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Introduction générale

Les capteurs sont aujourd’hui primordiaux du faé# leurs applications dans les
domaines scientifiques et technologiques mais adass la vie courante domestique et
industrielle voire environnementale. Les biocapteem sont une classe particuliere qui fait
intervenir des matériaux biologiques (ADN, prot&ineligosaccharides...) capables de réagir
avec spécificité et sensibilité a un stimulus paiter.

Ces biocapteurs permettent de combiner les ptépricdes macromolécules
biologiques avec ceux des matériaux et il est raparit clairement établi que I'une des
étapes les plus déterminantes pour leur élaboragsoiimmobilisation des biorécepteurs sur
la surface de ces matériaux. Parmi les différestestégies d’'immobilisation employées,
'une des plus prometteuses est celle qui conaistiliser des polyméres électrogénérés. En
effet, ceux-ci permettent de préserver I'accestébiles macromolécules biologiques greffées
sur la surface du transducteur tout en alliant wraende précision et une bonne
reproductibilité des dépbts dues a leur adressadgetr@échimique. En raison de leurs
propriétés aisément modulables, les films de pgly@be) ont été des acteurs majeurs de ce
développement.

Depuis quelques années et devant d’autres défisgtee la miniaturisation de ces
systemes ou l'augmentation de leurs performancessitilité, stabilité...), une forte
compétition s’est focalisée au niveau internaticsal le développement d’autres matériaux
pour I'élaboration de biocapteurs basés sur de®-nhjets tels que, par exemple, les
nanoparticules, les nanotubes ou encore les quathdisn Plusieurs architectures ont ainsi pu
étre obtenues et celles-ci ont permis de repoussa@@urs plus loin les seuils de détection ou
la taille des biocapteurs.

Ce type darchitectures hybrides a l'interface ldgoe/matériaux a méme pu étre
développé pour d’autres types d’applications tetjae les biopiles lorsque la communauté
internationale s’est confrontée au probleme du Ildgpement d’énergies durables
(photovoltaique, hydrogene...) comme alternativesénergies fossiles.

Le premier chapitre de ce mémoire est divisé etrguparties : une bréve introduction
est d'abord réalisée puis, dans un second tempss poésentons les macromolécules
biologiques. Dans un troisieme temps, des exengigsficatifs extraits de la bibliographie
et illustrant les atouts des polymeres électrog&n@our I'élaboration des biocapteurs sont

décrits et discutés. Enfin, la derniere partie eone des travaux plus récents sur



l'incorporation des nanomatériaux dans ce typeagpdenrs. Pour tous les exemples exposes,
notre attention s’est principalement focalisée Isgr stratégies employées dans la suite du

mémoire.

Le deuxieme chapitre est consacré aux biocapt@aizorés grace a un polymere
électrogénéré particulier : le poly(pyrrole) foocthalisé par un groupement acide
nitrilotriacétique (pyrrole-NTA). Ce polymere esbut d’abord présenté (propriétés et
caractérisations électrochimiques) puis comparé iferehts films de poly(pyrrole)
fonctionnalisés. Celui-ci est capable de compledes ions Cti et permet par la suite
immobilisation réversible de macromolécules bgitpues étiqguetées de groupements
histidine. Dans une seconde partie, I'élaborationn dcapteur a ADN basé sur cette
interaction affinevia une liaison de coordination est décrite et examiri¥ans la derniere
partie, nous exposerons l'exploitation de ce pohgmpour I'élaboration d’'un nouveau
systeme d’affinité faisant intervenir des moléculegtinylées via une interaction
NTA/Cu?*/biotine. Cette partie sera illustrée par I'ancragebiomolécules biotinylées telles

gue les enzymes ou I'’ADN.

Enfin, dans le troisieme et dernier chapitre denéenoire, nous nous intéressons aux
biocapteurs hybrides incorporant des nanotubesad®sne mono- et multi-parois. Dans un
premier temps, une description des nanotubes deomar est realisée, présentant les
principales différences entre les mono- et multbga Dans une deuxiéme partie, une
approche innovante pour la fonctionnalisation rpldtiet non-covalente des nanotubes de
carbone mono-paroi par interaction de type combinée aux trois systéemes d’affinité utilisés
pour élaborer des biocapteurs est décrite pourdaigre fois grace a l'utilisation d’'une
enzyme modeéle : la glucose oxydase. Enfin, desatpavpréliminaires concernant la
connexion d’une hydrogénase sur des dépots deutm®tle carbone fonctionnalisés par un

meédiateur rédox, le viologéne, sont relatés.
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Chapitre | : Etude bibliographique

[.1. Introduction

Les biocapteurs représentent un domaine de rdw®important depuis plus de 40
années. Ce sont des outils analytiques applicablds nombreux domaines tels que les
sciences de la vie (agroalimentdjrmmédecing biologi€’...), I'environnemerit (pollution) ou
encore le bioterrorisme(prévention d’attaques biologiques). Ces capteqesvent étre
faconnés a demande pourvu que la cible a détetnagisse avec un systeme biologique
(enzymes, ADN, anticorps...). Un « bon » biocapteoit dependant étre sélectif, sensible,

rapide, fiable, portable et bon marché.
1.1.1. Définition d’un biocapteur

Les biocapteurs sont constitués d’'un réceptedodigue, d’'un transducteur et d’'un

systeme d’analyse des donnésshéma I-J).

Analytes ' Récepteur — SIGNAL
biologique

— Electrochimique

oligo-cible «— > oligo-sonde — Gravimétrique
anticorps «———» antigene > Optique
substrat...«—» enzyme ...

— Thermique ...
Schéma I-1 :Représentation schématique d'un biocapteur.

Ces outils combinent donc les performances denreissance des macromolécules
biologiques et la sensibilité de détection des swlanteurs. Dans un premier temps, le
récepteur biologique va interagir spécifiguementcalianalyte qui lui correspond et cette
reconnaissance va étre transformée en signal igieetgrace au transducteur dans un second
temps. Ce signal électrique va finalement étrestras au systeme d’analyse de données apres
avoir éventuellement subi une amplification. Leegteur biologique peut étre de diverses



nature§ : enzymes, oligonucléotides sondes, anticorps..mBme, il existe différents types
de transducteurs : électrochimidueptiqué, gravimétriqud, thermiqué®...

Les biocapteurs peuvent étre regroupés en deuxdesaclasses : les biocapteurs
d’affinité™* et les biocapteurs métaboliglfed.e premier groupe concerne ceux dans lesquels
un phénoméne de reconnaissance va s'établir eatnedepteur biologique et I'analyte
(exemples : anticorps/antigéne, récepteur protéafmrotéine, ADMNbngdADNcipie). Les
biocapteurs métaboliques (enzymatique et bacténemt conduire a la destruction de
I'analyte par réaction entre ce dernier et, pamgle, 'enzyme immobiliséeSchéma 1-3.

ADNciple

Anticorps

VAl Substrat Produits

Récepteur
protéinique

Immunocapteur Capteur Capteur a récepteur Capteur
a ADN protéinique enzymatique
— _
' l
Capteurs Capteur
d’affinité métabolique

Schéma [-2 : Représentation schématique des deux classes dapteocs : d'affinité et
métabolique.

1.1.2. Evolution des biocapteurs électrochimiques danstbire

Depuis presque 50 ans, les chercheurs ont porg& gmande attention au
développement des biocapteurs. Le premier biocafuewéveloppé par Clark et Lyons en
1962 en combinant I'électrode de Clark (détectioh € la glucose oxydase (GOX) pour la



détection du glucose dans le sin&n 1967, le premier biocapteur contenant la G@gée
dans un gel polymérisé est élaboré par Updike ekdfiet va étre un point de démarrage
important au développement des biocapteurs élddétmigues du fait de sa
commercialisation. Le premier biocapteur potentisigée pour la détection de l'urée est
décrit en 1969 par Guilbault et MontalvoEntre 1970 et 1980, une centaine d'articles sont
apparus dans la littérature décrivant de nouveawpabteurs principalement enzymatigties

et le nombre de travaux concernant ces outils tectién n'a ensuite cessé d’augmenter.

Le développement rapide des biocapteurs dans telenentier a permis de mettre en
évidence une étape clé a considérer lors de labogdtion qui concerne I'immobilisation des
biomolécules sur la surface du transducteur. Egt,dffs groupes de recherche impliqués dans
ce domaine se sont retrouvés face a des défis maén de réaliser une immobilisation des
récepteurs biologiques la plus idéale possible sDawas idéal, il faut tout d’abord assurer un
ancrage stable des biomolécules sur la surfaceadsducteur qui pourra ainsi conférer une
bonne stabilité au biocapteur et ceci sans démdauf@omolécule utilisée. Il faut comprendre
par cela que cette derniere (ou son site actif) cmmserver une bonne accessibilité et étre
orientée de facon a pouvoir interagir correctemawec la cible a détecter. Le dépot
biomoléculaire doit aussi étre compact, homogeneoetporter le minimum possible de
défauts afin de profiter complétement de la surtosi fonctionnalisée et espérer atteindre
des limites de détection faibles sur de petitefasas. Cet aspect combiné a des méthodes de
dépdts reproductibles posséde aussi un grand ird@nd la miniaturisation future de ce type
de capteurs pour I'élaboration de biopuces danquedkes une déposition localisée et
contrblée des récepteurs biologiques est inévitable

[.1.3. Méthodes d’'immobilisation

Plusieurs méthodes d’'immobilisation des biomolésubnt alors été envisagées
comme, par exemple, le piégeage dans des matncdgmeres, argiles...), I'adsorption
directe sur des surfaces, I'attachement covalensigoport et la réticulation. Certaines de ces
techniques peuvent cependant conduire a des be&gsapfjui sont peu stables ou peu
performants. D’un autre coté, les travaux pionnigDiaz et al’, concernant I'élaboration
de polymeres tels que les poly(pyrroles-N-alkylpt @ntrouvert une nouvelle voie pour
'élaboration des biocapteurs basés sur l'immaodiicsn de biomolécules grace a des

polymeres électrogénérés. Cette stratégie permetielex contrdler la disposition spatiale et



ce type de polymeres offrent une grande possihiliggustement en fonction des propriétés
souhaitées par synthése de nouveaux monomeresoforalisés. Beaucoup de polyméres
conducteurs peuvent étre utilisés pour réalisertiobilisation des biomolécules et on peut,
par exemple, citer le poly(pyrrof&)*® 2% |a poly(aniline¥* ou encore le poly(thiophérfé)

Cependant, le poly(pyrrole) reste le polymere lespltilisé de part sa versatilité, sa stabilité

sa biocompatibilité et ses propriétés de conduaiareptionnelles %4

Une autre approche, développée de facon concamiitancelle des polyméres
électrogénérés, utilise des monocouches de thiats-assembléés (SAM pour Self
Assembled Monolayers) est apparue intéressantaitgu’elle permet I'obtention de films
fins, compacts et trés ordonnés. Les alcanes tbartgposant ces architectures peuvent aussi
étre fonctionnalisées a facon mais I'obstacle paicest que ce genre d’assemblage n’est
applicable gu'a des surfaces d’or ce qui restrbeducoup leurs applications. De plus, la
liaison thiolate entre les thiols et la surfacerdpeut étre réduite de facon électrochimique
entrainant alors une limitation supplémentaire gesrélectrodes modifiées par ce processus

de fonctionnalisation.

