures
spectroscopiques, nous avons obtenu une quantité surfacique de 2,5.10"" particules.cm™.
Cette quantité correspond donc a une masse de 690 ng.cm™. La quantité d’ions et d’eau
contenues dans un tel assemblage est de 68,5% ((1-690/2190)x100).

De plus, on peut dire que le type de croissance d’un tel assemblage est linéaire. Nous
avions fait la méme remarque pour un film multicouche de chitosane et de PPO dans le
chapitre 2 de ce mémoire. Or ce type de film enzymatique est viscoélastique et contient
74% d’eau.

Le résultat que nous obtenons pour un film (PDDA+/NP 10)n €St étonnant car la quantité

d’eau incorporée est du méme ordre de grandeur que les films enzymatiques que nous

129



Chapitre 4 : Assemblages de polyélectrolytes, de nanoparticules d’or et d’enzymes sur
une surface d’or

avons caractérisé. Dans ce cas, on peut penser a une stratification partielle de
I’assemblage ou 1’eau et les ions sont associés de manicre rigide a I’assemblage de NP,
contrairement a un film constitué de chitosane et d’enzymes.

La différence de comportement peut s’expliquer par la nature du polyélectrolyte utilisé,
dont la densité de charge influence la structure de I’assemblage. En effet, le chitosane,
¢tant trés hydrophile et ayant une faible densité de charge, aura tendance a former plus
de boucles, que le PDDA", qui a une densité de charge plus importante, comme 1’ont
montré plusieurs travaux de la littérature®. Ceci se traduit par une masse surfacique de
la couche de CHI" (environ 6000 ng.cm™) plus élevée que celle du PDDA™ (environ 100

ng.cm™).

4.2.1.3 Propriétés électrochimiques

Nous avons vu, dans le chapitre 3 de ce mémoire, qu'une monocouche de MPS,
autoassemblée a la surface d’une électrode d’or, bloque le transfert électronique du
processus é€lectrochimique du systéme catéchol/orthoquinone (courbe Au/MPS de la
figure 4.9A).

Afin d’évaluer les propriétés de conduction électronique de I’assemblage multicouche
(PDDA+/NP10)H, nous avons étudié 1’évolution de la réponse électrochimique du

catéchol sur des surfaces Au/MPS/(PDDA /NP ),.

10 10
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6 6
4 4
g 2 1 g 2
I | P v/ — I e :
AuMPS : e n=0,5
24 24
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Figure n®4.9 : Courbes de VC (0,1 V.s') obtenues sur des électrodes Au,

Au/MPS, Au/MPS/(PDDA"/NP;y),, pour n=1, 2 et 3 (A) et pour
n=0,5, 1,5 et 2,5 (B), dans une solution électrolytique de tampon
phosphate 0,1 M de pH=6,5, en présence de catéchol 4.10* M
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Des mesures par voltampérométrie cyclique ont été réalisées pour différents nombres de
couches n (0,5 a 6). Les voltampérogrammes obtenus lors de ces expériences sont
représentées sur la figure 4.9.

On remarque que ’ajout d’une couche de PDDA" sur une surface d’électrode d’or
modifiée par une monocouche de MPS (courbe n=0,5 de la figure 4.9B), ne modifie pas
le transfert ¢€lectronique du processus ¢électrochimique d’oxydation du catéchol par
rapport a celui enregistré sur Au/MPS (voir chapitre 3). Cependant, 1’ajout d’une
couche de NPy restitue un signal d’oxydation du catéchol (courbe n=1 de la figure
4.9A).

Pour n=1, la courbe de VC du catéchol est caractéristique d’un systéme lent avec un
AEp de 185 mV. Ces valeurs de AEp diminuent avec le nombre de couches de NPy,

comme le montre le tableau 4.1.

Tableau n°4.1 : Valeurs de la différence de potentiel AEp de pics des réponses
obtenues par VC du catéchol 4.107 M en solution dans le tampon
phosphate 0,1 M a pH=6,5, pour différentes électrodes modifiées

AEp
Couche (mV)
Au 49

Au/MPS/(PDDA /NP ), 185
Au/MPS/(PDDA"/NP), 155
Au/MPS/(PDDA/NP), 60
Au/MPS/(PDDA"/NP1¢)s 49

On remarque, d’aprés ce tableau, que 6 bicouches de (PDDA'/NP() sont nécessaires
pour obtenir un signal identique a celui obtenu sur une électrode d’or nu. On peut en
déduire que cet assemblage est conducteur électronique, car il améliore 1’étape de
transduction du processus ¢lectrochimique catéchol/orthoquinone.

Ce résultat montre qu’il y a une communication €lectronique entre les NPy et que cette

communication est améliorée par le nombre de couches de NP, jusqu’a 6 bicouches.
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4.3 Caractérisation d’assemblage de poyélectrolytes redox

et de nanoparticules d’or

Deux types de groupes redox ont été étudiés : le groupe viologene (4,4’-bipyridium),
dont la réaction redox correspondante se situe dans le domaine des potentiels négatifs,
et un groupement constitué d’un complexe bipyridinique d’osmium, possédant un

couple redox dont le potentiel standard est positif.

4.3.1 Polyélectrolyte comportant un groupe viologene

Le groupement viologéne a été étudié dans divers assemblages et en particulier, au
laboratoire, pour ses propriétés de médiation redox vis-a-vis de la nitrate réductase™.
Suite a cette étude au sein du laboratoire, nous avons voulu vérifier si ce type de
groupes redox pouvait interagir avec des nanoparticules d’or.

Nous avons synthétisé deux types de polymeéres contenant un groupe viologéne, comme
le montre la figure 4.10. Le premier de ces polymeres (PV) a été obtenu par le greffage
d’un groupement alkylviologéne sur une chaine de polyvinylpyridine alors que le

second (PV3) est constitué d’un enchainement de p-xylylviologene.

¢
PV >—R3—N/ \ / \N—CH3
Rg\ ABO\—— —/ A©

XR\G_ — e/Rz\)rb
PV,
N\ / N\ /

Figure n°4.10 : Deux types différents d’especes ou le viologene se trouve dans la
chaine polymere d’un polyélectrolyte

Ces polyélectrolytes seront nommés polyviologeénes : ceux dont le groupe viologeéne est
une partie du groupe de répétition (PV; de la figure 4.10) de la chaine polymeéres et ceux
ou le groupement viologene est greffé sur une chaine polymere (PV, de la figure 4.10).
Le polyviologéne PV, a été synthétisé pour assembler et connecter la nitrate réductase™.

Mais nous avons voulu connaitre I’influence de la structure du polyélectrolyte redox
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utilisé sur les propriétés de films autosssemblés de polyviologéne et d’un polyanion.
Pour cela, le polyviologéne PV, a été aussi synthétisé. Nous avons caractérisé les
polymeres obtenus, et en particulier par ¢électrochimie dans un assemblage

¢lectrostatique avec un polyanion.

4.3.1.1 Synthése et caractérisation

4.3.1.1.1 Polyviologéne greffe : PV,

Ce polymere a été synthétisé via quatre étapes, décrites par le schéma 4.1.

— — " Ner/\/ar
N\ / \ /N + o N — \ / \ /

Schéma n°4.1 : Schéma réactionnel du greffage du groupement viologene sur la
chaine polymere d’une polyvinylpyridine (PVP)
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La derniére étape est le greffage du groupe alkylviologéne sur la chaine polymére d’un
polyvinylpyridine (PVP) par quaternisation de I’azote des groupes pyridines (voir la
partie expérimentale pour les détails du mode opératoire).

Selon les résultats obtenus dans un travail préalable™ ou il a été noté que les procédures
de synthése influencent le degré de substitution en viologéne, il est difficile d’établir
une relation entre le degré de substitution et le comportement €lectrochimique de ces
polyviologenes. Le taux de substitution du PVP par les groupements alkylviologenes a
été déterminé par RMN 'H, dont le spectre est représenté sur la figure 4.11, selon le

, . 2
mode de calcul décrit dans ces travaux®.

,—/—/_\
32
L
1
10‘40 9.0 8.0 7.0 ‘ 6.‘0 ‘ 54‘0 4.0 3.0 2.‘0 ‘ ljﬂ
(ppm)
Figure n®4.11 : Spectre de résonance magnétique nucléaire du proton de PV,

dans le dimethylsulfoxyde deutéré

D’apres la figure 4.11, le pic d’intensité relative 2, a 6,6 ppm, correspond au nombre de
protons des pyridines non substituées. Le massif de pics de 10 protons, centré sur 9
ppm, correspond au nombre de protons du groupement viologéne. Soit x, le nombre
d’unités pyridines non substituées et (n-x) le nombre de pyridines substituées par les
groupements viologenes. De plus, A; et A, sont les aires des pics correspondantes aux

pyridines non substituées et aux pyridines substituées respectivement. On a 2x=kA; et
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10(n-x)=kA,, avec k, une constante de proportionnalité. On peut donc déterminer le
taux de substitution :
Xt

nosAy @)

2

Cette relation (2) nous a permis de calculer un taux de substitution en groupes
viologenes du polyviologéne synthétis¢ de 30%.
Le PV, a été assemblé avec du polystyréne sulfonate (PSS’) sur une électrode d’or
modifiée par une monocouche de MPS .La construction de cet assemblage a été suivie

par voltampérométrie cyclique. La figure 4.12 présente les voltampérogrammes obtenus

pour différentes couches de (PV,/PSS").
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Figure n°4.12 : Voltampérogrammes cycliques (0,1 V.s') enregistrés dans du
tampon phosphate 0,1 M de pH=6,5, pour différents nombres de
bicouches, n, de (PV/PSS), assemblées sur une électrode
Au/MPS

Les voltampérogrammes de la figure 4.12 sont caractéristiques de la réduction

monoélectronique réversible du groupement viologéne (V) en radical cation (V*"):
Ve 5VT

On remarque que le courant de pic augmente avec le nombre de couches. Ceci indique

qu’il y a conduction redox entres les sites redox des différentes couches malgré la

présence du polystyréne sulfonate qui augmente la distance entre les groupements redox
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d’une couche a I’autre. On note toutefois un ralentissement du processus de transfert
¢lectronique qui se traduit par une 1égére augmentation de la différence des potentiels de
pic anodique et cathodique, AEp, avec le nombre de couches.

Pour chacune de ces couches, nous avons fait varier la vitesse de balayage de fagon a
étudier la cinétique du systéme redox. Le tracé du courant de pic cathodique en fonction
de la vitesse de balayage donne une droite. Ceci nous indique que 1’assemblage réalisé a

un comportement en couche mince. Il est donc possible d’appliquer la relation

suivante :
. n*F*4?
p ZWrRV (3)

Ou ip est le courant faradique (cathodique ou anodique), n, le nombre d’électrons
échangés lors du processus ¢lectrochimique, A, la surface de 1’¢lectrode, Ik, la
concentration surfacique en groupements redox actifs et v, la vitesse de balayage.

La relation (3) nous permet de calculer la concentration surfacique de sites redox

viologenes actifs, I'y2+, dans le film pour chaque couche.
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Fioure n°4.13 : Evolution de la concentration surfacique, [+, en groupes

viologenes, en fonction du nombre de couches, n, d’un
assemblage (PV /PSS ),, déterminée par la relation (3)

On note, d’aprés la figure 4.13 qui correspond a 1’évolution de I'yo:+ en fonction du

nombre de bicouches (PV/PSS’), n, une augmentation linéaire de la concentration en

sites viologenes ¢lectriquement reliés avec le nombre de couches adsorbées. A chaque
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adsorption de PV, une quantité de 7,55.10™"" mol.cm™ de viologéne est immobilisé. Or,
nous avons obtenu un taux de substitution de 30% par les mesures de RMN 'H, on a
donc l“p\/1=2,52.10'10 mol.cm™ (=I'v2+/30%), qui représente le nombre de moles par
unité¢ de surface de tous les groupements pyridines dans la chaine polymeére, qu’ils

contiennent le groupe viologéne ou non.

4.3.1.1.2 Polyviologéne linéaire : PV,

Le mode opératoire (détaillé dans la partie expérimentale) suit celui décrit par Factor et

al®s.

Hy Ho / \ / \
Br——C C—©Br + N N

—ECHJZ . / \ / \ N—r—

C——N
©
Br Br
Schéma n°4.2 : Schéma réactionnel de la synthese du polyviologene linéaire PV2

Le schéma 4.2 nous montre la voie de synthése dun polyviologene linéaire, ou le
groupe de répétition contient le groupe redox viologene. On peut remarquer qu’il s’agit
d’une simple polycondensation.

Aprés purification, ce polymére a été caractérisé par RMN 'H, dont le spectre est
présenté en figure 4.14.

L’analyse de ce spectre montre que les protons en position o et B de la partie
bipyridinium du groupe de répétition du polymere correspondent aux pics a 9,14 ppm
(doublet d’intensité relative 2) et a 7,6 ppm (doublet d’intensité relative 2 également)
respectivement. Les protons de la partie p-xyléne correspondent aux singulets a 8,5 ppm
pour les 4 protons du cycle benzénique, et a 5,95 ppm pour les 4 protons restants. Les
autres signaux correspondent a différents bouts de chaines venant de la multiplicité de

longueurs de chaine.
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Figuren°4.14 : Spectre RMN "H du polyviologéne PV dans ['eau deutérée

Puis, pour connaitre les propriétés électrochimiques de ce polyélectrolyte, il a été
autoassemblé avec du polystyréne sulfonate, comme pour PV,, dont la construction a
ét¢ suivie par ¢électrochimie, sur wune ¢électrode modifiée par du 3-
mercaptopropanesulfonate (MPS) (de la méme manicre que cela a été développé dans le

chapitre précédent) comme le présente la figure 4.15.

1.2 n=2,5

1o

0.8 ©on=E1s

0.6
1 n=0,5

E (V)

Figure n®4.15 : Voltampérogrammes — cycliqgues (0,1 V.s') obtenus — sur
Au/MPS/(PV/PSS ), pour différents nombres de bicouches, n,
(0,5, 1,5 et 2,5) enregistrés dans du tampon phosphate 0,1 M,
pH=7,4 désoxygéné
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Sur la figure 4.15, on note, pour la premiére couche (courbe n=0,5), la présence d’un pic
de réduction a -0,52V, qui correspond a la réduction du groupe viologene en radical
cation, V'". Le voltampérogramme obtenu pour une monocouche de PV, est
caractéristique d’une espece adsorbée a la surface de 1’¢lectrode. De la méme maniére
que pour PV, I’étude en fonction de la vitesse de balayage révele un comportement en
couche mince de ce type d’assemblage.

La différence de potentiel n’augmente pas avec le nombre de couches, montrant que le
PSS, dans ce cas, ne ralentit pas la communication électronique entre les sites redox
d’une couche de PV, a l’autre. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’en proportion, le
nombre de groupes viologenes présents dans la chaine polymeére est plus important dans
le cas de PV, que dans le cas de PV;. Le phénomene d’interpénétration des couches
peut lui aussi jouer un role ici comme cela a été plusieurs fois démontré dans des études
d’assemblages de deux polyélectrolytes, en réduisant la distance entre deux couches de
PV, et en favorisant donc la communication électronique entre les sites redox.

En intégrant la surface du pic de réduction, on obtient la quantité¢ d’électricité, Qreq,
nécessaire a la réduction du viologéne en radical cation. Or cette quantité est
directement reliée a la quantité de groupes redox actifs, I'yas, accessibles au transfert

d’¢lectrons pendant le temps d’enregistrement d’une courbe.
r,-< @)

Ou n est le nombre d’¢lectrons échangés lors de la réaction ¢électrochimique (1 dans ce
cas), A, la surface de 1’¢lectrode et F, le faraday (96500 coulombs).

La figure 4.16 nous montre 1’évolution de I'y,+ en fonction du nombre de couches de
PV,. On peut remarquer que la variation de la quantit¢ de groupements viologénes
¢lectroactifs est linéaire avec le nombre de couches de I’assemblage étudié, traduisant la
reproductibilité¢ des étapes d’adsorption de 1’assemblage. Une quantit¢é moyenne de
viologénes électroactifs incorporés par couche de polyélectrolyte redox a pu étre

déterminée et est égale 4 5,65.10"" mol.cm™.
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Figure n°4.16 : Evolution de la concentration surfacique, [y, en groupes

viologenes, en fonction du nombre de couches d’un assemblage
(PV>/PSS), (M), et d’un assemblage (PV/PSS ), (£), pour n=0,5,
[,5et2)5

En comparant les deux polyviologénes PV, et PV,, on voit que 1’on a une plus grande
quantit¢ de groupes viologenes ¢lectroactifs dans le film avec PV, qu’avec PV,. Ceci
signifie qu’un plus grand nombre de sites redox est accessible dans le cas de PV;. Ce
résultat est surprenant car on pouvait s’attendre a I’inverse, étant donné que le nombre
de groupes viologenes est nettement plus grand dans le cas de PV,.

Comme le PV, a déja fait I’objet d’une étude lors d’assemblage avec la nitrate
réductase®, nous avons choisi de continuer de travailler avec ce polyviologéne, pour
des assemblages avec des nanoparticules d’or.

De plus, il est difficile de controler la longueur de chaine de PV, mais il aurait été
intéressant de voir ’influence de ce type de polyviologéne dans des assemblages avec

des nanoparticules d’or.

4.3.1.2 Caracterisation d’assemblages de polyviologéne
et de nanoparticules d’or

La caractérisation d’assemblages de polyviologéne (PV)) et de nanoparticules d’or de 5

et 10 nm (nommées NP5 et NP, respectivement) a été effectuée par spectroscopie UV-
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Visible et par ¢électrochimie pour obtenir des informations sur la structure et sur les

propriétés de tels films.

4.3.1.2.1 Etude spectroscopique

Les parois d’une cuve de quartz sont modifiées de fagon a obtenir une monocouche de
charges négatives, comme dans le cas des assemblages avec le chitosane, qui ont été
décrits dans les chapitres 2 et 3 de ce mémoire. Puis, aprés chaque mise en contact
alternée avec les solutions de PV, et de NP5 ou NPy, un spectre d’absorption de la cuve
en présence de tampon phosphate (TP) 0,1M, pH=7,5 est enregistré. L’ensemble des

spectres réalisés sont présentés sur la figure 4.17.
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Figure n°4.17 : Spectres d’absorption d’assemblages, a partir de la mise en

contact des parois (négativement chargées) d’une cuve de 0,1 cm
de trajet optique avec une solution de PV, a 1 mg.ml” dans le
tampon phosphate 0,1 M a pH=7,5 durant 15 minutes (en noir) et
les solutions colloidales de NP (en gris) durant 15 minutes,
(PVi/NPs), (A) et (PVi/NPy), (B) pour différents nombres de
bicouches, n, enregistrés dans le tampon phosphate 0,1 M, a
pH=75

La figure 4.17 présente les spectres d’absorption, a chaque couche, des assemblages
réalisés entre le polyviologéne PV, et les nanoparticules de 5 et 10 nm. On observe
I’augmentation de 1’absorbance avec le nombre de couches, traduisant la croissance des
assemblages. On remarque que la longueur d’onde maximale caractéristique des NP
est déplacée de 516 nm (courbe b de la figure 4.9) a 527 nm entre la suspension

colloidale des NP et I’assemblages de (PV/NPj¢),, respectivement. Ce déplacement
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s’explique par un changement de I’environnement diélectrique des nanoparticules®'. Ce
méme raisonnement est applicable dans le cas des NPs, ou la bande de résonance
plasmonique de surface de ces NP passe de 524 a 544 nm.

Puis en relevant 1’absorbance a la longueur d’onde d’absorption caractéristique de

chaque type de NP en fonction du nombre de bicouches, le graphe de la figure 4.18 a été

construit.
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Figure n°4.18 : Evolution de [’absorbance pour les assemblages (PV/NPs), a

544 nm (@) et (PV/NPy), a 527 nm (@) respectivement. Pour n
demi-entier (symbole fermé), la derniére couche est constituée de
PV, et pour n entier (symbole ouvert), la derniere couche de
["assemblage est composée de NP.

On note une augmentation linéaire de I’absorbance avec le nombre de couches, ce qui
traduit la reproductibilité des étapes d’adsorption des espeéces utilisées pour ces
assemblages.

A partir des valeurs d’absorbances mesurées et de la relation (1), il est possible de
calculer la concentration surfacique en NP, I'np (ou les coefficients d’extinction molaire
des &s44 €t €577 sont respectivement de 5,33.10"14 mL.particules'l.cm'1 et 1,63.10"13
mL.particules’.cm™) pour les bandes d’absorption caractéristiques des NPs et NPy
respectivement. Nous avons calculé une quantit¢ moyenne de NPs et de NP, adsorbées
par couche : 1,3 10" et 1,6 10" particules.cm™ respectivement. Connaissant ’aire de
projection d’une nanoparticule, on peut calculer la quantit¢ de NP contenues dans une

monocouche dense, 5,09.10'* particules.cm™ et 1,27.10'2 particules.cm™ pour les NPs et
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NPy respectivement. Dans les assemblages réalisés, chaque couche de NP correspond
donc a un recouvrement surfacique de 2,5% et de 12,6% respectivement. Ce
recouvrement est plus faible que dans le cas ou les NP sont assemblées avec du PDDA",
cette différence peut étre attribuée a la différence de la densité de charge de ces
polyélectrolytes. Comme la densit¢ de charge du PV, est plus faible que celle du
PDDA", la quantité de NP;( adsorbées est plus faible aussi.

Un avantage de la présence d’un groupement redox greffé sur la chaine polymere du
polyélectrolyte est que I’on peut suivre la construction de [’assemblage par
¢lectrochimie, comme cela a été observé avec le PSS™. Un autre avantage de ce groupe

redox est qu’il peut conférer des propriétés €électrochimiques intéressantes.

4.3.1.2.2 Etude électrochimique

Ces mémes assemblages ont été construits sur une surface d’¢électrode d’or modifiée par
une monocouche de 3-mercaptopropanesulfonate, MPS, dont la structure et les
propriétés ont été décrites dans le chapitre précédent. Nous avons pu suivre la
construction de ces assemblages par électrochimie du fait du groupe viologene

¢lectroactif, présent dans la chaine polymeére du polyélectrolyte autoassemblé.

I (HA)

07 -06 05 -0.4 -0.3 0.2 -0.1 0.0
EV)

Figure n°4.19 : Voltampérogrammes cycliques (0,1 V.s') obtenus avec des
électrodes d’or modifiées, de type Au/MPS/(PV/NPy), avec
différents nombres de bicouches, n, dans le tampon phosphate 0, 1
M a pH=75
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La figure 4.19 montre les courbes de VC obtenues pour différentes couches déposées a
la surface de I’électrode d’or, a la méme vitesse de balayage (0,1 V.s™).

L’¢tude en fonction de la vitesse de balayage a montré que ces assemblages ont un
comportement de film en couche mince jusqu’a 0,2 V.s™', avec un potentiel standard
apparent E°’=E,=-0,46 V, pour chacune des couches adsorbées. Cette étude a
¢galement permis de déterminer la quantité de sites redox actifs, selon la relation (3),

pour chaque couche, dont I’évolution est présentée sur la figure 4.20.

2
[z. (nmol.cm™)

0.0 T T T T T

Nombre de bicouches : n

Figure n°4.20 : Variation de la quantité de sites redox actifs, I'y,+, en fonction du
nombre de bicouches, n, pour des assemblages (PV/NPs), (#) et
(PV /NP ), (@) réalisés sur une électrode d’or modifiée par une
monocouche de MPS. Pour n demi-entier (symbole fermé), la
derniere couche est constituée de PV et pour n entier (symbole
ouvert), la derniére couche de I’assemblage est composée de NP.

De la méme maniére que par spectroscopie UV-Visible pour les NP, on observe une
croissance linéaire de la quantit¢ de viologene ¢électroactif immobilisé a chaque étape
d’adsorption. On peut donc dire que la croissance de ce type de film est linéaire dans les
conditions d’adsorption utilisées.

Cette augmentation linéaire a déja été observée pour un assemblage de polyallylamine
ferrocéne et de glucose oxydase'. La figure 4.20 montre aussi que plus la taille de NP
est petite, plus le recouvrement surfacique des groupes viologénes électroactifs est
important.

D’aprés la figure 4.18, nous avions déterminé une quantité quasiment équivalente de

NPs et de NPyy. Cela signifie que le transfert électronique entre sites redox devient plus
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difficile quand la distance entre deux couches de PV, augmente avec la taille des NP.
Ce comportement suggere que le transfert é€lectronique dans le film multicouche
(PV//NP), s’effectue principalement par saut d’électrons entre les sites redox et que le
transfert électronique entre les sites redox et les NP ou interparticulaire est moins
efficace. Ce résultat est en désaccord avec d’autres résultats’ qui démontrent une
conductivité électronique ou les NP jouent un rdle dans le processus de transfert
d’¢électrons entre les sites redox viologénes d’une couche a 'autre. Ce phénoméne

pourrait étre dii au faible taux d’adsorption de nanoparticules dans ces films.

Etant donné que la communication €lectronique n’est apparemment pas favorisée par la
présence de groupements viologeénes, avec le type de polyélectrolyte utilisé (PV), nous
avons testé un autre polyélectrolyte redox. Et pour des raisons de commodité, nous
avons choisi un polyélectrolyte modifié par un groupement ferrocéne, qui permet de
travailler dans le domaine de potentiels positifs, ce qui évite de devoir désoxygéner la
solution, comme cela a été fait pour les polyviologénes. L’étude spectroscopique de ce
« polyferrocene » montre des résultats similaires a ceux obtenus avec PV, pour des
assemblages avec des NP;y. Cependant, les mesures électrochimiques ont révélé que le
transfert électronique n’était pas efficace dans ce type d’assemblage. Nous avons
attribué ces résultats a ’hydrophobie non négligeable du groupement ferrocéne, qui ne
favorise pas les interactions entre ces groupements redox et avec les nanoparticules.
Pour remédier a ce probléme, nous avons décidé de synthétiser des polyélectrolytes

comportant un groupement plus hydrophile, comme des complexes a base d’osmium.

4.3.2 Polyélectrolyte comportant un groupe a base d'un

complexe d’osmium

Il a été décidé de greffer le groupe redox sur un polyallymamine (PAH) et sur un
polyvinylpyridine (PVP) pour étudier I’influence de la nature du polymere de départ sur
les propriétés finales des assemblages des polyélectrolytes modifiés correspondants, vis-
a-vis du transfert électronique.

Le groupement redox choisi est un complexe bipyridinique d’osmium dont
I’hydrophilie est plus importante que celle du ferrocéne. De plus, le potentiel standard

du couple Os(I1)/Os(III) est tres proche de celui du ferrocene, ce qui a permis a ces
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4.3.2.1 Syntheése et caractérisation

Nous avons commencé par synthétiser les complexes d’osmium qui

ultérieurement greffés

Schéma n°4.3 :

4.3.2.1.1 Complexes d’osmium

30,31
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=

©

un  processus

sur les chaines polymere du PVP ou du PAH.

o

seront

Complexes d’osmium synthétisés pour la modification de
polyélectrolytes (voir partie expérimentale pour les détails de la

synthese)

Le schéma 4.3 présente les

différents

d’hexachloroosmate de départ (complexe a).
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Les différents complexes d’osmium b, ¢ et d ont été caractérisés par RMN 'H et aussi
par spectrométrie de masse (voir partie expérimentale).

La figure 4.21 représente les spectres d’absorption UV-Visible des complexes b, ¢ et d

en solution dans 1’acétonitrile.
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Figure n°4.21 : Spectres d’absorption UV-Visible des différents complexes en

solution dans [’acétonitrile, avec un cuve de 1 cm de trajet
optique ([b]=7,9.10° M, [c]=7,2.10" M et [d]=6,9.10° M)

Les bandes vers 475-500 et 420-460 nm des spectres d’absorption de la figure 4.21
correspondent a des transitions électroniques métal — ligand Os(dr) — bpy(n*), tandis
que les bandes vers 360-380 tranduisent un transition m — =w* des ligands
bipyridines(bpy)*.