Dans le but d’améliorer les performances des biecas, différents groupes de
recherches se sont focalisés sur I'élaboration ideapteurs basés sur des architectures
tridimensionnelles. Il existe de nombreux types ndiero- et nanomatériaux disponibles
actuellement tels que les micro- et nanoparticues,nanotubes de carbone, les quantum
dots, les nanofils, les nanofilms, les nanopoudessnanofeuilles, les fullerénes ou encore les
nanocristaux... Depuis le début du XXf siécle, le nombre de revues concernant les

21 28y'a cessé de croitre et il en

nanomatériaux utilisés dans le domaine des biogefte
existe déja prés d'une centaine. Ceux-ci ont peffélaboration d'immunocapteui$ de
capteurs & ADR ou encore de capteurs enzymatidtie¥ Du fait de leurs propriétés
unigues, plusieurs nanomatériaux ont attiré l'@térdes scientifiques ; ceux-ci présentent
effectivement des propriétés physiques, chimigoes;aniques, magnétiques et/ou optiques
exceptionnelles et peuvent contribuer a 'amélioratle la sensibilité voire de la spécificité
du phénomene de détection. Par exemple, les nastiéd carbone posseédent des propriétés
électriqued® et mécaniqués remarquables tandis que les quantum dots repefgemn axe

de recherche qui est aussi trés développé graeardsénsibilité photochimigtie * Tant
d’'un point du vue scientifigue que technologiquebtention de biocapteurs de plus en plus

sensibles, spécifiques, stables et petits repr@sendéfi majeur pour I'analyse biomédicale,
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alimentaire ou encore environnementale ; les arctites hybrides combinant les matériaux
et les macromolécules biologiques s’inscrivent salpleinement dans ce contexte. Dans la
littérature, les nanomatériaux les plus utilisésirpbélaboration de biocapteurs sont: les
micro- ou nanoparticules métalliqdés®® ou magnétiquéd les quantum dot® et les

nanotubes de carbdte®.

Dans la suite de ce chapitre bibliographique, nprésenterons tout d’abord les
macromolécules biologiques. Dans un second tengos, mous intéresserons, en premier lieu,
aux biocapteurs élaborés sur des films polymérestrélgénérés puis, par la suite, a ceux
incorporant des nanotubes de carbone. Dans chatrimes parties, nous nous attarderons

plus particuliéerement aux systémes qui ont étéésilau cours de ce travail.
1.2. Les macromolécules biologiques

Les différentes macromolécules biologiques (pr&®i ADN, glucides...) ont une
structure commune béatie grace a des unités monguesriqui vont ensuite se rejoindre pour
former des polymeres. Ces unités sont les monoadadels, les nucléotides et les acides
aminés pour les glucides, I'ADN et les protéinespextivement. La polymérisation des
monomeres va étre obtenue grace a des liaisonssiiygues pour les glucides, des liaisons
de type 3’-5’-phosphodiester pour les polynuclésgidsimple brin d’ADN) et des liaisons
peptidiqgues dans le cas des protéines. Cette ségukn monomeres constitue la structure
primaire des macromolécules biologiglfed.eurs structures tridimensionnelles vont, par
contre, étre différentes en fonction des niveaurrgiinisation présents dans chaque
macromolécule biologique (structures secondairteréiire voire quaternaire dans le cas de

macromolécules constituées de plusieurs chaingmpalues).

Par la suite, nous nous sommes intéressés priagipat aux protéines et aux ADN en
laissant de c6té les glucides qui n'ont pas étisési dans le cadre de ce travail. Pour chaque
biomolécule utilisée, nous décrirons tout d’abardr|structure puis leurs propriétés et nous
terminerons par la présentation au cas par casmggnes et oligonucléotides considérés

dans ce travail.
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[.2.1. Les enzymes

Les enzymes sont une classe dans la famille degipes. Le terme protéine est utilisé
pour des macromolécules ayant un poids moléculsuggérieur a 10 kDa environ ; les
structures plus petites sont qualifiées de peptilgsartir de la structure primaire décrite au
paragraphe précédent, les protéines vont se repiiezlles-mémes pour former des structures
secondaires (principalement hélicest feuilletsp) ; ce repliement des protéines va permettre
la formation de liaisons hydrogénes permettanttaleilsser la macromolécule. L’agencement
de ces structures secondaires les unes par rappwrautres va permettre de former la
structure tertiaire des protéines qui va alorsefaitervenir des ponts disulfures pour se
stabiliser. Dans le cas de trés grosses protéomaposées de plusieurs chaines d'acides
aminés, une structure quaternaire va apparaipergtettre de décrire 'orientation relative de

ces chaines les unes par rapport aux autres.

Les protéines sont des éléments essentiels de ket peuvent avoir différents roles :
structurel, moteur, régulateur, catalytique... Daogacas, nous avons principalement étudié
les enzymes qui en sont une classe particuliesergent de catalyseurs biologiques. Celles-ci
sont classées en six grands groupes (oxydo-ré@sctasansférases, hydrolases, lyases,
isomérases et ligases) en fonction de leur actnat@dlytiques. Les plus utilisées dans les

biocapteurs électrochimiques sont évidemment lgd@xéductasesd
[.2.1.a.Notions de cinétique enzymatique

La premiére modélisation de la cinétique d’'unectiéa enzymatique en phase
homogéne est apparue en 1913 et décrite par MistetéVlentefi’. L’équation de Michaelis-
Menten permet de prévoir I'’évolution de la vitedgeréaction en fonction de la concentration
en substrat et ainsi de déterminer les constameésiques régissant I'équation. Celle-ci est
applicable a de nombreuses enzymes d’ou son tiblisaéquente mais elle ne permet pas de
rendre compte de comportements enzymatiques coempléxds que la multiplicité des
substrats, I'existence de plusieurs sites actifd’éuentuels phénomeénes de régénération non-

enzymatiques du substrat.

Dans le modéle de Michaelis-Menten, I'enzyme Emirtout d’abord le complexe

enzyme-substrat ES lors de la reconnaissance dirauls par 'enzyme. Dans un second
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temps, le complexe ES se décompose en produitl® maction enzymatique et en enzyme

libre E. Ce systeme peut donc étre décrit par ldaleocinétique suivant :

ki ko
E+S oe——» ES ———» E+P

k1 Equation I-1

avec k et k; qui représentent les constantes cinétiques d’ediwt et de dissociation du
complexe ES respectivement et ¢elle de la décomposition de ce complexe permettan
d’obtenir P et E.

l.2.1.aqa. Cinétique enzymatique en phase homogene

L’équation de Michaelis-Menten, décrivant la viiesle la réaction enzymatique est la

suivante :

j— Vmax X [S]

'K, +[8] Equation -2

avec Vet Wnax : vitesses initiales de la réaction enzymatiquerpme concentration [S] en

substrat et I : constante de Michaelis-Menten qui est foncties donstantes cinétiques de

I’ Equation I-1 et vaut :

Ky =— Equation I-3

La constante de Michaelis-Menten, Korrespond a la concentration en substrat pour
laquelle la vitesse initiale (c’est-a-dire en alugedle produit) est égale a la moitié de la
vitesse initiale maximale W/2. Celle-ci est donc l'inverse de la constanteffuiié du
substrat pour I'enzyme. La représentation graphidgid’équation de Michaelis-Menten est

une branche d’hyperbole comme représenté sachema I-3
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v (UA)‘

max

max ..

Km [substrat] (mol.L™)

Schéma 1-3 : Evolution de la vitesse d'une réaction enzymatigume fonction de la
concentration en substrat.

Comme on peut le voir sur &héma I-3 il est possible de déterminer la constante de
Michaelis-Menten I directement sur la courbe mais cette déterminajraphique n’est pas
toujours trés précise et d’autres méthodes de rdétation ont alors été proposées. Ces
dernieres reposent sur la linéarisation de I'éguatie Michaelis-Menten et la plus utilisée

d’entre elles est la linéarisation de LineweaverkBuproposée en 1934.

1iv (UA),

-

v

max

-

-1 1/[substrat] (mol™.L)

Schéma I-4 :Représentation graphique de la linéarisation decleaver-Burk.

Cette représentation de Lineweaver-Burk consistieaéer I'inverse de la vitesse

initiale de la réaction enzymatique (}/en fonction de l'inverse de la concentration en
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substrat (1/[S]) ; elle est parfois appelée « repméation en double-inverse » et obéit a

I'équation ci-dessous :
1 (Ku, 1), 1
Vi Vmax [S] Vmax

Cette représentation graphigugchéma 1-4 permet de déterminerykmais aussi Max

Equation I-4

qui est rarement atteint d’'un point de vue expénilece qui rend la détermination directe du
Kwm a partir de la courbe non-linéaris&eliéma I-3 encore plus imprécise.

1.2.1.a4. Cinétigue enzymatique en phase hétérogéne

Dans le cas d’'une enzyme immobilisée, celle-cié® confinée dans ou sur un
matériau qui peut influencer le processus biochimide catalyse enzymatique et de ce fait
modifier la cinétique de la réaction et éventuetammperturber la détection. La cinétique va
alors dépendre de nombreux paramétrdans le microenvironnement de la protéine comme
la nature du support sur lequel elle est immolgliggydrophobie, hydrophilie, caractere
ionique...), l'accessibilité du site actif et des pbénénes de transport du substrat et des
produits de la réaction enzymatique dans le sugpiontmobilisation.