Des droites d’étalonnage de solutions de ces complexes dans 1’eau et dans I’acétonitrile
ont été réalisées, selon la loi de Lambert-Beer. Le tableau 4.2 regroupe les résultats
obtenus des calculs des différents coefficients d’extinction molaire aux longueurs

d’onde caractéristiques correspondantes.
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Tableau n°4.2 : Coefficients d’extinction molaire des complexes b, c et d, obtenus
par étalonnage de solutions de ces complexes dans [’eau
etl’acétonitrile. Remarque : le complexe b n’est pas soluble dans
l’eau et le complexe ¢ ne possede que 2 bandes distinctes en
milieu aqueux

Absorption UV-Visible

Produit H20 CH3CN H20 CH3CN H20 CH3CN

€ € € € € €
(o | €598 | oy | £ | oy | €m0 | oy [gmor | o [ mor f ot mor
.cm™) .cm™) .cm’) .cm) .cm™) .cm’)
Comg'exe 549 | 10800 459 | 9300 379 | 10200
Comg'exe 475 | 11300 | 493 | 12000 426 | 10300 | 374 | 11450 | 362 | 12400
Comg'exe 495 | 12800 | 507 | 13300 | 415 | 10650 | 426 | 12100 | 357 | 10000 | 357 | 10600

Ces complexes ont aussi été analysés par électrochimie en solution, dont les résultats

sont regroupés dans le tableau 4.3.

Tableau n°4.3 : Caracteéristiques électrochimiques (potentiel de demi-vague Ey)
des complexes d’osmium b, c et d, obtenues par VC sur une
électrode d’or nu

Electrochimie (par Electrochimie (par rapport a
Produit rapport & Ag/Ag”) Ag/AgCI/KCI 3 M)
E+, (V) dans TBAP | E., (V) dans Tampon phosphate
0,1 M dans CH;CN 0,1 M pH=7,5
Complexe b -0,308 Insoluble en milieu aqueux
Complexe c 0,074 0,263
Complexe d 0,094 0,265

Les valeurs que nous avons obtenues sont en accord avec celles données dans la
littérature™”.

On peut noter que la nature du ligand de ’osmium a une influence sur le processus
électrochimique du systéme Os(I1)/Os(I1I), comme ’ont montré Kober et al*°.

Les ligands des différents complexes sont plus ou moins ¢électrodonneurs : un chlorure
est plus électrodonneur qu’un groupement pyridine-acétal qui I’est un peu plus qu’un
groupement pyridine-aldéhyde. Plus le ligand est électrodonneur, plus le centre

métallique d’osmium sera facile a oxyder, donc, plus le E,, est faible. C’est ce que I’on

remarque dans 1’acétonitrile. Dans 1’eau, cette différence est nettement moins marquée
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car les ligands des complexes c et d sont similaires. De plus, le complexe b est insoluble
en milieu aqueux, donc on peut penser que les complexes ¢ et d auront tendance a faire
des paires d’ions avec les contre-ions du milieu plus facilement en milieu aqueux qu’en
milieu organique. Ceci va diminuer les différences d’environnement électronique du
centre métallique dans les deux complexes c et d.

Nous avons ensuite greffé¢ les complexes d’osmium c¢ et d sur une chaine de
polyvinylpyridine pour obtenir le polyvinylpyridine osmium (OsPVP) et de

polyallylamine pour obtenir le polyallylamine osmium (OsPAH) respectivement.

4.3.2.1.2 Polyvinylpyridine osmium

La voie de synthése du polyvinylpyridine osmium suit la méthode décrite par Heller® et
est représentée par le schéma 4.4.
La synthése du polyvinylpyridine osmium (OsPVP) (détaillée dans la partie

expérimentale) se fait en une étape et est suivie d’une purification classique et d’une

dialyse.
X =4
| i |
N A
\05{ + 7 + ’ NH;
\ N/ ‘ \N / | %‘
Cl NN
Z AN N
) l
‘ / \ ‘ OsPVP
Schéma n°4.4 : Voie de synthese utilisée pour le polyvinylpyridine osmium
(OsPVP)
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Le polyélectrolyte résultant a été caractérisé par spectroscopie UV-Visible. Son spectre
d’absorption en solution est superposé a celui du complexe d’osmium ¢ dans la figure
4.22.

On remarque que ces deux produits ont les mémes bandes d’absorption caractéristiques.
En supposant que les caractéristiques spectroscopiques de I’OsPVP sont les mémes que
celles du complexe ¢ (voir tableau 4.2), le taux de substitution du PVP par le complexe
d’osmium a été estimé a 2,9%. Avec ce taux de substitution et en estimant que I’on n’a
pas perdu de molécules de PVP lors de la dialyse, nous avons estimé la concentration de

la solution d’OsPVP a environ 2 mg.mL"™".

0.9+
0.8 4
0.7 4
Q 1
S 06
[\ 4 i
Qo F
o 054
5 1
Q e
<< 04|
0.3+
0.2+
0.14—— OsPVP
i - Os Complexe ¢
0.0 T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800
Longueur d'onde (nm)
Figure n°4.22 : Spectres d’absorption UV-Visible d’une solution de complexe c

([c]=7,2.10° M) et d’une solution d’OsPVP (solution de dialyse
diluée 10 fois dans [’acétonitrile), enregistrés avec une cuve de
quartz de 1 cm de trajet optique dans [’acétonitrile

La construction d’un assemblage de ce PE redox avec du PSS a été suivie par
¢lectrochimie pour connaitre son comportement en phase adsorbée. Ceci a permis
d’obtenir les voltampérogrammes présentés en figure 4.23, pour différentes électrodes
Auw/MPS/(OsPVP/PSS"),, avec n=0,5, 1,5 et 2,5.

Les voltampérogrammes de la figure 4.23 sont caractéristiques de 1’oxydation
monoélectronique réversible du centre métallique Os(II) en Os(III) :

Os(Il) 5 Os(III) + e
Ces voltampérogrammes montrent aussi une croissance du film par I’augmentation des

courants faradiques anodique et cathodique (correspondant respectivement a
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I’oxydation et a la réduction du couple redox Os(I)/Os(Ill)), résultant de la
communication ¢€lectronique entre les sites redox d’osmium entre les différentes
couches. Une couche de PSS séparant deux couches de PE redox ralentit cette
communication électronique puisque le AEp augmente avec le nombre de couches, alors
que le potentiel demi-vague E,, ne varie pas et est égal a 0,32 V. Cette valeur est proche
de celle du complexe c en solution aqueuse. Ceci confirme que leurs comportements

sont trés semblables.

0.8

n=2,5
06 B
Sn=15"
0.4 :
T n=05
g
0.4
0.1 ' 0!2 ' O!3 ' O!4 ' 0.5
E (V)
Figure n°4.23 : Courbes de VC (0,05 Vs') délectrodes d’or modifiées

Au/MPS/(OsPVP/PSS ),, avec n=0,5, 1,5 et 2,5, enregistrées dans
le tampon phosphate 0,1 M et a pH=7,5

Il faut noter que le voltampérogramme correspondant & une monocouche d’OsPVP
(courbe n=0,5 de la figure 4.23) nous indique que ce systéme n’est pas réversible car le
rapport de I’aire du pic anodique sur 1’aire du pic cathodique est supérieur a 1.

Ce manque de réversibilité nous a conduit a réaliser le greffage d’un autre polymere par

un complexe d’osmium en espérant obtenir un systéme redox plus réversible.

4.3.2.1.3 Polyallylamine osmium

32
3032 Le mode

La voie de synthése utilisée suit la méthode décrite dans la littérature
opératoire des différentes étapes de synthése, montrées par le schéma 4.5, est précisé

dans la partie expérimentale de ce mémoire.
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Le polyélectrolyte que I’on a obtenu n’a pas pu étre isolé par lyophilisation ou méme
par précipitation. Nous avons donc utilisé la solution de dialyse dont la concentration a
été estimée 4 0,78 mg.mL™', d’aprés les masses et volumes utilisés lors de la synthése et

en supposant que 1’on ne perd pas de molécules de polyallylamine lors de la dialyse.

W

NH2
_ _® ? cP® _® o
\ C Cl
|
‘ N 7 Z ‘ \ Z =
N N
N NS
‘ \N/,\N/ ‘ \/ \ F
Cl
L @ — — OsPAH —

Schéma n°4.5 : Schéma réactionnel du greffage d’un complexe d’osmium sur la
chaine polymere d’un polyallylamine, permettant la synthese du

polyallymamine osmium, OsPAH

Ce polymére a été analysé par spectroscopie UV-Visible, dont le spectre est représenté
par la figure 4.24.

On remarque cependant que le spectre de I’OsPAH est particulierement similaire a celui
du complexe c, sans doute a cause d’environnements électroniques similaires autour de
I’osmium. On note que les différents coefficients d’extinction molaire sont du méme
ordre de grandeur pour les trois complexes, aux différentes longueurs d’onde
caractéristiques. Il a donc été supposé que les coefficients d’extinction molaire de
I’osmium dans I’OsPAH sont les mémes que pour le complexe c. Grace a cette

hypothése, nous avons pu déterminer le taux de substitution du PAH par les

groupements d’osmium a 5%.

152



Chapitre 4 : Assemblages de polyélectrolytes, de nanoparticules d’or et d’enzymes sur

une surface d’or

Absorbance

Fioure n°4.24 :

1.0
0.8
0.6
04417
0.2

] ——OsPAH

- Os Complexe ¢

0.0 T T T T T T T T T

300 400 500 600 700 800

Longueur d'onde (nm)

Spectres d’absorption UV-Visible d’une solution de complexe c
([c]=7,2.10" M) et d’une solution d’OsPAH (solution de dialyse
diluée 10 fois dans [’acétonitrile), enregistrés avec une cuve de
quartz de 1 cm de trajet optique dans [’acétonitrile

Le polyallylamineosmium a été assemblé avec du polystyreéne sulfonate, sur une surface

d’¢lectrode d’or activée et modifiée par une monocouche de MPS, dans les mémes

conditions  qu’au

chapitre =~ 3. Les  voltampérogrammes  d’électrodes

Au/MPS/(OsPAH/PSS"), sont montrés par la figure 4.25, pour n=0,5, 1,5 et 2,5.

(Y

Fioure n°4.25 :
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Courbes de VC (0,05 V.s™) pour des électrodes Au/MPS modifiées
par différentes bicouches de (OsPAH/PSS ),, pour n=0,5, 1,5 et
2,5, enregistrées dans le tampon phosphate 0,1 M a pH=7,5
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On remarque que le potentiel de demi-vague, Ey, ne varie pas avec le nombre de
couches et est égal a 0,28 V. Ceci indique que I’environnement des sites d’osmium ne
change pas lors de I’adsorption d’une monocouche ou de plusieurs couches. Les
courants faradiques anodique et cathodique augmentent avec le nombre de bicouches,
prouvant la construction de 1’assemblage et la communication électronique entre les
différents sites redox des différentes couches. De plus, ce potentiel est proche de celui
mesuré pour le complexe c en solution aqueuse. Donc, comme pour ’OsPVP, le
complexe d’osmium dans ’OsPAH a un environnement électronique proche de celui du
complexe c¢. Ceci confirme les observations qui ont été faites, par spectroscopie UV-
Visible, pour le calcul du taux de substitution de I’osmium dans ce polymere.

I1 faut aussi noter que le voltampérogramme obtenu pour une monocouche d’OsPAH
(courbe n=0,5 de la figure 4.25) est caractéristique d’une espéce redox adsorbée a la
surface de 1’¢lectrode, car AEp=0. Le transfert électronique est rapide et réversible car
les aires des pics anodique et cathodique sont équivalentes.

Cependant, cette communication devient de plus en plus difficile lorsque des couches de
PSS™ viennent séparer celles d’OsPAH. Ces couches de PSS augmentent la distance
entre les couches de PE redox, ce qui ralentit le transfert électronique entre les sites
redox des différentes couches. Ceci se traduit par une augmentation de la différence de
potentiel AEp entre les pics anodique et cathodique. Ce phénomeéne a aussi été observé

avec les autres PE synthétisés.

Si on compare les observations réalisées avec I’OsPAH et I’OsPVP, on remarque que
ces deux polymeéres ont un comportement spectroscopique équivalent. Cependant, leur
comportement ¢€lectrochimique en phase adsorbée avec du polystyréne sulfonate est
différent. Le polyallylamine permet que le processus électrochimique, mettant en jeu le
complexe d’osmium, soit rapide et réversible. Pour cette raison, il a été décidé

d’assembler ’OsPAH avec les NP, malgré la synthése plus compliquée de ’OsPAH.

Avant de réaliser des assemblages entre I’OsPAH et les NPy, il a été nécessaire de
déterminer le milieu adéquat pour I’adsorption de ce PE redox.

La densité de charge de ’OsPAH provient de la proportion de groupes allylamines
protonés en fonction du pH d’utilisation. Le pH de la solution d’adsorption va donc

indirectement influencer 1’adsorption de ce PE redox a la surface d’une électrode.
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Plusieurs tests ont été réalisés. Il a été remarqué que des solutions d’OsPAH en tampon
acétate et en tampon MES (acide 2-4(morpholino)ethanesulfonique) a pH=4 ne
permettent pas d’obtenir des monocouches suffisamment stables ni reproductibles pour
qu’elles puissent étre utilisées pour immobiliser des nanoparticules d’or. L’ajout de
tampon phosphate a une solution d’OsPAH forme un précipité, donc, ce tampon n’a pas
pu non plus étre utilis¢ comme milieu d’adsorption de I’OsPAH.

Le méme essai a été réalisé avec une solution d’OsPAH 4 0,75 mg.mL™" dans un tampon
TRIS 0,025M de pH=7,5. Nous avons remarqué que ’intensité du courant faradique,
mesurée a partir des courbes de VC obtenues dans une solution électrolytique de
tampon TRIS 0,025 M de pH=7,5, augmente avec le temps de contact entre 1’¢lectrode
et la solution d’OsPAH dans le TRIS. La figure 4.26 présente I’évolution de ipa en
fonction du temps d’adsorption de ’OsPAH sur la surface Au/MPS.

On note que I’intensité du pic augmente régulieérement jusqu’a atteindre une valeur
maximale. A partir de ces résultats, un temps de 15 minutes d’adsorption a été choisi
pour réaliser des autoassemblages de ce PE redox, ce qui concorde avec les résultats

obtenus avec ce méme PE’.

0.14
n
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Figure n°4.26 : « Cinétique d’adsorption » de I’OsPAH sur Au/MPS en tampon

TRIS 0,025 M, pH=7,5. Courant de pic anodique, ipa, mesuré sur
des courbes de VC réalisées a une vitesse de balayage de 0,05
V.s' dans TRIS 0,025 M & pH=7,5. Evolution de ipa en fonction
du temps de contact entre la solution d’OsPAH dans du TRIS
0,025 M a pH=7,5 et une méme électrode Au/MPS.
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Une électrode Au/MPS/OsPAH a été réalisée a partir d’une solution d’OsPAH dans
I’eau. Le voltampérogramme obtenu dans du TRIS 0,025 M a pH=7,5, présenté¢ dans la
figure 4.25 (courbe n=0,5), est caractéristique d une espece adsorbée a I’¢électrode.

En comparant la courbe de VC obtenue dans ce cas (courbe a) a celle obtenue pour une
méme ¢lectrode modifiée Au/MPS/OsPAH mais a partir d’une solution d’OsPAH avec
du TRIS (courbe b), on remarque, d’apres la figure 4.27, que les AEp et E;/; sont les
mémes pour ces deux électrodes. Ceci signifie que 1’immobilisation par interactions
¢lectrostatiques d’un polymeére greffé par un complexe d’osmium présente un systéme
redox réversible. De plus, le courant faradique anodique est élevé dans le cas ou
I’adsorption de ’OsPAH a été réalisée a partir d’une solution dans le TRIS. Dans ces

conditions, on adsorbe une plus grande quantité de PE.

| b : adsorption dans TRIS 25 mM pH=7,5

1 a :adsorption dans H,O.__/___.—.._

g
-0.20 T T T T T T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
E(V)
Figure n®4.27 : Courbes de VC (0,05 V.s') d'une électrode Au/MPS/OsPAH

réalisée a partir d’une solution d’OsPAH dans [’eau pure (a) ou
d’une solution dans le tampon TRIS 0,025M pH=7,5 (b) mais de
méme concentration en OsPAH (0,75 mg.mL™), enregistrées dans
le tampon TRIS 0,025 M pH=7,5

22 concernant des études montrant

Ces observations sont en accord avec la littérature
que la force ionique influence I’adsorption de PE. A force ionique plus élevée, I’effet
d’écran des charges est plus important, il y a donc moins de répulsion électrostatique
entre les charges de la chaine polymeére. De ce fait, les chaines macromoléculaires vont
former plus de boucles lors de leur adsorption, ce qui permet d’incorporer une plus

grande quantité de PE. Ce résultat prouve que 1’électrochimie est un autre moyen de
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démontrer I’influence de la force ionique du milieu d’adsorption sur la quantité de PE
adsorbé, quand ce méme PE contient un groupement redox dans la chaine polymere.

A partir de tous ces résultats, il a été décidé de travailler avec une solution d’OsPAH
dans du tampon TRIS 0,025 M a pH=7,5, avec un temps d’adsorption de 15 minutes.
Nous avons donc construit des autoassemblages d’OsPAH a partir d’une solution dans
le TRIS, et des nanoparticules d’or de 10 nm de diametre (NP;p). Ces assemblages ont
été caractérisés par spectroscopie UV-Visible, par microgravimétrie et par électrochimie

pour obtenir des informations sur la structure et les propriétés des films obtenus.

4.3.2.2 Assemblage de polyallymamine osmium et de

nanoparticules d’or

4.3.2.2.1 Etude spectroscopique

Par spectroscopie UV-Visible, nous avons pu évaluer la cinétique d’adsorption des
nanoparticules d’or de 10 nm de diametre sur une surface Quartz/OsPAH. Nous avons
mesuré 1’absorbance dans du tampon TRIS, en fonction du temps de contact de la
surface de quartz modifiée avec la solution colloidale des NPy, a la longueur d’onde
d’absorption caractéristique des nanoparticules (527 nm). La figure 4.28 présente

I’évolution de I’absorbance a cette longueur d’onde en fonction du temps de contact.
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Figure n®4.28 : Cinétique d’adsorption : variation de [’absorbance mesurée a

527 nm d’une cuve Quartz/OsPAH, dans le tampon TRIS 0,025 M
a pH=7,5, en fonction de temps de contact des parois modifiées
de cette cuve avec la solution colloidale de NP,y
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On peut noter que 1’adsorption est relativement rapide durant les 20 premiéres minutes
puis ralentit et se stabilise car 1’absorbance mesurée devient constante. Cette
observation a aussi été faite dans le cas du PDDA" présenté précédemment. A partir de
la figure 4.28, un temps de 90 minutes a été choisi pour I’adsorption des NP lors de la
construction de plusieurs bicouches de (OsPAH/NP;() pour obtenir un recouvrement
surfacique maximal.

La construction des assemblages (OsPAH/NP ), a été suivie par spectroscopie UV-
Visible, dont les spectres obtenus pour des nombres de bicouches n allant de 0,5 a 3,

sont représentés sur la figure 4.29.
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Figure n°4.29 : Spectres d’absorption d’un assemblage (OsPAH/NP;y), avec

n=0,5 a 3, avec 90 minutes d’adsorption pour les nanoparticules
(trait gris) et 15 minutes d’adsorption pour I’OsPAH (trait noir) a
partir d’une solution a 0,75 mg.mL" dans du tampon TRIS
0,025M pH=7,5 ; Assemblage réalisé sur les parois d 'une cuve de
quartz de 1 mm de trajet optique,; Balayage réalisé dans le
tampon  TRIS 0,025M  pH=7,5; Séchage du film
Quartz/(OsPAH/NPy); déposé sur les 2 parois de la cuve grdce a
un flux d’Argon pendant 5 minutes puis réhydratation a t=0 (a) et
au bout d’une nuit (b)

Dés la premicre couche de NPy, le spectre obtenu présente une bande d’absorption
centrée sur 527 nm, correspondant a la bande d’absorption de résonance plasmonique de
surface des NPjo, au sein d’un autoassemblage®'. Ce léger déplacement en longueur

d’onde de cette bande entre la solution colloidale et un autoassemblage provient d’un
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changement de 1’environnement diélectrique des NP,,2!. Au fur et & mesure de
I’assemblage, on voit apparaitre un épaulement a 586 nm. Lorsque I’on seéche le film, on
obtient une bande d’absorption centrée sur 600 nm. Cette bande a été attribuée a
1’agrégation des NP>, comme avec le PDDA”. Cependant, 1’agrégation des NPy est
moins importante dans un assemblage avec I’OsPAH qu’avec le PDDA".

La figure 4.30 montre 1’évolution de I’absorbance mesurée a 527 nm en fonction du

nombre de bicouches, n allant de 0,5 a 3.
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Fioure n°4.30 : Evolution de [’absorbance mesurée a 527 nm (LJ échelle de

gauche) et de la concentration surfacique I'pjg, calculée a partir
de la relation (1) (O, échelle de droite) pour [’assemblage
(OsPAH/NP;y), en fonction du nombre de bicouches, n, allant de
0,5 a 3, d’apres le spectres de la figure 4.29. Pour n demi-entier
(symbole fermé), [’assemblage se termine par une couche
d’OsPAH et par une couche de NPy pour n entier (symbole
ouvert).

On remarque que ’absorbance augmente linéairement avec n, ce qui traduit la
reproductibilité des étapes d’adsorption de deux espéces autoassemblées et une quantité
constante de NPj( incorporées a chaque couche. La pente de la droite obtenue nous
permet de calculer une quantité moyenne de I'xp1=2,08.10"" particules.cm™ par couche,
calculée selon la relation (1). Cette valeur correspond a un recouvrement surfacique de
16,35%, légeérement plus élevé que celui obtenu avec le PV, indiquant une légere
préférence des NPy pour s’adsorber avec I’OsPAH mais moindre qu’avec le PDDA".

Ces résultats peuvent s’expliquer par I’influence de la densité de charge des PE utilisés.
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4.3.2.2.2 Etude microgravimétrique par QCM-D

Nous avons suivi in situ la croissance de I’assemblage entre I’OsPAH (solution a 0,75
mg.mL" dans le tampon TRIS 0,025 M a pH=7,5) et les NP, (solution colloidale) par
microbalance a quartz avec suivi de la dissipation (QCM-D). Plus particuli¢rement,
nous avons mesuré 1’évolution de AFy/x et de ADy (pour x=3, 5 et 7) en fonction du

temps lors des différentes étapes de 1’assemblage.
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Figure n°4.31 : Evolutions de AF,/x (en noir) et ADy (en gris) (pour x=3, 5 et 7)

en fonction du temps lors de l’assemblage (OsPAH/NPy); (A) et
de (OsPAH/NPy)s (B) ; Adsorption de I’'OsPAH a partir d’une
solution a 0,75 mg.mL'I dans du TRIS 0,025M pH=7,5 et des
NPy a partir de la solution colloidale commerciale, sur un quartz

recouvert d’une surface d’or modifiée par une monocouche de
.
MPS, sous un flux de 50 uL.min
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La figure 4.31 présente les variations AF,/x et ADx pour 1’assemblage d’une bicouche
(A) et de six bicouches (B) de (OsPAH/NP,g), réalisé sur un quartz recouvert d’or
modifié par une monocouche rigide de MPS.

On remarque, d’apres la figure 4.31A, que 1’adsorption du PE redox est relativement
rapide puisque les fréquences et les dissipations d’énergie atteignent un palier au bout
de 10 minutes. De plus AF,/x ne varie pas avec x. Les sauts des dissipations ADy, entre
avant et apres adsorption, sur le palier de tampon TRIS, sont faibles. Ces observations
indiquent que la couche d’OsPAH est rigide.

Quant a I’adsorption des NP, elle est beaucoup plus lente et conduit a une variation
des fréquences plus importante. Ce processus d’adsorption pour une bicouche est le
méme pour 1’adsorption de six bicouches (figure 4.31B), traduisant la reproductibilité
des étapes de I’autoassemblage.

En relevant les sauts de fréquence et de dissipation d’énergie sur les paliers de tampon
TRIS, nous avons pu construire les graphes de la figure 4.32, qui montrent les

évolutions de AF,/x et de AD, en fonction du nombre de bicouches.
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Figure n®4.32 : Evolutions de AF./x (4) et de AD, (B) en fonction du nombre de

bicouches, n, d’'un assemblage (OsPAH/NP;y),, réalisé sur une
surface Au/MPS. Pour n demi-entier, |’assemblage se termine par
une couche d’OsPAH et pour n entier, par une couche de NP.
Les valeurs des sauts de fréquence et de dissipation d’énergie
sont relevées sur les paliers de tampon TRIS.

Les graphiques A et B de la figure 4.32 confirment les observations que nous avons pu

faire par rapport aux mesures en temps réel. Le graphe A nous indique que la croissance
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du film est linéaire. De plus, les sauts de fréquence sont identiques pour les différentes
harmoniques. Ceci indique que le film construit est rigide. Ce résultat est confirmé par
les valeurs de dissipations qui restent peu élevées, d’environ 11.10, au bout de 6
bicouches. Ces valeurs ont été utilisées pour modéliser ce film et obtenir la masse
surfacique adsorbée a chaque couche. Nous avons utilis¢ le modéle de Sauerbrey et le
modele viscoélastique (grace au logiciel QTools) pour effectuer ces calculs. L’évolution
de la masse surfacique en fonction de la couche adsorbée, est représentée sur la figure
4.33.

Comme on peut le constater, le modéle de Sauerbrey (courbe a de la figure 4.33) est en
parfait accord avec le modéle viscoélastique (courbe b de la figure 4.33), plus
complexe. Sachant que la relation de Sauerbrey n’est applicable que dans le cas d’un
film rigide, ce résultat confirme que I’assemblage d’OsPAH et de NPy, conduit a un

matériau rigide, a croissance linéaire.
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Figure n°4.33 : Evolution de la masse surfacique, I, en fonction du nombre de

couches bicouches, n, d’'un assemblage (OsPAH/NP ), réalisé
sur une surface Au/MPS, obtenue par modélisation des valeurs
mesurées de AF,/n et de AD,, présentées en figure 4.32, par le
modele de Sauerbrey (M) et par le modele viscoélastique (A)
(logiciel QTools). Pour n demi-entier, |’assemblage se termine
par une couche d’OsPAH et pour n entier, par une couche de
NPy.
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La contribution principale a I’augmentation de masse surfacique provient de 1’étape
d’adsorption des NPy.

La pente de la droite de variation de masse surfacique en fonction du nombre de
bicouches, n, est de 1945 ng.cm’z. Nous avions aussi noté une croissance linéaire lors de
I’é¢tude de cet assemblage par spectroscopie UV-Visible, dont la quantité moyenne de
NPy incorporée dans une bicouche (OsPAH/NPjy) avait ¢été déterminée a
I'np10=2,08. 10" particules.cm'z.

Nous avons calculé, précédemment, la masse d’une nanoparticule d’or de 10 nm :
2,76.10'18 g. La masse d’une couche de NP;y dans cet assemblage est donc de 574
ng.cm” en moyenne. Ce type d’assemblage, dans les conditions d’adsorption utilisées,
est donc constitué de 70% ((1-574/1945)x100) d’eau et d’anions. De plus, cette quantité
d’eau et d’anions est rigidement associée aux couches constitutives de 1’assemblage.
Etant donné que I’assemblage d’OsPAH et de NPy constitue un film rigide de
croissance linéaire, on peut penser que ce film posséde une certaine stratification, a la
différence de films viscoélastiques de chitosane et d’enzyme, vus aux chapitres 2 et 3 de

ce mémoire.

4.3.2.2.3 Etude électrochimique

Différentes mesures ¢électrochimiques ont été réalisées sur ces autoassemblages en vue
d’obtenir des informations sur les propriétés de tels films. Nous avons suivi la
construction de I’assemblage couche par couche par voltampérométrie cyclique, dans du
tampon TRIS 0,025 M a pH=7,5. Nous avons également évalué la réponse de différents

assemblages vis-a-vis du catéchol et la perméabilité des films obtenus.

4.3.2.2.3.1 Suivi de la construction de I’autoassemblage
La présence d’un groupement redox rend possible le suivi par VC de I’autoassemblage
entre ’OsPAH, a partir d’une solution a 0,75 mg.mL'1 dans une solution de TRIS 0,025

M a pH=7,5, et les NP}, a partir de la solution colloidale commerciale.
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Figure n°4.34 : Courbes de 146 (0,1 Vs.”) d’une électrode

Au/MPS/(OsPAH/NP ), en fonction de n (0,5 a 4,5), enregistrées
dans une solution électrolytique de TRIS 0,025 M a pH=7,5. Si n
est demi-entier (A), les courbes correspondent a une électrode
dont la derniére couche est une couche d’OsPAH et si n est entier
(B), la derniere couche est constituée de NP .

La figure 4.34 présente 1’évolution des voltampérogrammes obtenus en fonction du
nombre de couches d’une électrode Au/MPS/(OsPAH/NP), et on peut remarquer que
le courant faradique et le courant capacitif augmentent avec le nombre de couches,
indiquant la croissance de 1’assemblage.