La constante déterminée pour la cinétique enzygmuatisera alors une constante
apparente de Michaelis-Menten notég®® et ne rendra donc plus uniguement compte des
caractéristiques intrinséques de I'enzyme mais6plde son activité dans son nouveau
microenvironnement. Plusieurs études ont été meaiesle modéliser la réponse obtenue
pour des biocapteurs enzymatiques dans lesquelsytiee est immobilisée par réticulation
intermoléculair&’, liaisons covalenté$ piégeage dans des membrdhe8 ou encapsulation
dans un polyméres électrogérnéré® Le Schéma |-5montre le type de courbes obtenues
pour ce type de biocapteurs et on peut noter @lieré de la courbe correspond de tres pres a
la courbe présentée sur3ehéma I-3dans le cas d’'une cinétique en phase homogeésst ||
alors judicieux de modéliser ce genre de courbes B&quation de Michaelis-Menten malgré
les limitations nombreuses de cette modélisatiopbste. En effet, plusieurs autetfrs™ >
ont montré que le processus global n’était pasusameent limité par la réaction enzymatique

et que les constantes cinétiques obtenues étapendantes des conditions expérimentales.
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Il est alors délicat de comparer les paramétregtigmes obtenus par des techniques

d’'immobilisation différentes.

LA
|

max

-

KMapp [substrat] (mol.L™)

Schéma I-5 :Courbe typique obtenue pour des biocapteurs élebimiques enzymatiques
représentant I'évolution de l'intensité en fonctilenla concentration en substrat.

Dans le cas de biocapteurs enzymatiques électniqingés obéissant a ce modeéle, on
peut directement relier lintensité du signal avitesse de la réaction selon I'équation

suivante :

nFv=qa Max[s] Equation I-5

| =a corr K,slpp'*'[S]

corr

avecO¢orr : facteur de correctionfer < 1), n: nombre d’électrons échangés au cours du
processus électrochimique de détection et F: aantestde Faraday. Il est nécessaire
d’introduire le facteur de correctiam du fait que dans ce type de systéme, les especes P
produites lors de la réaction enzymatique vontuddgf dans les trois dimensions de I'espace
méme si la direction vers I'électrode va étre faéw puisque les especes vont y étre
consommeées et leur concentration maintenue nulbewr Fles concentrations en substrat
largement inférieures ak®® ([S] << Ku®" on va donc avoir une droite correspondant a la

sensibilité de I'électrode par simplification d&djuation 1-5 qui devient alors :

| — acorrnFVmax [S]

Equation I-6
K'\Ejlpp
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Tandis que pour les fortes concentrations en gstb§s] >> Ky®"), on observera un
plateau d’intensité rhx correspondant a la saturation de I'enzyme en mtbst dont
I'équation, obtenue par simplification d&duation I-5, sera alors :

o = Ao NFV, Equation I-7

Dans le cas d'une cinétique en phase hétéroganaleur de I**P va alors permettre
de décrire le comportement de I'enzyme dans sonognwironnement et donc de déterminer
la biocompatibilité du matériau. En effet, la peabi§ité de la couche permettant
immobilisation de I'enzyme va jouer sur la difioa de son substrat, par exemple, le glucose
dans le cas de la glucose oxydase et la concemtrdéins la solution va étre plus importante
gue celle dans le film si celui-ci est peu perméalilette différence va alors impliquer une
surestimation de la concentration réelle en substams le film et par conséquent une
augmentation de la valeur dg,®". Toujours pour I'exemple de la glucose oxydaste-a@
utilise du dioxygene pour réaliser sa régénéraibmevenir sous sa forme active pour la
catalyse de l'oxydation du glucose. Il ne faut d@as oublier que la concentration ep O
intervient dans I'expression deyket donc de ®""; en effet on a :

k, = k2[0,] Equation I-8

La combinaison de I'équation ci-dessus avémliation -3 permet de montrer que si la

concentration en £diminue dans le film, la valeur deyR°° va diminuer elle-aussi.
[.2.1.b.La glucose oxydase (GOX)

La glucose oxydase (EC 1.1.3.4.) est une enzyrhenimoeuse (& ~ 8 nm) de masse
moléculaire élevée (~ 160 kDa) ayant un point isctélque d’environ 4,3 ce qui la rend donc
globalement anionique & pH nedfre® C’est une protéine dimérique dont le site acsif e
profondemment enfoui et contient deux cofactewsitiie adénine dinucléotide (FAD)Elle
catalyse l'oxydation dy3-D-glucose en gluconolactone en captant deux pso&ndeux
électrons pour former la forme réduite de lI'enzyfBzhéma 1-§. La régénération de
'enzyme, c’est-a-dire le retour a la forme oxydpasse par une réaction avec le dioxygéne
avec production de peroxyde d’hydrogéne.
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2H", 2e
GOXoxydée + glucose ———————w GOXreduite + gluconolactone

GOXréduite + 02 ————— > GOXoxydée + H202

Schéma I-6 :Activité enzymatique de la glucose oxydase (GOX).

Dans le cas de biocapteurs ampérométriques, larmances sont souvent évaluées
grace a la détection dex®, & E = 0,6 Ws ECS?® sur des électrodes de platine. La valeur du
Ku reportée dans la littératdfepour la glucose oxydase extraite du champighspergillus

niger en solution saturée en air, a pH = 5,6 et T =@®st de 33.10mol.L™.
[.2.1.c.La polyphénol oxydase (PPO)

La polyphénol oxydase (EC 1.14.18.1.) est une reezgte masse moléculaire élevée
(~ 130 kDa) présente dans de nombreux végétgoixampignons, pomme de terre, féves...).
Son site actif contient deux ions €wui sont coordinés & trois acides aminés Histidine
chacun. Cette enzyme catalyse, en présence deg@iogydeux types de réaction qui peuvent
étre successives ; son activité de crésolase péorgtlation de phénols eortho-diphénols
tandis que l'activité de catécholase permet I'oxiptad ortho-diphénols erortho-quinones
(Schéma I-3. Dans notre cas, nous nous sommes intéressai@éelztion du catéchobitho-

diphénol) et donc a son activité de catécholase.

OH PPO 0
5 Z
@ 1,0, (Catécholase) O + HO
N
OH ~o

PPO OH

OH ,
©/ + Oy 4+ 0y _(CrESOlASE) @ + H0
OH

Schéma [-7 : Activités enzymatiques de la polyphénol oxydaseOjPR 'activité de
catécholase permet I'oxydation d'ortho-diphénologtiho-quinone et l'activité de crésolase
permet I'nydroxylation du phénol en ortho-diphénol.

Les biocapteurs ampérométrigues a base de PPitéade catécholase) sont, eux

aussi, largement décrits dans la littératuré’. Ceux-ci sont basés sur la détection
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électrochimique de d¢rtho-quinone qui peut étre réduite directement a |#étele (carbone
vitreux) a un potentiel E = -0,2 Vs ECS mais aussi indirectement par I'ajout de médiat
rédox. La valeur du { reportée dans la littératdrepour la polyphénol oxydase extraite des
champignons en solution saturée endpH = 7,02 et T = 25 °C est de 1,9*10o0l.L™.

[.2.1.d.Les hydrogénases

Les hydrogénases sont des enzymes qui catalyseiatcdn réversible la conversion

des protons en dihydrogertechéma I-§.

Hoasergduite

Ho g=———® 2H"+2¢e

H2aseoxydée

Schéma [-8 : Activités enzymatiques de I'hydrogénaseafld) qui catalyse de fagon
réversible la conversion des protons jin dihydrogéne (5.

Il existe deux grandes classes d’hydrogénasesejdistinguent par leurs sites actifs
trés originaux : en effet, ces sites actifs préssntdes sites organométalliques possédant des
ligands carbonyle et cyanlfequi peuvent étre qualifiés d’ « exotiques » poarmionde
biologique. Cette caractéristique est unique cagzhzymes du fait de I'habituelle toxicité de
ce type de ligands pour la cellfleLes sites actifs de ce type d’enzyme contiendenix
atomes métalliques et les deux classes ont alérq@nmées selon la composition de ce

dernier : FeFe et NiFe.

Les hydrogénases a centre Nickel-Fer (NiFe) sa@® plus nombreuses des
hydrogénases et se retrouvent essentiellementlebgrocaryotes (bactéries et archées). Ce
sont les premiéres dont les structures cristalfgtjopies ont été connfé=et aussi les plus
étudiée® des hydrogénases. Les hydrogénases NiFeSe foromemit sous-classe des
hydrogénases NiFe ; ces derniéres contiennentameatle Sélénium par protéine d’ou leur
nom. Dans ce cas, une des cystéines parmi leseqgatrcoordinent I'atome de nickel est
remplacée par une sélénocystéine. Les hydrogéaases (FeFe) ne sont présentes que chez
les eubactéries et les eucaryotes et sont souvansrfonctionnelles. Enfin, il existe aussi les
hydrogénases sans cluster Fe-S qui sont un péwytiares ; celles-ci n'utilisent pas de

protons pour former le dihydrogéne d'ou les diffiés a leur donner la dénomination
d’hydrogénases. Elles sont peu connues et plusmteéeuisque leur structure n’a été
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clairement identifiée que dans les années 2060 mais elles possédent des propriétés

similaires a celles des hydrogénases d’ou cetteliapipn.

Ce type d’enzyme apparait de nos jours comme lteenative prometteuse a la
production d’énergf& a partir du dihydrogéne puisqu’elles permettentaesommer kimais
aussi d’en réaliser le stockage du fait de la ah#ité de la réaction qu’elles catalysent.
Cependant, un obstacle majeur a leur utilisatiosideé dans leur grande sensibilité au

dioxygéne présent en quantité suffisante danspair les désactivét

Dans le cadre de ce travail, nous avons choisiad@iller avec une hydrogénase NiFe
de la bactéri®esulfovibrio fructosovoran(EC 1.12.1.3.) car c’est I'une des plus connues et
elle combine une activité élevée et une réactimaticsée malgré sa grande sensibilité au

dioxygene.

1.2.2. L’ADN (acide désoxyribonucléique)

L’ADN ou acide désoxyribonucléique a, comme ndagdns vu précédemment, une
structure primaire composée d’'un enchainement diotides. Ces derniers sont constitués
d'un groupement phosphate, d’'un sucre et d'une baséée parmi les quatre principales

représentées sur &chéma 1-9

Bases pyrimidiques Bases puriques
N
com plementarlte NN
g
N
Thymlne Adénine
N
| XN complementarlte </ ﬁ
N/go )\
Cytosine Guanine

Schéma |-9 :Les quatre bases principales de I'ADN : la Thym{ihg I’Adénine (A), la
Cytosine (C) et la Guanine (G) et leur complématéateux a deux (A-T et G-C).
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La structure complete de 'ADN a été décrite ptarpremiére fois en 1953 par
Watson et Crick. Pour former la structure secondaire de '’ADN,>dpolynucléotides vont
se lier grace a des liaisons hydrogénes entreiffésemtes bases azotées (A-T, G-C) comme
représenté sur I8chéma I-10 Les unités sucre-phosphate qui relient les bazettes vont
former alors une enveloppe extérieure, les basetez étant orientées vers l'intérieur du
double brin d’ADN.