A partir des courbes obtenues, il est possible de déterminer la quantité d’électricité
nécessaire a I’oxydation de I’Os(II) en Os(IIl), par intégration de la surface du pic
anodique. Cette quantité d’électricité est directement reliée a la quantité de sites redox
¢lectriquement connectés, ['os, selon la relation (3). De plus, pour chaque électrode
modifi¢e (pour n=0,5 a 3), nous avons fait varier la vitesse de balayage. On obtient une
variation linéaire du courant anodique en fonction de la vitesse de balayage, jusqu’a 20
V.s", ce qui signifie que les films construits ont un comportement en couche mince. La
droite obtenue permet d’appliquer la relation (3) et de déterminer aussi ['os. Ces études
nous permettent de construire le graphe de la figure 4.35, qui décrit I’évolution de T,
calculé a partir des deux méthodes, en fonction du nombre de bicouches, n, d’un

assemblage (OsPAH/NP)y.
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Figure n®4.35 : Evolution de la concentration surfacique en sites redox actifs,

T'os, pour une électrode modifiée de type Au/MPS/(OsPAH/NP )y,
calculée selon les relations (1) (B) et (3) (), en fonction du
nombre de bicouches, n. Pour n demi-entier (symbole fermé), la
derniere couche est une couche d’OsPAH et pour n entier
(symbole ouvert), une couche de NP, termine [’assemblage.

La figure 4.35 nous montre que ces deux méthodes de calculs sont valables puisque les
résultats sont en accord. On remarque que lorsque la derniére couche correspond a une
couche d’OsPAH, I'os est plus grande que quand la derniére couche est constituée de
NPjo. Schlenoff et al** ont montré qu’il n’y a pas de désorption de PE lors de
I’immersion du substrat modifi¢ dans une solution contenant 1’espéce de charge
opposée. Cette diminution est sans doute due a un empéchement de 1’oxydation des
sites d’osmium. Il faut rappeler que, lors de 1’oxydation de 1’Os(II) en Os(III), un exces
de charges positives se crée. Pour garder 1’¢lectroneutralité du film, des anions diffusent
de la solution dans le film pour compenser 1’exces de charge. Lorsque I’assemblage est
terminé par une couche de NPy, il comporte une surface négativement chargée. Donc,
des répulsions ¢électrostatiques entre ces anions et les NPy, se créent et ralentissent la
diffusion des anions compensant 1’excés de charge produit lors de la réaction
d’oxydation de 1’osmium. L’¢lectroneutralité dans le film est donc plus difficilement
conservée. De ce fait, certains sites d’osmium ne pourront pas étre oxydés pour éviter
que ’exceés de charge ne puisse étre compensé. Comme, par électrochimie, on ne
détecte que les sites redox électriquement connectés, la quantité de sites redox détectée

est donc plus faible.
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On remarque que la variation de la concentration surfacique avec le nombre de
bicouches est linéaire et on peut déterminer une quantit¢ moyenne d’osmium
électroactif incorporé a chaque couche, I'0e=9,46.10""" mol.cm™.

En comparant un assemblage (PV/NPj), et un assemblage (OsPAH/NPj),, on
remarque que l’augmentation de la quantité de sites redox actifs est 25% plus
importante avec les sites osmium qu’avec les sites viologéne (I'y2:=7,55.10""" mol.cm™
%). Ce résultat peut étre attribué a une meilleure communication électronique entre les
sites d’osmium qu’entre les groupes viologeénes dans les assemblages respectifs. On sait
que le taux de substitution en complexe d’osmium dans le PAH est plus faible (5%) que
celui du groupe viologene (30%). De plus, la quantit¢ de NP;o incorporées dans ces
assemblages est quasiment la méme, donc, on peut s’attendre a ce que la distance entre
deux couches de PE redox, séparées par une couche de NP, soit quasi identique dans
ces deux types d’assemblages, Nous avons vu que les sites viologénes communiquaient
trés peu via les NP. On peut donc penser que dans le cas d’un assemblage
(OsPAH/NP),, les NPy participent a la communication électronique entre les sites

redox d’osmium des différentes couches.
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Figure n°4.36 : Evolution du potentiel de demi-vague, Ey, (A) et de la différence

de potentiel, AEp, (B), mesurés sur des courbes de VC (0,1 V.s™)
avec des électrodes  modifices  Au/MPS/(OsPAH/NP),
(présentées en figure 4.34), en fonction de n. Si n est demi-entier,
la derniere couche est une couche d’OsPAH et si n est entier, la
derniere couche est constituée de NP;,.
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De plus, on peut noter, d’apres la figure 4.36, que le potentiel de demi-vague, Ey, et la
différence de potentiel, AEp, varient en fonction de la nature de la derni¢re couche de
I’assemblage étudié et aussi du nombre de couches autoassemblées, n. Si n est demi-
entier, la derniére couche est une couche d’OsPAH et si n est entier, la derniére couche
est constituée de NPq.

La différence observée entre E,, pour n=0,5 et n=1 (figure 4.36A) a été attribuée, par
Calvo et al’, au phénoméne de potentiel de membrane, selon le principe d’exclusion de
Donnan. Puis, ce phénomene s’atténue avec 1’augmentation du nombre de bicouches, n.
Ceci peut s’expliquer par une interpénétration des couches d’OsPAH et de NP de plus
en plus importante avec la croissance du film, résultat qui a été observé dans plusieurs

. 35,36
travaux décrivant des assemblages de deux PE’™>

. L’interpénétration des couches de
NPy étant plus importante pour n plus grand, cela favorise la communication
¢électronique entre les sites redox d’osmium, ce qui est vérifié par la diminution de la
différence de AEp entre n demi-entier et n entier (figure 4.36B).

De plus, le AEp mesuré pour différentes bicouches (OsPAH/NP)) est plus faible que
pour différentes bicouches (OsPAH/PSS’). Une couche de PSS’, malgré son épaisseur
plus faible que celle d’une couche de NP, ralentit la communication électronique entre

les sites redox d’osmium. Cette observation confirme que les nanoparticules jouent un

role dans la communication électronique entre les sites d’osmium.

Nous avons également mesuré, a partir de voltampérogrammes comme ceux présentés
sur la figure 4.34 a différentes vitesses de balayage, les courants capacitifs des
¢lectrodes modifiées, de type Au/MPS/(OsPAH/NPjg),. La figure 4.37A présente la
variation du courant capacitif, mesuré pour n=1, en fonction de la vitesse de balayage.
Les mémes mesures ont été réalisées pour différents nombres de bicouches, n, allant de

0,5a3.
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Fioure n°4.37 : Evolution du courant capacitif, 1.,,, mesuré sur des courbes de

VC d’une électrode Au/MPS/(OsPAH/NPy);, en fonction de la
vitesse de balayage de potentiel, v, () et évolution de la capacité
de double, Cy., calculée selon la relation (5), en fonction du
nombre de bicouches, n, d’une électrode modifiée de type
Au/MPS/(OsPAH/NP ), (B). Si n est demi-entier, la derniere
couche est une couche d’OsPAH et si n est entier, la derniére
couche est constituee de NPy.

D’aprés la figure 4.37A, le courant capacitif, I.,p, varie linéairement avec la vitesse de
balayage, v. Cela nous permet d’appliquer la relation (5), pour calculer la capacité de
double couche a partir de la pente des droites obtenues pour différents nombres de
bicouches, n.

]cap = Cchv (5)

Ou A est la surface réelle de 1’¢lectrode.

La figure 4.37B présente I’augmentation de la capacité de double couche en fonction de
I’¢lectrode étudiée. On remarque que la contribution a I’augmentation de la capacité de
double couche est plus importante avec 1’ajout de NPjo. Murray et al’’ ont attribué
I’augmentation du courant capacitif, lors de 1’ajout de nanoparticules d’or, a un courant
de charge de la double couche des nanoparticules métalliques présentes a la surface de
I’¢lectrode. Dans notre cas, le courant capacitif (ou la capacité de double couche)
augmente avec le nombre de couches. Cela signifie que les NPjy, de différentes
couches, communiquent entre elles et que les sites redox participent a cette
communication.

On peut aussi noter que la capacit¢ de double couche obtenue pour une électrode
modifiée par deux bicouches (OsPAH/NP;) est quasiment égale a celle obtenue sur une

¢lectrode d’or nu. Ceci nous amene a penser que le comportement €lectrochimique de
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cette électrode modifiée peut étre proche de celui de 1’électrode d’or nu, vis-a-vis du
transfert €électronique du processus ¢€lectrochimique d’une espece redox en solution par

exemple.

43.2.2.3.2 Comportement des films (OsPAH/NP),

autoassemblés sur électrode d’or vis-a-vis du catéchol

Nous avons vu, dans le chapitre 3 de ce mémoire, qu’'une monocouche de MPS,
autoassemblée a la surface d’une électrode d’or, bloque le transfert €lectronique du
processus ¢électrochimique du systéme catéchol/orthoquinone. Nous avons décrit, dans
le paragraphe précédent, une communication électronique entre les sites redox
d’osmium et les nanoparticules d’or. Des mesures par voltampérométrie cyclique ont
été réalisées sur des électrodes modifiées de type Au/MPS/(OsPAH/NP),, avec
différentes valeurs de n (de 0,5 a 3) pour connaitre le comportement de tels films vis-a-
vis du catéchol en solution. La figure 4.38 présente les voltampérogrammes obtenus,
lors de ces mesures, pour des ¢électrodes Au, AuwMPS, Au/MPS/OsPAH,
Auw/MPS/(OsPAH/NP ), et Au/MPS/(OsPAH/NP),.

1.5 e
1.0 4

0.5

<§_ 0.0 _A;;;_«;r:ff/:,/ o eeasissszesszossITIIIIIIITIINEINIICE
054
0NN | AUMPS
| Ny RE : AU/MPS/OsPAH
454 ---=d : AUMPS/(OsPAH/NP10),
’ - e : AUMPS/(OsPAH/NP10),
T T T T T T T T T T T T
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
E(V)
. -1 . , r,r
Figure n°4.38 : Courbes de VC (0,1 V.s') enregistrées, auxquelles ont été

soustraites le courant capacitif mesuré dans le tampon TRIS
0,025 M a pH= 7,5, sur des électrodes Au (a), Au/MPS (b),
Au/MPS/OsPAH  (c),  Au/MPS/(OsPAH/NP;y)); (d) et
Au/MPS/(OsPAH/NP ), (e) dans le tampon TRIS 0,025 M a
pH=7,5 en présence de 10™ M de catéchol
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D’aprés la courbe ¢ de la figure 4.38, lors de I’ajout d’une couche d’OsPAH, on
retrouve un courant d’oxydation du catéchol. La différence de potentiel AEp mesurée
pour cette ¢électrode modifiée indique que le transfert électronique est plus lent que sur
¢lectrode d’or nu. Cependant, le potentiel de demi-vague, Ey,, reste le méme. Le
systéme redox catéchol/orthoquinone n’est pas encore réversible du fait de la grande
valeur de AEp mais aussi du fait que le rapport du courant anodique, ipa, sur le courant
cathodique, ipc, est supérieur a 1. Ce résultat peut s’expliquer par le fait que les sites
d’osmium exerce une activité catalytique vis-a-vis de 1I’oxydation du catéchol.

L’ajout d’une couche de NPjj (courbe d de la figure 4.38) améliore considérablement
I’étape de transfert <¢lectronique du processus ¢€lectrochimique du systéme
catéchol/orthoquinone. On peut dire que les NPy jouent un réle de conducteur
¢lectronique entre la solution et la surface de I’¢électrode d’or. Le catéchol s’oxyde a la
surface des NPy, puis il y a communication électronique via les NP, jusqu’a la surface
de I’¢lectrode d’or. Le transfert €électronique est encore amélioré¢ avec deux bicouches
de NPy car le AEp est plus faible et ipa est plus élevé que pour une bicouche.
Drailleurs, on peut noter que la courbe de VC obtenue pour Au/MPS/(OsPAH/NP),
(courbe e de la figure 4.38) est quasiment identique a celle obtenue sur Au (courbe a de
la figure 4.38). Ceci permet de dire que ces deux types d’électrodes ont un
comportement quasi-identique, comme cela avait pu étre prévu par les mesures de

capacité de double couche.

4.3.2.2.3.3 Etudes de perméabilité
Ce type d’étude peut nous donner des informations sur la conduction électronique, si le
transfert électronique a lieu a I’interface film/solution ou s’il existe une étape de type
diffusionnel lors du processus électrochimique d’une espéce redox en solution. Nous
avons utilisé une électrode d’or tournante avec laquelle nous avons mesuré le courant
limite d’oxydation du ferrocéne méthanol (FcMeOH) (sonde redox dont le systéme est
monoélectronique a sphére externe, réversible et dont le transfert électronique n’est pas
perturbé par la présence de la couche de MPS) en fonction de la vitesse de rotation de
I’¢électrode tournante. La figure 4.39A montre les courbes obtenues pour une électrode

Au/MPS/(OsPAH/NP); pour différentes vitesses de rotation.
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Figure n°4.39 : Courbes intensité-potentiel (0,01 V.s~) tracées sur une électrode

tournante Au/MPS/(OsPAH/NP,y); pour différentes vitesses de
rotation, enregistrées dans du tampon TRIS 0,025 M a pH=7,5,
en présence de FeMeOH 4.10% M (A) et évolution du courant
limite de diffusion iy, du FcMeOH a 4.1 0% M dans le tampon

TRIS 0,025 M a pH=7,5, a 0,5 V, en fonction de la racine carrée

. . % r
de la vitesse de rotation, ®”, pour une électrode

Au/MPS/(OsPAH/NP ) (B)

Le courant limite d’oxydation, ijiy,, est mesuré sur le palier, a 0,5 V, d’aprés la figure
4.39A, pour différentes vitesses de rotation de 1’¢lectrode, . La figure 4.39B présente
I’évolution de i, mesuré en fonction de la racine carrée de la vitesse de rotation, o”.

Le tracé de la courbe de Levich, ijm=f(e”*), donne une droite. Cela signifie que le critére
de Levich est respecté, c’est-a-dire que le processus électrochimique mis en jeu est
uniquement limité par le transport de matiére, la diffusion de ’espéce redox depuis la

solution jusqu’a I’interface film/solution ou que le film est trés perméable.