Guanine

. X N=\
liaisons hydrogéne N
\ O AN
o” §
N
NH2 ... HN\(

o 2HN

\N (4

o'

(4
) -
o

Thym ineN S
0 Lo .
Thymine o \
‘ HN
N H2 ..0' \\
-~ 0]
~N
)
N
Adénine

3

H H \
(? H squelette de sucre-phosphate

Schéma 1-10 :Représentation schématique de la complémentariged® brins d’ADN. La
partie violette représente le squelette et est am@pml’'un enchainement de sucre-phosphate
tandis que la partie rose illustre le phénomeneyditdation par complémentarité des bases
azotées.
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Afin de former la structure secondaire de '’ADNscdeux polynucléotides appariés
vont s’enrouler I'un sur l'autre en double hélicamone représenté sur &héma I-11 Le
diamétre de I'hélice ainsi formée est de 2 nm &madee la distance pour effectuer un tour (pas
de I'hélice) est de 3,4 nm étant donné qu’il cartti#0 paires de bases espacées de 0,34 nm
chacune. Cette structure présente deux sillong giegrand) qui vont jouer un role dans les

interactions ADN-protéines.

distance entre
deux bases J
d=0,34 nm -

grand sillon

pas de I'hélice
d=3,4nm

petit sillon

Schéma I-11 :Représentation schématique de la structure secondai 'ADN-B formant la
double hélice (code PDB : 1BNA).

La structure tertiaire de ’ADN est obtenue paliement de la double hélice sur elle-
méme mais elle peut aussi concerner des ADN piggaux tels que les strucures triplexes
ou quadruplexes. Finalement, la structure quatern@ntenue dans le noyau des cellules
concerne l'association de '’ADN avec des protéibasiques, les histones, pour former des
bandes. Les chromosomes sont constitués par lggnaent d’environ un million de ces
bandes.
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Cette description réalisée pour les polynucléstideste valable dans le cas des
oligonucléotides qui ont des chaines nucléotidiqulas courtes mais ont un comportement

similaire.
[.2.2.a.Propriétés de la double hélice d’ADN

Les caractéristiques concernant la structure &®N présentées au paragraphe
précédent correspondent a la structure B de 'ADNest une hélice droite et présente des
plateaux de base perpendiculaires a I'axe qui passeentre de I'hélice. Il exite cependant
d’autres formes de I'ADN telles que les structubest Z mais elles sont moins présenites
vivo et donc moins connues. La forme que va adoptatolsble hélice va dépendre du
pourcentage en eau dans le milieu extérieur, et keffforme B sera obtenue pour environ 95
% en eau tandis que les formes A et Z le seront eoviron 70 et 50 % respectivement. La
forme A a toujours une hélice droite mais préselet® plateaux de base trés inclinés. Du fait
du changement de conformation des sucres du stpaletre-phosphate, le diamétre de
I'hélice va étre plus grand que pour 'ADN-B etlsagueur plus petite ; 'ADN-A possede
une paire de bases de plus par tour de I'hélicéotrae Z a, quant a elle, une hélice gauche et
posséde une forme en zig-zag ne présentant quns#len et 12 nucléotides par tour de
I'hélice.

Malgré la forte complémentarité qui existe enegexdbrins d’ADN, celui-ci peut subir
des modifications lors du phénomeéne de réplicat®iADN. Si cette modification intervient
uniquement au niveau d’'un nucléotide, on parle déation mais si un fragment entier est
modifié, il s’agit alors d’'une recombinaison gégéae. Ces phénomenes sont a l'origine de la
biodiversité actuelle et peuvent étre naturelsrayeadrés par des agents extérieurs provenant
de I'environnement. Ces modifications des brinsMvont entrainer des mésappariements

entre les deux brins et donc déstabiliser la dohéliee.

Le phénomene d’hybridation en solution peut, contlaes le cas des enzymes, étre

représenté par un modele cinétique :

k1

ADNsonde + ADNcible =————— double hélice

k1 Equation 1-9

23



avec k et k; qui représentent les constantes cinétiques d’edint et de dissociation du
double brin respectivement. On peut ainsi définie gonstante K =K, correspondant a la
constante thermodynamique de la formation de dobble d’ADN. Afin de moduler le
phénomene d’hybridation, on peut faire varier @uss parametres tels que la température ou
la concentration en sels dans la solution contelesnADN ; le processus de séparation de
deux brins d’ADN hybridés est appelé la dénaturatice chauffage permet de rompre les
liaisons hydrogénes qui lient les brins d’ADN rendalors la double hélice instable. La
stabilité de cette derniére peut alors étre déte¥epar la mesure de la température de fusion
Tm qui correspond a la température pour laquelle 5@%brins sont désappariées et donc a
un équilibre parfait entre les deux formes (disse@t appariée) de I'’ADN représentées dans
I’'Equation 1-9. Plusieurs paramétres influencent la valeur geld@s plus importants étant la
longueur de I'ADN, la composition de I'ADN (pourdege des différentes bases), la
concentration en sels dans la solution, I'acidité rdilieu et la présence éventuelle de
mésappariements. En effet, la longueur et la coitipegie 'ADN ou la présence éventuelle
de mésappariements font varier le nombre de ligistyydrogénes entre les deux brins ; plus
ce nombre de liaisons est faible, plus la tempésaly est faible. Une forte concentration en
sels dans la solution ou la présence d’acide daade forts provoque l'ionisation des bases et
crée des répulsions électrostatiques entre les e favorisant leur dissociation. Ainsi, la
valeur de T, permet de décrire la stabilité d’'un double briA@N ; plus celui-ci est stable,

plus la valeur de [ est élevée.

[.2.2.b.Les oligonucléotides

Les oligonucléotides sont de courtes séquencesudiotides qui ont les mémes
propriétés que les polynucléotides décrits précédemh Ills sont, en général, longs de
guelques dizaines de bases et obtenus par symthiésigue. Dans les années 1970, Letsinger
et al. ont décrit la premiére synthése automasséesupport solide d’oligonucléotidés™ "
mais les oligonucléotides étaient alors limités ree wingtaine de bases azotées et leur
synthese demandait beaucoup de temps. Ce neslaqseles années 1980 qu’apparait une
technique rapide permettant la synthése d’oligaraties plus longs et tres stables ; celle-ci
e

a été décrite par Caruthers et-al’® A partir de cette date, de nombreux synthétis@urs

oligonucléotides commerciaux ont été développés btkgonucléotides utilisés dans ce

24



travail ont été synthétisés par la chimie des ogiff@mation d’'une liaison entre un aldéhyde

et une oxyamine) selon un protocole décrit au laioine par Defrancq et 4f. 2
I.3. Biocapteurs a base de polymeres électrogénérés

Comme nous l'avons suggéré un peu plus tot, lessfpolyméres électrogénérés
permettent 'immobilisation de biomolécules et pi®sentent des propriétés exceptionnelles
comme une bonne stabilité chimique, la possibitig travailler sur différents matériaux
d’électrode, une bonne reproductibilité et précisibes dépbts ou encore la possibilité

illimitée de les faconner.

a) encapsulation b) adsorption

SsP sP S Ps PS Ps P
Mg p \ \/'S\/\/'S\/

\—4‘\/* SUbStraj\—/.\/ﬁf \_’W SubStl’&l‘M
a—_ e— e— e —

c) greffage chimique d) ancrage par interactions affines
SPSPSPSP S PS Ps PS P

e) électropolymérisation Notations :
p S P S PS P

Schéma I-12 :Représentation schématique des différentes métlidanobilisation a base
de polymeres électrogéneérés illustrées pour undpteur enzymatique.

@©: enzyme
S : substrat

P : produit

Difféerentes stratégies peuvent étre envisagées omobiliser des biomolécules
grace a des polymeéres électrogén@rés; les principales techniques employées de nos jour
sont représentées sur3ehéma I-12en prenant pour exemple un biocapteur enzymattjue
sont les suivantes : I'encapsulation, l'adsorptioa, greffage chimique, l'ancrage par
interactions affines (par exemple : avidine/biotindTA/Cu**/Histidine, adamantar{e/

cyclodextrine...) ou encore I'électropolymérisatiaredte des biorécepteurs.
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Ces techniques ainsi que leurs applications tidéds: littérature seront décrites par la
suite et nous nous intéresserons principalememiust en détail a celles correspondant a
'ancrage de biomolécules par interactions affisepar encapsulation puisque ce sont les

deux qui ont été utilisées dans le cadre de caitrav
1.3.1. Encapsulation

L’immobilisation par encapsulatiols¢héma 1-12-3 est une méthode simple, réalisée
en une seule étape, et applicable a de nombrewsg®molécules biologiques ; c’est aussi la
plus populaire de nos jours. Cette technique pemfigtiter un étiquetage préalable des
biorécepteurs et I'immobilisation d’une quantitépiontante de biomolécules en comparaison

avec une monocouche puisque celle-ci va se faire lgavolume de polymére dépose.

Dans ce cas, deux méthodes sont possibles :r@ohitoule est tout d’abord mélangée
avec le monomeére et une électrode est ensuite gdondgns cette solution pour faire la
polymérisation ou on peut effectuer un dépot deecgilution sur une électrode et réaliser la
polymérisation apres séchage. La premiere méthbligebeaucoup de biomolécules et de
monomeres et parait alors trés couteuse tandisagseconde I'est beaucoup moins et donc
plus prometteuse. Cette deuxiéme procédure poliseediencapsulation de biomolécules
dans des films polyméres a été développée pari€osh al. en 1997. La méthode
d’encapsulation des biomolécules peut cependantfrisod’'une faible accessibilité des

récepteurs pour interagir avec I'analyte correspahd

Les premiers auteurs décrivant ce processus d'lmifisation sont Umana et Walfér
ainsi que Foulds et Loween 1986 en immobilisant la glucose oxydase dassfittes de
poly(pyrrole). Dés 1987, Bartlett et WhitaRer publient des résultats concernant
immobilisation de cette méme enzyme dans un fillm poly(pyrrole-N-méthyl) plus

conducteur permettant d’obtenir de meilleures parémces.

Les film de poly(pyrrole) ont ensuite connu un ogssonsidérable pour réaliser
I'immobilisation de cellules tout en conservantrleativité biologiqué® 2 ou encore pour
I'élaboration d'immunocapteuts ®® ®’ou de capteurs & ADRI®° Depuis le début de ce type

de biocapteurs élaborés par encapsulation, leéreifts groupes de recherche ont essaye de
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trouver des films de poly(pyrrole) les plus hydridgd possibles malgré le caractere

organique de ce type de polymeres.

Des monomeres de pyrrole-fonctionnalisés avec gesmipements a caractere
amphiphile ont donc été mis au point. Par exen(psnier a publié une revue décrivant des
pyrroles N-fonctionnalisés amphiphif8sportant des groupements alkylammonium ou
pyridinium (Schéma 1-13. Ce n’est que plus tard, en 2005, qu’apparaitauiie type de
monomére amphiphile, le pyrrole-NTA Tous ces polyméres ont été utilisés dans différen

type de biocapteurs avec succes.

N

( JL/ pyrrole-Ci2-ammonium
N

@

Svidl
\ Z
S
Ml
@N N~ pyrrole-C12-viologéne

Schéma 1-13 :Structure de pyrroles amphiphiles élaborés dangrisupe Cosniéf. Les
exemples présenteés ici sont le pyrrole-@mmonium et le pyrrole<Gviologéne.

Cette technique d’encapsulation est beaucoupsérilidans le cas de biocapteurs
nécessitant I'incorporation d’'un médiateur rédox,dernier peut étre directement incorporé
au polymere en greffant le médiateur sur le moneragant polymérisation. Si la cible arrive
a diffuser dans la couche de polymére, cette tgcleniest tres avantageuse puisque les
meédiateurs nécessaires au transfert d’électrons strés a proximité immédiate de la
biomolécule. De nombreux exemples sont présents danlittérature en utilisant, par
exemple, le poly(pyrrole-viologéne) et la nitritéductas® (Schéma 1-14 ou la nitrate
réductas¥. Cette technique d’ancrage peut aussi servirenirela biomolécule a la surface

du transducteur et alors Iui conférer une excedlstdbilité®.
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Schéma 1-14 : Courbes de voltammétrie cycligue d'une électrodedifiée par du
poly(pyrrole-Go-viologéne) incorporant la nitrite réductase en abse &) et en présence)

de nitrites en solution. Le courant catalytique et grace au transfert d’électrons passant
par les motifs viologenes est tres visible.

1.3.2. Adsorption

L’adsorption des macromolécules biologiqu&héma [-12-) a la surface d’'un
polymeére électrogénéré permet une bonne accessiddis sites actifs des récepteurs par
rapport a I'analyte mais ne permet pas d'immohilisee grande quantité de biomolécules et

souffre souvent d’une faible stabilité.

Cependant, l'utilisation de polymeres conductetgls que la polyaniline dopée
électrochimiquement a déja permis I'élaborationndhiocapteur & glucose performdnCe
type de polymeére a pu étre utilisé avec succes dangres types de biocapteurs tels que les
capteurs & ADRP ou les immunocapteus De méme, il existe plusieurs exemples de
biocapteurs élaborés par adsorption sur des filenpady(pyrrole) dans la littérature que ce

soit pour des enzymes, des ABN’ou encore des anticorfis
1.3.3. Greffage chimique

Le greffage chimique Jchéma I1-12-3 offre une meilleure stabilité que
limmobilisation par adsorption mais la créatioruge liaison covalente entre la biomolécule
et le polymére électrogénéré peut conduire a ungvaise orientation du biorécepteur et/ou
une partielle dénaturation de ce dernier due digation de composés chimiques ; de plus le
temps nécessaire a la formation de la liaison eowel peut étre long et représenter un

obstacle majeur.
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Le premier biocapteur de ce type fut élaboré ed018ar Schuhmann et Hlpour
'ancrage de la glucose oxydase sur un film de (pgtyole) en présence d’agents de couplage
tels que 'EDC. Ce méme groupe a alors continuéwldpper ce type de biocapteurs avec
d’autres polymeéres tels que le poly(azulé®eu le poly(thiophéné§™. Plusieurs groupes de
recherches ont ensuite voulu incorporer le groupem@actif permettant de réaliser la liaison
entre la biomolécule et le polymére directements lole I'électropolymérisation d’un
monomere portant ce groupement chimique. On peart,egemple, citer l'utilisation de

polyméres fonctionnalisés avec le N-hydroxysuccidef?® 1%

Une autre approche pour 'immobilisation de bioéwolles par greffage covalent sur
des polymeres électrogénérés réside dans l'uidisate polyméres photoactivables. Dans ce
cas, le couplage est rapide et peut étre précid@omalisé par irradiation. Cosnier et al. ont
réalisé des travaux pionniers dans ce domaine enamtn pour la premiere fois, des
protéines® sur un film de poly(pyrrole-benzophénone) pardiation & une longueur d’onde
A = 345 nm. Ce méme polymére a ensuite été utilmé'°s ou dans des matériaux
composite¥® dans le domaine des immunocapteurs mais aussilpalétection d’analytes

multiples”.
1.3.4. Ancrage par interactions affines

L’ancrage par interactions affineSaghéma 1-12-d permet de conserver une bonne
accessibilité des biomolécules puisqu’elle perrtatckage de la biomolécule par un point
d’attache unique. Le seul obstacle reste la nééed'sitiqueter les biomolécules au préalable
mais cela peut aussi étre un avantage puisqugu&itige peut étre réalisé de facon a obtenir
une bonne orientation du biorécepteur. Les systafta#Bnité les plus utilisés de nos jours
sont les suivants: avidine/biotine, adamanfuogtlodextrine et NTA/ME&T/histidine
(Schéma I-15.

29



biomolécule

biomolécule
biomolécule
1
\

g
: H NY NH
on 0 >< avidine
? o)
" HN NH
| S
NTA/Cu?* adamantane biotine
histidine B-cyclodextrine avidine

Schéma I-15 :Représentations schématiques des trois systenies laf plus utilisés de nos
jours : acide nitrilotriacétique/Cti/Histidine, adamantang/cyclodextrine et avidine/biotine.

Les biocapteurs basés sur l'interaction avidiragiibe sont les plus nombreux dans la
littérature du fait de la forte constante d’'asstoia(K, = 10 mol.L)'% entre ces deux
molécules mais aussi de la grande disponibilitéroersiale de biomolécules marquées avec
des biotines ou des avidines. De plus, ce compéstestable chimiquement et la réaction
d’association est trés rapide (k = 7.10ol.L.s?). L'avidine est une glycoprotéine de masse
moléculaire élevée qui est composée de quatrewsotés qui peuvent interagir chacune avec
une biotine. Les premiers exemples de biocaptewrgneatiques élaborés sur des polymeres
modifiés avec des groupements biotine ont été @@ni1998 avec des films de poly(pyrrole-

)% " ou de poly(phénol-biotin€Y. Par la suite, d’autre polyméres tels que le

biotine
poly(dicarbazole-biotine) ont été déctitset les biocapteurs & base de poly(pyrrole-biotine)
ont été étendus aux capteurs & ADN et aux immuneceff. Une autre approche
intéressante réside aussi dans le fait que I'éiaqeedes biomolécules par des groupements
biotine ne permet pas de mettre une seule maisiephss biotines a la surface des
biomolécules. Ceci est alors apparu comme un agang@ermettant de réaliser des
assemblages multi-couches en alternant les inansatvec les molécules biotinylées et
lavidine. Cette approche a été utilisée pour imiiedy différentes enzymes ayant des
activités complémentaires sur une méme électro®®@m par Mousty et at*. Par la suite et

dans le but de conférer des caractéristiques phgties telles qu'un meilleur caractére
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hydrophilé®®, des propriétés rédbX ou encore une sensibilité photochimitfied’autres
polyméres biotinylés ont été élaborés. Cependantprincipal probléeme du systéme
avidine/biotine vient du fait que, comparé aux esitsystemes, celui-ci nécessite une couche
protéinique supplémentaire d’avidine pour réallsarcrage de molécules biotinylées sur des
films polymére aux aussi biotinylés. Cette couchgrbtéine a souvent un effet néfaste sur la

sensibilité des biocapteurs et donc leurs perfoomsglectrochimiques.

Deux autres systémes, adamani@ugtlodextrine et NTA/M&7/histidine, ont alors
ete déeveloppés ; le premier est basé sur des dtitera hydrophobes qui existent entre la
cavité intérieure de I@-cyclodextrine et 'adamantane tandis que le seastdasé sur une
liaison de coordination entre I'acide nitrilotridicie (NTA) et les molécules histidine autour
d'un ion métalligue (M&) tel que Nf*, CU/" ou Zrf*. Le systétme adamantafe/
cyclodextrine a été récemment décrit dans la dittée pour I'immobilisation de la glucose
oxydase marquée avec dpscyclodextrines sur un film de poly(pyrrole-adansare)'®
Quant au systéme NTA/M&histidine, celui-ci était utilisé depuis de nomises années pour
réaliser la purification de protéines marquées asles histidines par chromatographie
d’affinité IMAC'®. Deux polyméres différents ont ensuite put étretstisés et utilisés pour
I'immobilisation de biomolécules histidinylées stes électrodes : le poly(pyrrole-NTR)
grace a des ions €uen 2005 et un copolymére poly(aniline)-poly(vinyfenate}° & I'aide
d’ions NF* en 2006.

1.3.5. Polymérisation de monomeres bio-fonctionnalisés

Enfin, I'électropolymérisation direct&&¢héma I-12-¢ de monomeres fonctionnalisés
avec des macromolécules biologiques est aussi utkode simple d'immobilisation mais
requiert la synthese d’'un monomere électropolyrablesmodifié par une biomolécule. Cette

technique souffre des mémes problémes que I'imnsaliibn par greffage chimique.