Nous avons montré qu’un autoassemblage électrostatique de polyélectrolyte redox et de
nanoparticules d’or peut constituer une matrice conductrice électronique, en fonction du
polyélectrolyte utilisé et des conditions d’adsorption du PE et des nanoparticules. Ces
films conducteurs électroniques peuvent étre utilisés comme transducteurs, en

particulier pour des applications de biodétection.

171



Chapitre 4 : Assemblages de polyélectrolytes, de nanoparticules d’or et d’enzymes sur
une surface d’or

4.4 Application a la transduction d'un processus
électroenzymatique : Assemblage de polydiallyldiméthylammonium,

de nanoparticules d’or et de polyphénol oxydase

Nous avons vu dans le premier paragraphe de ce chapitre qu’un film (PDDA"/NPo)s
constitue une matrice conductrice ¢électronique. On utilisera donc cet assemblage
comme sous-couche conductrice d’un film enzymatique a base de
polydiallyldimethylammonium et de polyphénol oxydase (PPO). Ces assemblages ont
été caractérisés, du point de vue structural par spectroscopie UV-Visible et par
microgravimétrie, et du point de vue des propriétés du biocapteur ainsi construit, par

¢lectrochimie.

4.4.1 Caractérisation structurale

4.4.1.1 Etude spectroscopique

Comme pour ’assemblage de PDDA" et de NPy, nous avons suivi la construction du
film enzymatique composé de PDDA" et de polyphénol oxydase, par spectroscopie UV-
Visible. Les valeurs de 1’absorbance a la longueur d’onde caractéristique de la PPO, a
278 nm, nous ont permis de calculer la concentration surfacique en PPO, I'ppo pour
chaque couche, a partir de la relation (1) et avec &;75=2,39 mL.mg'l.cm'1 et Mppo=128
kDa. La figure 4.40 représente 1’évolution de 1’absorbance a 278 nm et celle de I'ppo, en
fonction du nombre de couches.

On remarque que ['ppp varie linéairement avec le nombre de couches de PPO. Ceci nous
a permis de calculer une concentration surfacique moyenne par couche de PPO, de
3,49.10" mol.cm™. De plus, on peut noter que, lors de ’adsorption d’une couche de
PDDA", la concentration surfacique en PPO diminue, indiquant une désorption partielle
de molécules de PPO. Ce résultat avait déja été observé avec ’assemblage (CHI'/PPO)

décrit dans le chapitre 2 de ce mémoire.
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Figure n°4.40 : Evolution de [’absorbance mesurée a 278 nm (échelle de gauche)

et de la concentration surfacique en PPO (échelle de droite) en
fonction du nombre de bicouches, n, d’un film de (PDDA+/PPO),1
(réalisé par 1'adsorption de PDDA" a partir d’une solution a 2
mg.mL" et de PPO a partir d’une solution a 1 mg.ml”" dans le
tampon TRIS 0,01 M a pH=6,3) sur les parois d’une cuve de
quartz. Pour n entier (L), la couche externe est composée de
PPO et si n est demi-entier (M), la derniere couche correspond a
une couche de PDDA".

4.4.1.2 Etude microgravimétrique

Des assemblages de (PDDA'/PPO), ont été construits sur un quartz recouvert d’or,
modifié soit par une monocouche de MPS, soit par un assemblage MPS/(PDDA"/NP1)e
pour pouvoir suivre leur construction en temps réel par QCM-D. De la méme fagon que
pour toutes les mesures qui ont été faites par QCM-D, nous avons suivi I’évolution de
AFy/x et ADy en fonction du temps, pour x=3, 5 et 7. Nous avons ensuite relevé les sauts
de AF/x et de ADx pour chaque couche adsorbée avant et apreés adsorption de chaque
espece, sur les paliers de tampon. La figure 4.41 montre 1’évolution de AF,/x (graphe A)
et de ADy (graphe B) en fonction du nombre de bicouches, n, sachant que si n est demi-
entier, la derniére couche est une couche de PDDA" et que si n est entier, la couche

externe est constituée de PPO.
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Figure n°4.41 : Evolution de AF./x (A) et de AD, (B), mesurés sur les paliers de

tampon TRIS 0,01 M pH=6,3, en fonction du nombre de
bicouches, n, d'un film de (PDDA'/PPO), (réalisé par
’adsorption de PDDA™ a partir d’une solution a 2 mg.mL™ et de
PPO a partir d’une solution a 1 mg.ml” dans le tampon TRIS
0,01 M a pH=6,3) sur Au/MPS/(PDDA+/NP10)6 (construit dans
les mémes conditions qu’auparavant). Pour n demi-entier, la
couche externe est une couche de PDDA" et si n est entier, une
couche de PPO termine [’assemblage.

De méme que pour (PDDA'/NPig)s, AF,/x ne dépend pas de x pour les différentes
couches de (PDDA/PPO). De plus, les valeurs de dissipations restent peu élevées, de
’ordre de 8.10° environ pour 7 bicouches. Ceci nous informe de la rigidité de
I’assemblage (PDDA"/PPO);. Les mémes observations ont pu étre faites pour ce méme

assemblage mais construit directement sur Au/MPS.
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Les valeurs de la figure 4.41 ont ét¢é modélisées par le modele viscoélastique. Ainsi,
nous avons pu déterminer la masse surfacique des films (PDDA"/PPO), en fonction du

nombre de bicouches, n, dont I’évolution est représentée par la figure 4.42.
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Figure n°4.42 : Evolution de la masse surfacique d’un film (PDDA /PPO), en

fonction de n, assemblé sur Au/MPS/(PDDAVNPm 6 () ou sur
Au/MPS (), obtenue par modélisation des valeurs de AF,/x et de
AD, mesurées (figure 4.41). Pour n demi-entier (symbole fermé),
la couche externe est une couche de PDDA" et si n est entier
(symbole ouvert), une couche de PPO termine [’assemblage.

La contribution principale a 1’augmentation de la masse surfacique est due a
I’adsorption de PPO. Lors de I’ajout d’une couche de PDDA" (pour n>1), la masse
surfacique diminue, indiquant que des molécules de PPO se désorbent, phénomeéne que
nous avons observé lors de 1’étude spectroscopique. On peut aussi noter que la masse
surfacique varie linéairement avec le nombre de couches de PPO, dans les deux cas.
Cela nous a permis de calculer une masse surfacique moyenne par couche de PPO.

Si le film (PDDA'/PPO); est adsorbé directement sur Au/MPS, une quantité moyenne
par couche de PPO a été calculée I'ppo=840 ng.cm™. Connaissant la quantité de PPO
adsorbée par spectroscopie UV-Visible (529 ng.cm™), nous en avons déduit que le
pourcentage d’eau et d’ions, incorporés a chaque adsorption de PPO, est de 37% ((1-
579/840)x100). Or nous avions calculé que, dans un assemblage de (CHI'/PPO), ce
pourcentage d’eau était de 88%. Ce résultat montre bien que le CHI" est beaucoup plus

hydrophile que le PDDA" et explique qu’un assemblage (PDDA/PPO), est rigide alors
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qu’un assemblage (CHI'/PPO), est viscoélastique a cause de la grande quantité d’eau
présente.

Si I’assemblage (PDDA'/PPO); est adsorbé sur une sous-couche (PDDA'/NPj)s,
I'ppo=988 ng.cm™ par couche. La différence entre les deux cas n’est pas trés
significative mais peut venir du fait que la rugosité¢ de Au/MPS est plus faible que celle
de la sous-couche contenant les NPjg, ce qui induit 1’adsorption d’une quantité plus
faible de la premiére couche PDDA™ du film enzymatique et par conséquent de celles
des couches suivantes des deux espéces assemblées.

Ces résultats nous montrent que la quantit¢ de PPO adsorbée par couche est trés peu
différente si I’assemblage est adsorbée sur une sous-couche constituée de nanoparticules

ou directement sur une monocouche de MPS.

4.4.2 Sensibilité des bioélectrodes construites vis-a-vis du

catéchol

Quelques tests préliminaires ont été effectués dans I’objectif de connaitre 1’activité
enzymatique des bioélectrodes réalisées a partir d’autoassemblages de PDDA", de NPy
et de PPO. Pour cela, nous avons mesuré la réponse ampérométrique de ces
bioélectrodes vis-a-vis du catéchol en solution, pour déterminer la sensibilit¢ de la
bioélectrode. Les conditions de mesure de la sensibilité d’un biocapteur a base de PPO
ont été détaillées dans le chapitre 2 de ce mémoire.

Nous avons vu que six bicouches de (PDDA'/NP;) sont nécessaires pour obtenir un
transfert d’électrons rapide du processus électrochimique mis en jeu dans le systéme
catéchol/orthoquinone. L’oxydation du catéchol a lieu a la surface des NPy puis il y a
communication ¢électronique (facilitée par I’augmentation de la quantit¢é de NPyg
adsorbées) entre les NP jusqu’a la surface de I’¢lectrode.

Sur une surface d’électrode tournante, nous avons construit des électrodes
Au/MPS/(PDDA/PPO), et Au/MPS/(PDDA/NP,)s/(PDDA/PPO),, dont la sensibilité
a été mesuree.

Puis les courants mesurés ont été traités selon le modele développé au chapitre 2 et

adapté a ce systéme.
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La figure 4.43 présente 1’évolution de la sensibilité, S, mesurée pour un film
enzymatique constitué de 5 bicouches de (PDDA'/PPO), adsorbé sur Au/MPS et sur
Au/MPS/(PDDAVNP 10)6, €n fonction de la vitesse de rotation de 1’¢lectrode.
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Figure n°4.43 : Evolution de la sensibilite, S, mesurée pour un film enzymatique

constitué de (PDDA"/PPO)s, adsorbé sur Au/MPS et sur
Au/MPS/(PDDAVNPw)g, en fonction de la vitesse de rotation de
[’électrode, w. Les valeurs expérimentales correspondent aux
points alors que les valeurs théoriques déterminées, selon le
modele développé dans le chapitre 2 et adapté au systeme étudie,
correspondent aux courbes continues.

La premiére remarque que 1’on peut faire est que les points expérimentaux sont en bon
accord avec les valeurs théoriques, obtenues a partir de 1’ajustement paramétrique du
modele. Ce sont les résultats d’un test préliminaire mais il faut noter qu’ils sont
encourageants. En effet, la sous-couche conductrice électronique composée de NPy
améliore considérablement 1’étape de transduction du biocapteur puisque la sensibilité
mesurée est améliorée d’un facteur 40, comme le montre la figure 4.45. Pour déterminer
tous les paramétres cinétiques de tels films, les études cinétiques doivent étre

complétées pour comprendre le transfert électronique au sein de ces films.
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4.5 Conclusion chapitre

Il a ét¢ démontré par les études décrites dans ce chapitre que la nature du polyélectrolyte
redox utilis¢é a une influence sur le processus de transfert €électronique au sein des
assemblages. En effet, nous avons montré que la communication électronique a lieu
entre les nanoparticules d’or par I’intermédiaire de sites redox. Dans le cas du
viologene, le transfert électronique se fait uniquement par saut d’électrons entre les sites
redox car la longueur de la chaine du groupe viologene greffé, réduit la distance entre
deux couches de polyviologene, séparées par une couche de nanoparticules d’or.
Cependant, en remplacant le groupement viologéne par un complexe bipyridinique
d’osmium sur la chaine polymére du polyallylamine, nous avons remarqué que les
nanoparticules et les sites redox communiquent entre eux par saut d’¢électrons. Ces
études ont permis de démontrer que des autoassemblages avec des nanoparticules d’or
constituent une matrice conductrice ¢électronique.

Si le PE ne contient pas de sites redox actifs dans sa chaine polymére, la communication
¢lectronique entre les NPy devient plus difficile et il est nécessaire d’avoir un plus
grand nombre de bicouches (PE/NPyy) pour obtenir une matrice conductrice
¢lectronique.

Cette matrice a ensuite été utilisée comme sous-couche d’une bioélectrode enzymatique,
améliorant I’étape de transduction d’un tel biocapteur ampérométrique. Les résultats
obtenus sont trés prometteurs pour la réalisation de biocapteurs a usage unique, en

construisant ces assemblages sur un support isolant.
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Conclusion génerale

Ce travail de these est basé sur la modification de surfaces de carbone vitreux et
d’or par la technique d’autoassemblage électrostatique couche par couche et leur
caractérisation physico-chimique. Ces films sont constitués de polyelectrolytes redox ou
non, d’enzymes et de nanoparticules d’or.

L’¢électrochimie est un outil particulierement bien adapté a la caractérisation de
ces films. En effet, I'utilisation de plusieurs méthodes électrochimiques permet de
quantifier les processus de transfert d’électrons au sein de ces films. Elle permet aussi
d’étudier la cinétique ¢€lectroenzymatique d’une bioélectrode. De plus, si le film est
construit a partir d’un polyélectrolyte contenant un groupement redox, il est possible de
suivre la croissance des couches de I’autoassemblage.

La sous-couche d’ancrage de 1’assemblage électrostatique joue un rdle
prépondérant dans la structure et les propriétés finales du matériau. En effet, la nature et
la structure de la monocouche anionique peut influencer les propriétés de la surface
d’électrode. Nous avons vu, par exemple, qu’'une monocouche de 3-
mercaptopropanesulfonate (MPS) autoassemblée sur une surface d’¢lectrode d’or
bloque le transfert d’électrons vis-a-vis du processus ¢lectrochimique du systéme
catéchol/orthoquinone.

Nous avons montré que la modification d’une électrode de carbone vitreux par
une monocouche immunologique, négativement chargée, permet de construire un
autoassemblage électrostatique sans perturber les propriétés de la surface de 1’¢électrode
de carbone vitreux. Cette sous-couche a servi de plateforme pour les films constitués de
chitosane quaternis¢ et de polyphénol oxydase. Ces assemblages ont été caractérisés du
point de vue structural par spectroscopie UV-Visible et par QCM-D et par électrochimie
pour déterminer les propriétés électroenzymatiques des films obtenus. Ces études ont
montré que le chitosane, utilis¢é comme polycation dans 1’assemblage de la PPO, permet
d’obtenir un biocapteur au catéchol stable et d’une grande sensibilité. Ce résultat a été
interprété par le fait que le chitosane favorise I’accessibilité des sites actifs de I’enzyme.
De telles bioélectrodes ont ét¢ modélisées sur la base du processus €lectroenzymatique
PPO — catéchol. L’influence du transport de masse et du transfert €électronique sur la

réponse de la bioélectrode a été démontrée. Les résultats expérimentaux sont en
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excellent accord avec la théorie. Ceci nous a permis d’extraire les paramétres cinétiques,
comme la perméabilité et I’activité enzymatique du film.