Les premiers biocapteurs élaborés par cette tgabront concerné I'immobilisation
de la glucose oxydase grace a la modification drrofgy par cette enzymd %% 123
Cependant, les trois systémes rapportés sont saaurn@troverse du fait qu'il s’agit, en
réalité, d’'une co-polymérisation en présence degtgmon-fonctionnalisé du fait de la taille

de cette enzyme ; il est donc difficile dans ce deddiscriminer la partie immobilisée par
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encapsulation et celle réellement due a 'immodaiie par polymérisation d’'un monomere
bio-fonctionnalisé. Des biocapteurs a ADN sont é@esapparus dans la littérature par

é, 125, lZGmaiS

polymérisation de dérivés du pyrrole fonctionnaligér des oligonucléotidé
étaient toujours é€laborés par co-polymérisation pasence de pyrrole. Le premier
immunocapteur élaboré ainsi a été décrit en 1996Heiduschka et df en réalisant la
polymérisation de films de poly(pyrrole) et poly@tol) fonctionnalisés par un antigéne et
permettant de détecter les anticorps correspond@rts’est qu’en 2008 que les biocapteurs
basés sur la reconnaissance oligosaccharide/leminfait leur apparitiott® *2°; dans ceux-ci

le monomere pyrrolique est alors fonctionnalisédes structures oligosaccharidiques.
|.4. Biocapteurs a base d’architectures tridimensionnedis

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommeess#es uniquement aux nanotubes
de carbone qui vont donc étre ici décrits plus étail Dans un premier temps, leurs
fonctionnalisation et solubilisation seront décritandis que dans un second temps, nous

décrirons les biocapteurs a base de nanotubegloenea
l.4.1. Fonctionnalisation chimique et solubilisation desatubes de carbone

La fonctionnalisation des nanotubes de carboneorné lieu a de nombreuses
publications scientifiques dans la littérature desderniéres années ; en effet, celle-ci permet
de mieux les solubiliser mais aussi de combinerslguopriétés a celles des groupements
fonctionnels les modifiait® *3! 132 | es nanotubes de carbone présentent souvenéémss
ponctuels de surface ol les atomes de carbonenelsis dans leur étay” habituel mais
dans un étasp’; dans ce cas, la quatriéme liaison peut exhibeatame d’hydrogéne, une
fonction alcool ou encore un acide carboxyliques @é&fauts créent des trous dans la paroi du
nanotube qui, s'ils sont présents en trop grandtmenpeuvent lui faire perdre son caractére
conducteur. Bekyarova et al. ont dailleurs pulai€¢ 2005 une étude de I'évolution de leurs
propriétés conductrices avant et aprés fonctiosadint®>. Cependant, ces défauts peuvent
servir pour la fonctionnalisation ultérieure desotabes de carbone qui utilise surtout les
fonctions acides carboxyliques. Cette fonction paussi étre introduite par oxydation
chimique des nanotubes afin de disposer de plysoites d’ancrage sur leur surfate >
Chen et al. ont été les premiers a décrire la foncalisation de ces fonctions —COOH en

formant des liaisons amides par réaction avec unmeaen 1998° Ensuite, plusieurs
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modifications covalentes des nanotubes ont étésééasl grace a l'utilisation d’especes
chimiques trés réactive€ comme présenté sur Schéma I-16 Cependant, il reste difficile

de réaliser une fonctionnalisation homogene destnhrs de carbone sans les solubiliser au
préalable. En effet, ceux-ci forment de nombrewégats en solutions agueuse ou organique
et il faut donc tout d’abord réussir a les disperBdusieurs méthodes ont été mises au point
comme l'utilisation de tensioactif§ ou de méthodes chimiques permettant de doper les
nanotubes de carbone avec des électrons et dongediérer des phénomenes de répulsions

électrostatiques®.

Schéma I-16 :Différentes voies utilisées pour la fonctionnalisatdes nanotubes de carbone
mono-paroi développées par Holzinger et &) formation d’esters et d’amides par couplage
en présence d’EDCb) réaction avec des carbenes nucléophiles,réaction avec des
nitrenes,d) Fonctionnalisation par des couches de poly(adg)lgar interaction hydrogénes,
e) fonctionnalisation de nanotubes dopés avec ddérdetomes ef) fonctionnalisation
covalente par des radicaux.

Afin d’envisager leur utilisation dans des matéxiccomposites dans des domaines
tels que I'électronique ou les biocapteurs, unpeéimportante reste I'obtention de solutions
de nanotubes de carbone stables et reproductiblespjus dans le cas des biocapteurs, le
solvant utilisé ne doit pas étre trop agressif dfnne pas endommager les macromolécules
biologiques qui sont trés sensibles. En 2008, @osei al**® ont réussi a disperser des
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nanotubes de carbone mono-paroi en solution aquewseprésence d'un polymere
amphiphile : le poly(pyrrole-triéthylammonium) dacbn stable, reproductible et permettant
I'élaboration de biocapteurs enzymatiques. Un as prd, ce méme groupe a réussi a mettre
au point une méthode rapide et efficace pour dégpdes nanotubes de carbone mono-paroi
dans le THF en 15 minutes seuleni&ntCette solution a ensuite été déposée goutte @egou
sur des électrodes et, aprés séchage afin d'élinknd@HF, ont permis I'élaboration de
biocapteurs par ancrage de la glucose oxydaseesurdnotubes de carbowia le systéme

d’affinité classique avidine/biotine.

1.4.2. Utilisation des nanotubes de carbone dans les [ieces

Les nanotubes de carbone sont apparus trés ragmiesomme un matériau
d’exception pour I'élaboration de biocapteurs di d& leur haute surface spécifidffe de
leurs propriétés physiques singuli@fed® et de leur structure poreuse. En effet, plusieurs
techniques ont été utilisées pour I'élaboratiobideapteurs comme la fonctionnalisation des
défauts ponctuels ou créés par oxydation chimicese rhnotubes de facon covaléfiteu
I'utilisation de polyméres électrogénéf¥sDans le cas de la fonctionnalisation des défauts
de surface des nanotubes, plusieurs méthodes énéngiisagées telles que I'adsorption
électrostatiqué®™ ' le greffage covalett® ou encore I'utilisation de systémes affins en
ancrant un des partenaires affins sur les nanotutescarbon¥’. Les polyméres
électrogénérés offrent quant a eux une possilsligplémentaire qui est I'encapsulation des
biomolécule$®™ et permettent toujours d'utiliser les techniqueposées précédemment :
adsorption*®, greffage par liaisons covalent®sou interactions affiné&® ! Une autre
possibilité offerte par ce type de structure cqroesl au fait que la plupart des macrocyles
possédant des carbones de typevont pouvoir s’ancrer par interactiornst sur la paroi des
nanotubes de carbone. Notre travail ayant utilisess aeux derniéres voies de

fonctionnalisation, nous allons principalement nooscentrer sur celles-ci.

En 1999, des travaux publiés par Balavoine eti@trivaient 'immobilisation de la
streptavidine sur des nanotubes de carbone mullippa MWCNTS) par interactions
hydrophobes entre la protéine et la paroi des MWENESchéma I-17A montre les clichés
de MWCNTs obtenus par microscopie électronique laybge avantd) et apreslf) leur
fonctionnalisation tandis que la méthode de madliiin des MWCNTSs est schématiquement

représentée sur echéma I-17B.
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Schéma I-17 A - Clichés de microscopie €électronique a balayagieioues par Balavoine et
al.™® pour a) des nanotubes de carbone multi-parois (MWCNTsp)etles MWCNTs
fonctionnalisés par des molécules de streptaviditgorbées par interactions hydrophobes.
La barre d’échelle représente 50 nrB. — Représentation schématique des MWCNTs
fonctionnalisés par les molécules de streptavidpuair des raisons de clarté seule une paroi
des MWCNTSs a été représentée).

Ce n’est que deux ans plus tard, en 2001, quedastubes de carbone mono-paroi
(SWCNTSs) ont put étre utilisés avec succes poarripbilisation d’'une protéine par Chen et
al.’ via des interactions non-covalentes de type entre les nanotubes de carbone et la
molécule de pyrene (N-succinimidyl-1-pyréenebutagpalle groupement succinimide a
ensuite permis le greffage covalent des biomolécaléa surface des nanotubes de carbone

par réaction chimique avec les fonctions aminepb@riques de la protéin8¢héma 1-18.

Schéma I-18 :Représentation schématique du premier biocaptecrivdint I'immobilisation

de protéines (ferritine et streptavidine) sur desmaotubes de carbone mono-paroi grace a
leur capacité a interagir de facon non covalentgdiaction7z7) avec le groupement pyrene

du pyréne-N-hydroxysuccinimide permettant par iéesde former une liaison covalente avec
les fonctions amines situées en périphérie présetddms toutes les protéines. Extrait des
travaux de Chen et al. publiés en 28351
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En 2003, Besteman et'&f.ont repris la technique d’immobilisation décritedessus
afin d'immobiliser la glucose oxydase sur des nabe$ uniques et créer un biocapteur a effet
de champ. Un des premiers biocapteurs a ADN a @esenotubes de carbone mono-paroi
(SWCNTS) est apparu en 2002 lorsque Williams ét°ant réussi & lier de facon covalente
un analogue de '’ADN (PNA : acide nucléique pefigi) sur les SWCNT$SEhéma 1-19.

Schéma 1-19 :Principe de la stratégie employée par Bestemanl.&t*gour réaliser un
biocapteur a ADN a) fonctionnalisation des défauts ponctuels (-CO@$ nanotubes de
carbone mono-paroi par un groupement N-hydroxysutde (NHS),b) formation d’'une
liaison amide entre les SWCNTs et un acide nucéjprptidique (PNA) at) hybridation
avec un brin d’ADN complémentaire.

La méthode la plus facile d'immobilisation des naaeolécules biologiques est basée
sur leur incorporation dans ou sur des des polysnélectrogénérés. Celle-ci combine alors
les propriétés de ce type de films polymeres guiéié@ exposées précédemment (stabilité
chimique, diversité des matériaux utilisables, odpctibilité et précision des dépoéts et
possibilité de faconner les monomeéres utilisémitie) et la structure tridimensionnelle des

nanotubes de carbone.

En 2003, les premiers biocapteurs de ce type agsent dans la littérature décrivant
principalement des biocapteurs & glucose par imiisabon de la glucose oxyddsg >’
mais aussi un biocapteur & ABR Par exemple, cette année-l1a, Gao ét‘adnt publié des
résultats intéressants concernant un nouveau m@atéhtenu par synthése de nanotubes de

carbone (CNTSs) sur une surface en quartz et peamedtors d’obtenir des CNTs verticaux
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sur la surface qui peuvent étre décrits comme arét ie CNTs. Ce type de matériau a alors
été mis a profit pour I'immobilisation d'une enzymmodéle, la glucose oxydase, par
encapsulation dans du poly(pyrrole) électrogénéré.

En 2005, Wang et &° ont développé et optimisé un biocapteur & gludoss
sensible basé sur des nanotubes de carbone muispet des films de poly(pyrrole)
conducteurs et ceci a permis de confirmer les pihisds offertes par ces matériaux

composites.

Une nouvelle génération de biocapteurs faisastienir les systemes d’affinité a été
finalement développée dés 2009 par Holzinger etralutilisant des monomeéres pyrroliques
fonctionnalisés par un des partenaires des systediafinité avidine/biotiné™ et
adamantang/cyclodextriné'® Ces derniers ont permis d'obtenir des biocaptemés
performants. En particulier, dans le cas du syst&demantanffcyclodextriné’® le
biocapteur décrit combinait les propriétés des tndres de carbone mono-paroi, du
poly(pyrrole-adamantane) et de microparticules darctionnalisées par des groupements
fonctionnelsB-cyclodextrine comme représenté suiSiehéma 1-20pour I'élaboration d’un

biocapteur a glucose.

Schéma 1-20 :Représentation schématique de Il'architecture hybéidase de nanotubes de
carbone mono-paroi, de poly(pyrrole-adamantaneg naicroparticules d’or marquées avec

des/-cyclodextrines et d’enzymes (glucose oxydase :)GaaXquées avec des adamantanes
développée par Holzinger et'df
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Chapitre |l

Architectures biomoléculaires a base de
poly(pyrrole-acide nitrilotriacétique)
(NTA).
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Chapitre Il : Architectures biomoléculaires d’affinité a base de
poly(pyrrole-acide nitrilotriacétique) (NTA).

I1.1. Généralités.

La qualité de limmobilisation des biomoléculesr siles surfaces est une étape
déterminante dans I'élaboration d’'un biocapteurm@e nous I'avons vu dans le chapitre I,
I'ancrage des molécules biologiques grace a desaictions d’affinité est une technique tres
intéressante qui permet un contréle de I'orientaties récepteurs biologiques sur la surface.
Ces derniers peuvent étre étiquetés grace a deputaions génétiques et/ou des greffages
covalents de partenaires d’affinité par voie chimi@ leur surface. Le développement de ces
systemes représente donc un enjeu important afimidax contréler I'immobilisation des

biomolécules et de trouver des alternatives aesysiclassique avidine/biotine.

L’acide nitrilotriacétique est un trés bon candlidans cette optique et possede de
nombreuses applications : traitement de I'eau ppuévenir la formation du calcafre
(complexe avec G4, remplacant des phosphates dans les leseesiplexes avec Gaet
Mg®)... Il existe une forte interaction entre le com@leé¥TA/CUf* et I'acide aminé histidine
qui a été mise a profit dans plusieurs domaines :

- la purification de molécules marquées avec uneplusieurs molécules histidine
(molécules histidinylées) par chromatographie @i (« Immobilized Metal Affinity
Chromatography » : IMAC),

- I'immobilisation de molécules histidinylées silgs supports fonctionnalisés avec des
groupements NTA tels que : monocouches lipidifBiesu thiolée$’ mais aussi sur des

surfaces de siliée®.

Depuis quelques années, les scientifiques s'issérdg a I'élaboration de polymeéres
fonctionnalisés par les groupements NTA : des hyeleopermettant I'élaboration de moteurs
biomoléculaire¥, des films polypyrroliques dont le but est I'électéposition directé ou
indirectéd® ** des groupements NTA. Le monomére développé paddtadet aft* en 2005
concerne un pyrrole N-substitué par le ligand NTAileprésente plusieurs avantages :
I'obtention d’'une couche de poly(pyrrole-NTA) hongog sur la surface et la possibilité d'y

immobiliser de fagon réversible des biomoléculasidinylées.
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I1.1.1. L’acide nitrilotriacétrique (NTA) et le complexe MICU?".

L’acide nitrilotriacétique est un acide amino-#iiboxylique qui sert d’agent chélateur
de nombreux ions métalliques @oNi**, Cf*, Zr*...). Quatre liaisons de coordination
s’établissent entre ce ligand et lion métalliqueneerné, c’'est donc un chélateur
quadridentate. Dans le cas du cuivre ou du nickel ant, en général, une sphére de
coordination de six, quatre des six sites de coattin du métal sont occupés par ce ligand,

les deux autres sites étant coordinés avec unecoield’eau chacurSchéma II-1).

Schéma II-1 :Complexe NTA/C{i/(H20),.

1.1.2. Linteraction NTA/C(*/Histidine.

Schéma 1I-2 :A - Structure de la molécule Histiding;- Interaction NTA/Cti/(His),.

L’acide aminé histidine (His) fait partie des 2ficees aminés essentiels chez I'Homme
(nourrissons et enfants) ; elle remplit des fomgionportantes dans la structure et la fonction
des protéines (molécule tampon pour le maintiepkisanguin, transporteur de protons dans

les sites actifs enzymatiques...). Sa chaine latérale caractere basique et possede un cycle
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imidazole Gchéma 11-2-A) qui permet l'interaction avec le systtme NTAJCIElle est sous
forme neutre a pH = 7 étant donné son point istridee de 7,5. Lorsque le complexe avec
NTA/Cu** se forme, les deux molécules d’eau incluses delns-ci sont substituées par deux
molécules histidine§chéma 11-2B). Plusieurs travaux ont été publiés pour montnee q
'immobilisation est plus solide lorsque les molésuposseédent une séquence contenant six
histidines* > mais aussi que le complexe formé aveé*Guésente la plus grande stabilité
thermodynamiqu®. Cette interaction posséde le grand avantageediétrersible ; elle peut
étre dissociée de plusieurs factins

- par I'ajout d’'imidazole qui va remplacer les ialles histidines,

- par I'ajout ’EDTA (acide éthyléne diamine téaeétique) qui va décomplexer I'ion
métallique,

- par I'abaissement du pH (pH < 5) de la solutitmstidine se protonne et I'interaction

est rompue.

[1.1.3. Le poly(pyrrole-NTA).

Le poly(pyrrole-NTA) élaboré précédemment danguige résulte du couplage d'un
pyrrole avec un motif NTAchéma 1I-3 et profite alors des avantages d’électrodépasitio
contrdlée des polymeéres conducteurs électroniques anssi des propriétés d'immobilisation
du systéme NTA/CU. Ce monomére électropolymérisable permet I'obtenti'un polymére
organique & caractére hydrophile incorporant deifseTA. Aprés complexation avec €
il est alors possible de réaliser I'ancrage de mdés marquées avec des histidihes

@) @)
g N/\/\/\/\/\/\LN/\/\({LOH
— H o
" N on
HO o

Schéma 1I-3 : Structure du pyrrole-NTA.

Ce type de films a déja été utilisé dans I'équpoer I'immobilisation de protéines

enzymatique's ou transmembranair€sen offrant de trés bonnes performances.
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[1.2. Synthese et caractérisation du pyrrole-NTA.

[1.2.1. Synthese du monomere pyrrole-NTA.

La stratégie de synthése utilisée correspondlé développée par Haddour et"hkt
comporte deux intermédiaires réactionnels a pdetiracide 1-(11-undécanoique) : I'acide 1-
(11-undécanoique) pyrroleet I'ester activ@l de ce dernier. Le pyrrole-NTA est obtenu par
couplage de [l'ester activé du pyrroldl)( avec le produit commercial o\Na'-
bis(carboxymeéthyl)-L-lysine en milieu basique DM&ug(rendement global : 36 “§¢héma
11-4).

0
e} AN
o) DCC / NHS W/\/\/IL N
N/\/\/\/\/\/U\OH CN ©
. - o
_
I
o}
o N\ Q
H,N
/\/\/\/\/\/U\O/N 2 \/\/\/LLOH
< e
_
© _>70H
HO a
OH 0

Pyrrole-NTA
1

Schéma 11-4 :Principe de la synthése du pyrrole-NTA.

Les deux premieres étapes de la synthese perindibditenir les produits etll ont été
réalisées comme décrites dans les travaux de Haddai''. Seuls les rendements de ces
étapes ont été optimisés (85% et 83% respectivgreantéalisant les synthéses sur de plus
grandes quantités de matiére tout en conservantafgsorts molaires déja établis par ces

auteurs. Cependant, devant I'impossibilité d’olbtémipyrrole-NTA (Il , produit final), nous
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avons dd optimiser la derniére étape. Aprés réaataeprise dans 'eau, le milieu toujours
basique était originellement acidifié avec de decchlorhydrique pour obtenir le monomere
sous forme protonée et permettre ainsi sa prétgit&n solution aqueuse. Cette partie du
protocole possede un inconvénient majeur puisqueyile polymérise dans les solutions
contenant des acides fdft§pKa< -3). Nous avons alors décidé de réaliser plusiewages

avec de I'eau pour éliminer un maximum de soudeetmre dans le milieu réactionnel quitte
a perdre un peu de notre produit final. Cette dm#ras’est révélé étre un succes puisqu’elle
permet d'obtenir le produit pur avec un rendeme&getement inférieur a celui obtenu

auparavant (51% au lieu de 56%).

[1.2.2. Etude électrochimique du pyrrole-NTA.

Dans un premier temps, le monomere (pyrrole-NTAStéa caractérisé en solution par
voltammeétrie cyclique puis, dans un second tempmssnnous sommes intéressés a la
formation du poly(pyrrole-NTA) par balayages sustissde potentiels et par électrolyse a
potentiel contrélé. Les polymeres obtenus ont éesaté caractérisés par voltammeétrie

cyclique.

[1.2.2.a. Etude du monomere en solution

L’étude électrochimique du pyrrole-NTA a été réél en solution électrolytique
LiCIO, (0,1 mol.LY) dans CHCN acidifiée avec HCIQ (augmentation de la solubilité du

monomere en solution).

Dans un premier temps, le monomeére a été cars&tén solution par voltammeétrie
cyclique afin de vérifier qu'il présente le sigrédectroactif typique d’un N-alkylpyrrofd
Comme le montre |&igure 11-1, le composé présente un pic anodique intenselye8sVvs
Ag'/Ag qui correspond a I'oxydation irréversible durqmye et se trouve en accord avec les
potentiels d’oxydation (entre 1 et 1,2V Ag'/Ag) de monomeéres pyrroliques décrits dans la
littérature® °
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10 pA

E (V vs Ag'/AQ)

0.4 , 1 12

Figure 1I-1 : Voltampérogramme d'une solution de pyrrole-NTA@ mol.L*) dans CHCN
+ 0,1 mol.L* LiClO, (acidifié avec HCI@) sur électrode de platine (@ =5 mm). v=0,1V.s

11.2.2.b. Polymérisation par voltammeétrie cyclique

La formation du polymere a d’abord été étudieevmtammeétrie cyclique en réalisant
40 balayages successifs entre 0 et Is\\g'/Ag. L'apparition d’'un signal rédox réversible
centré vers 0,47 Vs Ag'/Ag est nettement visible sur Fgure 1I-2 et correspond bien au
signal électroactif typique d'un poly(pyrrole-N-gl)é° qui se situe entre 0,4 et 0,6 %
Ag'/Ag. Lintensité du signal augmente au fur et & unesdes cycles et cette évolution est
caractéristique de la formation d'un film poly(pylique) électroactif a la surface de

I'électrode avec 1 électron échangé pour 3 motifsgte polymérisés.