Pour pouvoir mieux contrdler la surface de 1’électrode, nous avons ensuite
travaillé avec des surfaces d’¢électrodes d’or. Ce type d’¢lectrode a été modifié par une
monocouche autoassemblée de 3-mercaptopropanesulfonate. Cette plateforme négative
a fait ’objet d’une étude cinétique et structurale complete. En effet, la présence de thiol
a une influence sur les propriétés de la surface vis-a-vis du transfert électronique. Nous
avons remarqué que les molécules de MPS s’assemblent de facon non dense mais
recouvrent la quasi-totalité de la surface car nous avons obtenu un taux de recouvrement
proche de 100%. Cette valeur indique que peu de défauts sont présents a la surface et
que ces défauts ont une taille inférieure a la taille moléculaire des espéces redox dont
nous avons étudi¢ le processus électrochimique sur ce type de surface. Cette
monocouche de MPS est perméable aux cations mais agit comme une barriére cinétique
vis-a-vis du transfert d’électrons pour des sondes redox neutres et anioniques. Dans le
cas du catéchol, pour lequel le processus électrochimique implique 1’échange de deux
¢lectrons et de deux protons, le transfert électronique est complétement bloqué. Nous
avons montré que la perméation d’espéces neutres et anioniques n’est pas possible a
travers la monocouche de MPS et que le transfert €lectronique a lieu par effet tunnel.
Etant donné que I’électrochimie du catéchol est fortement ralentie, un assemblage direct
a base de PPO sur ce type de film ne peut constituer un biocapteur performant. Mais
comme le transfert électronique du ferrocéne méthanol est trés peu perturbé par la
présence de MPS, nous avons utilisé¢ cette sonde redox en solution comme médiateur
dans la réaction enzymatique de la glucose oxydase, assemblée avec le chitosane
quaternisé. La caractérisation de tels films a démontré un mode de croissance linéaire.
Nous avons également montré que 1’on peut obtenir un biocapteur d’une sensibilité treés
¢levée sur une €lectrode d’or modifiée par une monocouche de MPS.

Nous avons ensuite construit des assemblages a base de nanoparticules d’or (NP)
sur cette surface d’or ainsi modifiée. Ces NP ont été assemblées avec le
polydiallyldimethylammonium et nous avons noté que six bicouches étaient nécessaires
pour constituer une matrice conductrice électronique et pour améliorer le transfert
¢lectronique dans le cas du catéchol. Grace a cette propriété, nous avons construit un
biocapteur a base de PPO sur cette sous-couche de nanoparticules. Ceci nous a permis

d’obtenir une sensibilité particulierement améliorée.
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Puis, nous avons remarqué que I’utilisation de polyélectrolytes contenant une sonde
redox sur leur chalne polymeére, pouvait influencer le processus de transfert
¢lectronique. Nous avons montré que ’on peut obtenir des informations structurales
complémentaires grace a [I’utilisation de trois techniques indépendantes: la
spectroscopie UV-Visible, la QCM-D et I’¢lectrochimie. En particulier, il a été¢ noté que
ces films ont une croissance linéaire en fonction du nombre de couches. Il a aussi été
remarqué que, selon le motif redox, le transfert électronique au sein des films pouvait
impliquer les nanoparticules d’or. De plus, un nombre plus petit de bicouches de
PEredox/NP est nécessaire a la réalisation d’une matrice conductrice électronique,
malgré une densité de nanoparticules plus faible dans le cas ou un motif redox est
présent.

Nous avons également remarqué que tous les films que nous avons caractérisés
contiennent une grande proportion d’eau et d’anions intégrés lors de I’assemblage. Dans
le cas des films de chitosane et d’enzymes, les films obtenus sont viscoélastiques et
possedent un taux d’hydratation proche des films rigides contenant les nanoparticules.
Ce résultat surprenant pourrait étre mis a profit pour la réalisation de matériaux dont on
modulerait les propriétés de conduction et de perméabilité a fagon, pour 1’application
visée.

La combinaison de tous les résultats obtenus (ayant d’ailleurs fait 1’objet de
publications) dans ce travail original s’aveére prometteuse quant a la fabrication de
nouveaux transducteurs. Il sera possible de construire des assemblages contenant une
sous-couche conductrice ¢lectronique sur des supports isolants. Ceci permettrait, par

exemple, la réalisation de biocapteurs performants a usage unique.
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Partie experimentale :

P.1: Modes opératoires des syntheses de polyélectrolytes

redox

P.1.1: Polyviologene PV,

(schéma 4.1 page 133)

P.1.1.1 : Synthése du composé a,

7 g de 4,4’-bipyridine sont dissous dans 45 mL de dibromo-1,4-éthane. Le mélange est
mis sous agitation magnétique, pendant 4 heures, a la température de 86°C. On laisse
refroidir a température ambiante pendant 1 heure. Ce produit brut est filtré par de
1’éthanol bouillant pour dissoudre notre composé a,. On ajoute de I’éther au filtrat, ce

qui forme un précipité jaune, que I’on filtre et que 1’on lave a I’éther.

Caractérisation par spectrométrie RMN 'H (250 MHz) dans CD3OD :
8(ppm)=8,75 (4d, SH, pry) ) S(ppm)ZS,IS (t, 2H, HCHZN) ) 8(ppm)=4,1 ('[, 2H, HCHZBr)

Cette caractérisation nous a permis de déterminer un rendement de 31 % (car le produit

ay contient environ 7 molécules d’eau)

P.1.1.2 : Synthése du composé b,

6,5 g de a, sont dissous dans 10 mL (exces) de CHsl et 60 mL de DMF et chauffés
(T=76°C) sous agitation magnétique, pendant 70 heures. On laisse ensuite refroidir a
température ambiante. On filtre et lave par de I’éther le précipité rouge-orange. Le

composé by est obtenu avec un rendement de 73 %.
Caractérisation par RMN 'H (250 MHz) dans CDs0D :

8(ppm)=8,85 (2dd, 8H, pry) 5 8(ppm)=5,1 (t, 2H, HCHZN) 5 8(ppm)=4,5 (S, 3H, HCHg) 5
d(ppm)=3,85 (t, 2H, Hcuary)
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P.1.1.3 : Synthése du composé ¢,

Les ions I sont échangés par des ions BF,.
Le composé by est dissous dans de 1’eau puis passe sur une résine préalablement traitée
par HBF,4 pour réaliser cet échange d’ion. Le solvant est évaporé pour récupérer le

composé € avec un rendement de 60 %.

Caractérisation par RMN 'H(250 MHz) dans CD;OD :
6(pp1’1’1)=9,05 (2dd, 8H, pry) ) 8(ppm)=5,45 (t, 2H, HCHZN) ) 6(ppm4,45 (S, 3H, HCH}) 5
d(ppm)=3,85 (t, 2H, Hcmzer)

P.1.1.4 : Synthése de PV,

2,1576 g (10 équivalents) de ¢, sont mélangés a 50 mg de polyvinylpyridine. Ce
mélange est ensuite dissout dans 10 mL de DMF et mis a chauffer a 80°C pendant 64
heures.

Le polymere précipite en y ajoutant goutte-a-goutte de I’acétone. Le précipité obtenu est
filtré et lavé a ’acétone. Puis, il est redissous dans de I’eau pour étre dialysé, puis
lyophilisé.

La caractérisation de ce polymeére en solution dans le DMSO D6 par spectrométrie
RMN 'H (voir figure n°4.11 page 134) nous donne le pourcentage de substitution, qui
est de 30 %.

P.1.2 : Polyviologéne PV,
(schéma 4.2 page 137)

1 g de 4,4’-bipyridine et 1,7 g de dibromoxyléne sont dissous dans 75 mL d’acétonitrile.
Le mélange est agité pendant 18 heures a température ambiante.

Le précipité jaune orangé obtenu est ensuite filtré, puis redissous par du méthanol. Il est
ensuite reprécipité a 1’éther. Le précipité jaune floconneux est lavé par de I’éther et de
I’acétonitrile. Ce polymere est ensuite ultrafiltré sur une membrane de cellulose dont le
seuil de coupure est de 1000, puis lyophilisé. Un solide jaune hygroscopique et

photosensible est récupéré.
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Pour ne garder que les chaines polymeéres de masses importantes, la solution est
dialysée avec une membrane d’un seuil de coupure de 12000-14000, puis de nouveau
lyophilisé. Ceci a donné un solide verdatre.

La caractérisation par RMN 'H a été réalisée dans D,O et est présentée sur la figure

n°4.14 page 138.

P1.3: Complexes d’osmium

(schéma 4.3 page 146)

P.1.3.1 : Synthese du ligand pyridine-4-acétal

On mélange 0,9 mL de pyridine 4-aldéhyde (soit 10 mol) avec 0,73 mL d’éthyléne
glycol (soit 13.10” mol) dans 100 mL de toluéne contenant 200 mg d’acide p-toluéne
sulfonique. Ce mélange est porté a reflux a I’aide d’un montage Dean-Stark pendant 4
heures. Puis, le solvant est évaporé. Le produit brut obtenu est purifié par
chromatographie sur une colonne de gel de silice en utilisant un mélange chloroforme -

méthanol 100:4 comme ¢luant. Ce ligand a été obtenu avec un rendement de 47 %.

Caractérisation par RMN 'H(250 MHz) dans CDCl; :
d(ppm)=8,6 (d, 2H, Hpnpy) ; 0(ppm)=7,3 (d, 2H, Hanpy) 5 (ppm)=5,75 (s, 1H, Hcoo) ;
d(ppm)=4 (t, 4H, Henzo)

P.1.3.2 : Formation du complexe b

Un mélange de 1 g de K,OsClg et de 0,72 g de 2,2’-bipyridine (soit 2 équivalents) dans
50 mL d’éthyléne glycol est chauffé a reflux pendant 45 minutes sous azote. Aprés
avoir refroidi a température ambiante, les quelques cristaux de KCl qui se sont formés
sont éliminés par filtration. Un volume identique d’une solution aqueuse saturée de
dithionite de sodium est ajoutée au mélange réactionnel pour réduire 1’Os(III) en Os(II).
Un précipité pourpre se forme lors du refroidissement dans un bain de glace. Ce solide
est filtré et lavé a 1’eau pour €liminer les especes ioniques restantes puis a 1’éther. Cette

réaction a donné lieu a un rendement de 60%.
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Caractérisation par RMN 'H(250 MHz) dans DMSO deutéré :
8(ppm)=9,5 (m, 2H, Hypy) ; 8(ppm)=8,5 (m, 4H, Hypy) ; 8(ppm)=7,6 (m, 4H, Hypy) ;
6(ppm)=771 (ma 4H7 pr}’) 5 8(ppm):696 (ma 2Ha pry)

Caractérisation par spectroscopie UV-Visible : voir tableau 4.2 page 148.

Caractérisation par spectrométrie de masse (electrospray) :

M"=573,9 g.mol™ pour une masse calculée de 573,58 g.mol ™.

P.1.3.3 : Formation du complexe ¢

Dans 20 mL de mélange eau/éthanol 1:1, on mélange 150 mg de complexe d’osmium b
(soit 2,4.10™* mol) avec 600 mg de pyridine-4-acétal (soit 4.10~ mol, ou 16 équivalents).
Ce mélange est porté a reflux pendant 9 heures, sous azote. Cet échange de ligand est
suivi par spectroscopie UV-Visible. Au bout de 9 heures de réaction, on laisse refroidir
a température ambiante, et on filtre ensuite ’exces de ligand sur fritté. Le solvant est
évaporé a sec et le produit brut est ensuite purifié par chromatographie sur alumine
neutre, avec un mélange ¢luant acétonitrile/méthanol 2:1. Le complexe C est précipité a

I’éther, ce qui nous donne un produit pourpre avec un rendement de 93 %.

Caractérisation par RMN 'H(250 MHz) dans DMSO D6 :
8(ppm):956 (m9 1H9 pry) 5 8(ppm):739 (ma 19H3 pry*p)’) 5 8(ppm):594 (Sa lH: HCOZ) 5
d(ppm)=3.9 (t, 4H, Henzo)

Caractérisation par spectroscopie UV-Visible : voir tableau 4.2 page 148.

Caractérisation par spectrométrie de masse (electrospray) :

(M-CI')"=690 g.mol™ pour une masse calculée de 690,13 g.mol™.

P.1.3.4 : Formation du complexe d

Pour passer de la forme acétal a aldéhyde, on dissout 100 mg de complexe ¢ dans 17
mL d’une solution aqueuse de HCl 1M. Ce mélange est chauffé¢ a 55°C pendant une

heure. L avancement de la réaction est suivi par spectroscopie d’absorption UV-Visible.
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On laisse ensuite le mélange refroidir a température ambiante pour pouvoir neutraliser
I’exces d’acide par une solution aqueuse saturée de NaHCOs. Le produit est extrait au
chloroforme, puis concentré, précipité a I’éther. On obtient le complexe d sous forme

d’un précipité pourpre avec un rendement de 42 %.

Caractérisation par RMN 'H(250 MHz) dans le DMSO D6 :
d(ppm)=10 (s, 1H, Hcro) ; 8(ppm)=9,6 (d, 1H, Hypy) ; 0(ppm)=8 (m, 19H, Hypy-py)

Caractérisation par spectroscopie UV-Visible : voir tableau 4.2 page 148.

Caractérisation par spectrométrie de masse (electrospray) :

(M-CI')"'=646 g.mol™ pour une masse calculée de 646,13 g.mol™.

P.1.4 Synthése de OsPAH

(schéma 4.5 page 152)

Une quantité de 22,5 mg d’hydrochlorure de polyallylamine est dissoute dans 20 mL de
méthanol sec par addition de triéthylamine. Une solution méthanolique de complexe d
(30 mg de complexe dans 10 mL de méthanol sec) est ajoutée goutte-a-goutte a la
solution de polyméere pendant une heure et le mélange résultant est maintenu sous
agitation et sous azote, pendant une heure supplémentaire. On ajoute ensuite au mélange
réactionnel un exceés de NaBH, et on laisse agiter encore pendant 45 minutes. Puis on
évapore le méthanol. Le produit brut est ensuite dissous dans de 1’eau et mis a dialyser
pendant 2 jours, en utilisant une membrane dont le seuil de coupure est de 12000-14000

Mw.

Ce polymere a été caractérisé par spectroscopie UV-Visible (voir figure 4.24 page 153).

P1.5: OsPVP

(schéma 4.4 page 149)
Un mélange de 250 mg de complexe b et de 220 mg de polyvinylpyridine est dissous
dans 10 mL d’éthyléne glycol, puis chauffé a 200°C, sous azote et agitation magnétique,

pendant 2 heures. On laisse ensuite refroidir a température ambiante avant d’ajouter 750
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mg d’hydrobromure de 2-bromoethylamine dissous dans 15 mL de DMF. Ce mélange
est ensuite laissé sous agitation a 45°C pendant une nuit.

Puis on fait précipiter le polymere dans I’acétone, qui est filtré et lavé a I’acétone.

On resolubilise ce polymére dans I’eau en vue d’une dialyse, en utilisant une membrane

avec un cut-off de 12000-14000 Mw.

Ce polymere a été caractérisé par spectroscopie UV-Visible (voir figure 4.22 page 150).

P.2 : Réactifs et solvants

P.2.1: Synthése et caractérisation

Produit Fournisseur Spécificité
4,4’-bipyridine RIEDEL-DE-MAENAG
Dibromo-1,4-¢éthane Aldrich
Iodométhane Acros Organics 99 %
Dibromo-p-xyléne Fluka 96 %
Polyvinylpyridine Aldrich 60000 g.mol’’
Hexachloroosmate de '
_ Acros Organics =39 % en osmium
potassium
Dithionite de sodium Aldrich 85 %
2,2’-bipyridine Acros Organics 99 %
Hydrochlorure de ‘ .
Aldrich 70000 g.mol
polyallylamine
Pyridine 4-aldéhyde Aldrich 97 %
Acide tétrafluroborique Fluka 50 %
Acide p-toluéne sulfonique )
Acros Organics 97,5 %
(monohydrate)
Ethyleéne glycol MERCK pro analysis
Hydrobromure de 2- o
. Janssen Chimica 98 %
bromoethylamine
Triéthylamine Aldrich 99 %
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Hydrogénocarbonate de

‘ Prolabo
sodium
Sulfate de sodium anhydre Laurylab
Tétrafluoroborate de sodium Acros Organics 98 %
Résine échangeuse d’ions Fluka Amberlite IRA 96
Membrane de dialyse SECTRIM
Gel de silice MERCK
Alumine Acros Organics 50 -200 pum
Hydroxyde de sodium Laurylab
P.2.2 : Electrochimie
Produit Fournisseur Spécificité
3-mercaptopropane sulfonate
. Aldrich 90 %
de sodium
IgG de souris Sigma
AntilgG de souris conjugué a
CAPPEL-ICN
la glucose oxydase
Chlorure de 20 %
_ _ ' Aldrich .
polydiallyldimethylammonium 100000 — 200000 g.mol
Polystyréne sulfonate Aldrich 70000 g.mol™
Suspension colloidale de ‘
) Sigma 50u 10 nm
nanoparticules
Polyphénol oxydase Fluka « Mushroom » Tyrosinase
Glucose oxydase Sigma Aspergillus Niger
Hydrogénophosphate de
' . Acros Organics 99 %
potassium (trihydrate)
Dihydrogénophosphate de '
) ) Acros Organics
potassium (trihydrate)
Nitrate d’argent Fluka
Perclorate de
' Fluka 99 %
tetrabutylammonium
Chlorure de sodium Roth

191




Partie Expérimentale

Chlorure de potassium

Acros Organics

Ferrocéne méthanol Aldrich 98 %
Ferrocyanure de potassium Prolaba
Catéchol Fluka
D-(+)-glucose Sigma
Acide sulfurique Roth 97 %
Peroxyde d’hydrogéne SOYONS Labo 130 volumes
Lubrifiant rouge de polissage STUERS DP Lubricant
Alumine de polissage STUERS 0,05,0,30ul um
P.2.3: Solvants
Produit Fournisseur Spécificité
Ethanol SDS 99 %
Méthanol Chimie Plus 99 %
Chloroforme Carlo Erba pro analysis
Ether Chimie Plus 99 %
Acétonitrile Rathburn Qualité HPLC
Toluéne Fluka 99,5 %
Dimethylformamide Prolabo pro analysis
Acétone Acros Organics pro analysis
. Enrichissement
Diméthylsulfoxyde D6 Euroisotop ‘ ‘
1sotopique 99,8 %
. Enrichissement
Méthanol deutéré Euroisotop ' .
isotopique 99,8 %
Enrichissement
Chloroforme deutéré Euroisotop ‘ .
1sotopique 99,8 %
Enrichissement
Eau deutérée Euroisotop ' '
1sotopique 99,97 %
Hellmanex II Hellma
ELGA
Eau MilliQ
Purolab UHQ
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P.3: Appareillage et méthodes
P.3.1: Electrochimie

P.3.1.1 : Appareillage

Le systéme conventionnel a trois ¢€lectrodes a été utilisé pour I’enregistrement des
courbes de voltampérométrie cyclique, a balayage linéaire et pour les courbes
d’ampérométrie a potentiel controlé. L’appareil utilisé pour la majeure partie des
expériences est un potentiostat de CH Instrument, modele CHI 440. Les mesures sur
¢lectrode tournante a potentiel fixe ont €té réalisées avec un potentiostat PAR mode¢le
273A et une table tragante Sefram TGM 164 XY/t.

Les potentiels d’électrode ont été donnés par rapport & une électrode de référence
Ag/AgClI/KCI 3M (Metrohm). L’¢électrode auxiliaire est un fil de platine.

La sonication est réalisée dans un bac a ultrasons « Elmasonic One » de chez Elma, a
une fréquence ultrasonique de 35kHz.

L’unité d’asservissement utilisée pour le contrdle de la vitesse de rotation des électrodes
tournantes est un appareil Tacussel CTV 101 T.

Les mesures avec les bioélectrodes enzymatiques ont été réalisées en milieu thermostaté
a 30°C.

La modélisation des bioélectrodes enzymatiques a été effectuée avec le logiciel

Mathematica version 4.0 de Wolfram.

P.3.1.2 : Polissage des électrodes

Les surfaces d’¢lectrodes de carbone vitreux, de 3 mm de diametre (CH Instrument), ont
¢été polies avant utilisation sur un feutre DPNap (STUERS) et de la pate diamantée de 1
um (Prest).

Les surfaces d’¢électrodes d’or, de 2 mm de diamétre (CH Instrument), avant de subir
une restructuration électrochimique, comme cela a été décrit dans le chapitre 3 de ce
mémoire, ont été préparées de la fagon suivante :

1) Feutre DPMol (STUERS) avec de la pate diamantée 3 um (Presi) et de
I’éthanol absolu : 1 fois 2 minutes

Sonication 2 minutes dans de I’eau
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2) Feutre rouge DPNap avec de la pate diamantée 1 um et du lubrifiant
rouge : 1 fois 2 minutes
Sonication 2 minutes dans de I’eau
3) Feutre rouge DPNap avec de I’alumine 0,3 um et de I’eau: 1 fois 2
minutes
Sonication 2 minutes dans de 1’eau
4) Feutre rouge DPNap avec de I’alumine 0,05 um et de ’eau : 3 fois 2
minutes
Sonication 2 fois 3 minutes dans de I’eau
5) Passage des ¢€lectrodes dans une solution Piranha (solution trés corrosive
contenant un mélange 1:3 d’eau oxygénée 100 volumes et d’acide
sulfurique concentré) pendant 5 minutes

Sonication 2 fois 3 minutes dans de I’eau

P.3.1.3 : Modification des surfaces d’électrodes

P.3.1.3.1 : Modification d’électrode de carbone vitreux

Les solutions d’antigéne (1 mgmL™), de gélatine (0,1 mg.mL™") et de Danticorps
conjugu¢ a la glucose oxydase (dilution par 50 de la solution commerciale) ont été
préparées en tampon composé de KH,PO4 0,01 M et de NaCl 0,15 M et ajusté a pH=7,4
avec une solution de soude 1 M.

L’adsorption de I’antigéne, par trempage, est réalisée durant 2 heures. L’électrode est
ensuite rincée abondamment a 1’eau MilliQ et trempée 10 minutes dans la solution de
gélatine. Apres rincage, la réaction antigene-anticorps a lieu durant une nuit par dépot

d’une goutte d’une goutte de la solution d’anticorps sur la surface d’¢lectrode.

P.3.1.3.2 : Modification d’électrode d’or

Les surfaces d’¢lectrode d’or sont mises en contact, par dépdt d’une goutte de 20 uL,
avec une solution de MPS a 20 mM dans de I’acide sulfurique 16 mM durant 30

minutes, pour adsorber la monocouche de MPS.
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P.3.1.3.3 : Autoassemblages sur électrode modifiée

Les autoassemblages ont été réalisés par adsorption alternée des différentes especes,
intercalée de ringages par la solution de tampon correspondant. La mise en contact des
¢lectrodes a été effectuée par trempage dans le cas des électrodes de carbone vitreux et
par dépot d’une goutte de 15 pL pour les électrodes d’or a partir des solutions aqueuses

tamponnées de chaque espece.

P.3.2 : Spectroscopie UV-Visible

Les mesures de spectroscopie ont été réalisées avec un spectrophotométre Varian,
modele Cary 100.

Les cuves de quartz (Hellma), de 0,1 ou 1 cm de trajet optique, sont préalablement
nettoyées avec une solution Piranha, sous sonication, durant 15 minutes puis, sont
rincées tres abondamment a I’eau MilliQ. Cette procédure est réalisée deux fois
minimum. Puis, un spectre de la cuve contenant de I’eau MilliQ est réalisé pour vérifier

la propreté de la cuve.

Pour la construction des assemblages, les parois de la cuve sont ensuite activées par
sonication durant 20 minutes dans une solution de base alcoolique (1% NaOH, 40%
d’éthanol absolu et 59% d’eau MilliQ). Cette procédure a pour but de procurer une
charge négative permanente aux surfaces de quartz.

Puis, les parois de la cuve sont mises en contact alternativement avec les solutions
chargées positivement et négativement. Aprés ringage, un spectre est enregistré apres

chaque étape de dépot dans la solution tampon appropriée a I’expérience.

P.3.3: Microbalance a Quartz avec suivi de la Dissipation
d’énergie : QCM-D

Les expériences de QCM-D ont été effectuées grace a un appareil Q-Sense D-300, a une
température de 23°C.
Les quartz (QSX 301 de Q-Sense) utilisés sont recouverts d’or sur chaque face. La

surface active de ces quartz est de 0,2 cm®. Chaque quartz a été prétraité par la mise en
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contact d’une goutte de solution Piranha durant 2 minutes avant d’étre rinc¢, séché et
mont¢é dans la cellule de mesure.

Les mesures ont été effectuées sous flux continu grace a une pompe périlstatique a 12
galets, de chez Ismatec, modele ISM 597.

Le principe de fonctionnement de la QCM-D a été développé dans le premier chapitre

de ce mémoire.

La modé¢lisation des données obtenues a chaque mesure a été réalisée grace au logiciel
Q-Tools au laboratoire mais aussi par Mr Bernard Senger de 1’unit¢ INSERM U595 de

Strasbourg, que nous remercions vivement pour son aide et sa gentillesse.

P.3.4 : Autres méthodes de mesures

Les clichés de microscopie électronique a transmission (figure 4.1 page) des solutions
colloidales des nanoparticules d’or de 5 et 10 nm ont été pris par Jean-Luc Puteaux du

CERMAYV a Grenoble.
Les clichés de microscopie a force atomique (figure 3.3 page) ont été réalisés avec

I’aide de Philippe Lavalle de I’unit¢ INSERM U595 de Strasbourg, que nous remercions

vivement aussi.

196






Abstract :

These works concern the physico-chemical characterization and the electroanalytical
applications of new nanocomposites materials deposited onto electrode surfaces, as thin films,
by the layer by layer electrostatic self-assembly technique. Spatially organized structures,
composed by (redox) polyelectrolytes, enzymes and gold nanoparticles, have been
characterized and applied to the construction of enzymatic electrodes.

The multilayer films growth has been studied in situ by UV-Visible spectroscopy, and
by a microgravimetric technique: the Quartz Crystal Microbalance with Dissipation factor
monitoring (QCM-D). Different electrochemical techniques (cyclic voltamperometry,
amperometry on rotating disk electrode) have been used to quantify the electron transfer
process, the film permeability and the electroenzymatic kinetics. Relationships between the
structure and the properties have been established by the development of kinetic and structural
models.

Several redox enzymes such as the glucose oxidase (Gox) and the polyphenol oxidase
(PPO) have been self-assembled onto glassy carbon (GC) and gold (Au) electrode surfaces
with cationic polyelectrolytes such as the polydiallyldimethylammonium (PDDA") and a
chemically modified chitosan (CHI"). Different methods for grafting an anionic monolayer
have been used to generate negative charges on the electrode surfaces, which have been used
as a platform for the electrostatic assembly build-up. Affinity reactions have been chosen to
functionalize the GC by a negatively charged monolayer of Gox. The gold electrode surfaces
have been modified by a self-assembled monolayer of 3-mercaptopropanesulfonate (MPS).
Thanks to a detailed kinetic and structural study, we have demonstrated that, despite a
disorganized and non dense structure, the Au/MPS monolayer acts as a high kinetic barrier
towards the permeability of anionic and neutral species. The electron transfer towards
diffusive species occurs mainly by tunnelling effect through the MPS monolayer.

Gold nanoparticles stabilized by citrate (NP) can be electrostatically assembled onto
Au/MPS surfaces with cationic polyelectrolytes. We have shown that the nanoparticles
assembled with PDDA" into multilayers films aggregate themselves. On the other hand,
multilayer films constituted by NP self-assembled with polyelectrolytes having a redox
moiety, like an osmium complex or the viologen, show a density of nanoparticles smaller than
in the case of the PDDA". The electron transport in these redox-active films takes place by
electron hopping between adjacent redox groups and by the NP for some redox moieties.

Keywords: self-assembled monolayer, multilayer films, electrostatic self-assembly, golf
nanoparticles, redox polyelectrolytes, enzyme multilayers, modified -electrodes,
electrochemistry, Quartz Crystal Microbalance with Dissipation factor monitoring (QCM-D),
kinetics modelization, electron transfer, membrane permeability.