Figure 11-2 : Voltammaétrie cyclique (40 cycles) du pyrrole-NB5A0° mol.L") dans CHCN

+ 0,1 mol.l* LiClO,4 (acidifié avec HCIQ) sur électrode de platine (@ = 0,5 mm) a
v = 0,1 V.§". Pour des raisons de clarté, seulement les cykl&s 10, 15, 20, 25, 30, 35 et 40
sont représenteés ici.
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Le transfert de I'électrode ainsi modifiée dang solution électrolytique (0,1 mollL
LiCIO4 dans CHCN) permet d’observer la persistance de ce sigrdx réversibleRigure
[1-3). Ceci confirme la stabilité du film polymere déiegénéré ainsi que sa forte adhérence a

I'électrode.

Electrode recouverte
de poly(pyrrole-NTA)

’ Electrode nue

0.6  E (VvsAg'/Ag)

Figure 1I-3 : Electrode de platine (@ = 5 mm) modifiée avecdly(pyrrole-NTA) polymérisé
par voltammétrie cyclique et transférée danssCN + 0,1 mol.l* LiClIO; exempt de
monomére avec v =0,1 \L.s

I1.2.2.c. Polymérisation a potentiel contrélé

L’électropolymérisation du pyrrole-NTA a été ré&ge par chronoampérométrie a
potentiel imposé. Cette technique permet de cartrdisément I'épaisseur de la couche de
polymere déposé par controle de la charge éleetrigpnsommée durant le processus
d’électropolymérisation. Nous avons choisi un po&rE = 0,95 Vvs Ag'/Ag se situant au
pied du pic d’oxydation du pyrrole afin de permetta polymérisation tout en évitant sa
suroxydation. La suroxydation d'un film de poly(pyle) se produit a des potentiels
supérieurs a 1,2 Vs Ag'/Ag et conduit & la perte de conjugaison du polgtef’ et donc a

une partie de ses propriétés de conduction éleetriq
Cette électrolyse a potentiel constant condué fofmation d’'un polymére stable qui

présente le méme signal rédox que celui élaborggmmeétrie cyclique lorsque I'électrode

est transférée dans une solution exempte de moedrigure 11-4).
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Electrode recouverte
de poly(pyrrole-NTA)

10 pA

’ Electrode nue

—62—04

0.6 E (Vvs Ag'/Ag)

Figure II-4 : Electrode de platine (d = 5 mm) modifiée avecdy(pyrrole-NTA) polymérisé
par électrolyse a potentiel constant E = 0,95 VAG/Ag (Q = 0,5 mC) et transférée dans
CHsCN + 0,1 mol.I* LiCIO, exempt de monomeére avec v = 0,I%V.s

L’intégration du signal obtenu permet de calcuéerendement de la polymérisation
mais ne tient pas compte de I'éventuelle suroxgdadiu polymere. Ainsi, les rendements de
polymérisation des films poly(pyrroliques) ne s@arnais égaux a 100 %. L'intégration de
cette charge permet de calculer la concentratiosites électroactifs par unité de surface
notée e » (recouvrement surfacique réel de I'électrodedemant compte du fait que 0,33
électrons sont consommés par motif pyrrole lor$gest sous forme polymére lors du
processus réversible d’oxydo-réduction de ce derhi@ charge limite imposée lors de la
polymérisation permet de déterminer le recouvrem#édorique de [I'électrode noté
«T'heorique» €N considérant que 2,33 électrons sont consonpaesnotif pyrrole lors de
I'électrolyse. Le rapport de ces deux valeurs perohe calculer le rendement de la
polymérisation not& = I'reel/ T'théorique AiNsi, pour une charge imposée de 0,5 mC lorkde
polymérisation, nous avons obtenu un recouvremeriacquel e = 1,5.10° mol.cni? et
donc un rendement de polymérisatips 13 %. Il est possible que le film ait été l1égeeat
suroxydé dans notre cas vu la valeur du rendenepiotymeérisation ; la suroxydation d’'un
film de poly(pyrrole) conduit & la perte de conjisga du polymere au profit de la formation
de liaisons carbonyle ou alcébl ?® et, par conséquent, & une diminution du signal

d’électroactivité du polymere.

[1.2.3. Etude de perméabilité.

La perméabilité électrochimique d’'un polymére aaant une électrode représente sa

capacité a laisser diffuser des especes (moléagés,.) de la solution vers I'électrode et
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vice-versa. Le coefficient de perméabilité se déiee grace a I'ajout d’'une sonde rédox en
solution et par le suivi de I'évolution du signaé droltampérométrie stationnaire de
I'électrode modifiée a différentes vitesses de trotade I'électrode. Il rend compte du
coefficient de partage K de la sonde rédox entsolation et le polymere et du coefficient de
diffusion de la sonde électrochimique dans le filplymeére. Cette technique est basée sur
I'équation de Koutecky-Levich qui permet de religmtensité limite (lin) observée sur les
courbes de I&igure 11-5 a la vitesse de rotation de I'électrodB.(

Au niveau du plateausl), nous pouvons écrire :

Equation 11-1

ou k et |, caractérisent la diffusion de la sonde électrodiim dans la solution et la
membrane (polymére), respectivement.

La partie de diffusion en solutiopdorrespond a I'équation de Levich :

|, = O,62nFADS%|/%C°Qy2 Equation 1I-2

Alors que la partie située dans la membrane palgnie est reliée au coefficient de

partage K et au coefficient de diffusion de la sonetlox dans la membrang, D

FAD, KC° L
m - NFADKC Equation 1I-3
o
On obtient alors I'équation de Koutecky-Levich :
1 1 — 1 Equation I1-4

= +
lim  062nFAD 2y 76C® Q72 nNFR,C’

avec n: nombre d’électrons échangés, F : constiamtearaday, A : surface de I'électrode,
Ds et C: coefficient de diffusion et concentration de ¢aage électrochimique en solution;
viscosité cinématique de la solutiof?,: vitesse de rotation de I'électrode tournantg,: P
coefficient de perméabilité du film polymere vis4a- de la sonde électrochimique &t

épaisseur du film polymeére.
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Cette équation est valable uniquement dans le ddaee membrane polymére
électroinactive pour que l'intensité du signal olteorresponde a la diffusion de la sonde
rédox ajoutée en solution. Apres I'électropolymeticen du pyrrole-NTA, nous avons donc
commenceé par détruire I'électroactivité du film yuokre en le suroxydant par des balayages
de potentiels entre 0 et 1,2 Vs Ag'/Ag jusqu'a disparition compléte du signal
électrochimique du poly(pyrrole-NTA).

On remarque que la perméabilité correspond awrapp

P:KD

» m Equation 1I-5
o

Pour déterminer la perméabilité de notre polymareus avons donc enregistré
I’évolution du signal de voltampérométrie statioinead’'une électrode de carbone vitreux
modifiee avec un film de poly(pyrrole-NTA) suroxyd#ans une solution de tampon
phosphate (0,1 moll; pH = 7) contenant une sonde électrochimiquentEtanné la nature
ionique du polymére, nous avons choisi d'utilisee tsonde rédox neutre sous ses formes
oxydées et réduites, & savoir I'hydroquinone(frbl.L™%). La Figure 11-5 montre les courbes

obtenues a différentes vitesses de rotatiynde I'électrode comprises entre 500 et 3000 rpm.
'YoVa
———— 3000 rpm

100 pA

500 rpm

E (V vs ECS)
0 0.4 0.8

Figure II-5 : Voltampérogrammes de ['hydroquinone {l@nol.LY) dans du tampon
phosphate (0,1 molt. pH = 7) sur une électrode tournante de carborteevix (3 = 3 mm)
modifiee par un film de poly(pyrrole-NTA) avec Q05 mC. Vitesses de rotation de
I'électrode : 500< Q2 <3000 rpm etv =0,1V’s

Le tracé de Lf} en fonction de2 ™ donne une droiteF{gure 11-6) dont I'ordonnée &

I'origine dépend du coefficient de perméabilitg P
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Figure II-6 : Courbe de Koutecky-Levich obtenue a partir desangbérogrammes de
I'hydroquinone (18 mol.L*) dans du tampon phosphate (0,1 mdj.lpH = 7) sur une
électrode tournante de carbone vitreux (@ = 3 mnadifee par un film de poly(pyrrole-
NTA).

Le film de poly(pyrrole-NTA) étudié ici présentenas des meilleures perméabilités
obtenues, a ce jour, pour un film de poly(pyrrolaikyl substitué). LeTableau IlI-1
récapitule une partie des valeurs de la littérahane différents polymeéres étudiés.

Polymere étudié R, (cm.sh Sonde électrochimique Référence
Poly(pyrrole-NTA) 10" Hydroquinone (18 mol.L™") ce travail
Pol rrole-N-
Yy o 7,7.10° [Ru" (NH3)g]** (2.10° mol.LY) [24]
hydroxysuccinimide)
Pol rrole-3’-
_ Yy 4,4.10" Hydroquinone (2.18 mol.L™Y) [25]
siallyllactosyle)
Pol rrole-3’-
Yy 1,89 [RU" (NH3)g]®* (2.10° mol.LY [25]

siallyllactosyle)

Copolymére a base de
pyrrole-biotine et pyrrole- | 2,38.10° | [Ru"(NH3)¢** (2.10° mol.LY) [26]

lactobioamide (1/1 molaire)

Tableau II-1 : Valeurs de perméabilité obtenues sur des électratke carbone vitreux
modifiées avec différents poly(pyrrole-N-alkyl dithés) électrogénérés (Q = 2,5 mC:em
en solutions aqueuses (0,1 mdiLLiClO, ou tampon phosphate).

57



On remarque que seul le poly(pyrrole-3’-siallyttzgyle) qui posséde un haut caractére
hydrophile (nombreuses fonction hydroxyles et chargositives) a une permeéabilité

supérieure au poly(pyrrole-NTA).

11.3. Capteur & ADN basé sur linteraction NTA/Cu**/Histidine : détection par
spectroscopie d’'impédance électrochimique.

Le poly(pyrrole-NTA) a déja été utilisé pour I'inmhilisation de biomolécules telles
que les protéinés '’ et nous avons examiné les possibilités d’appticatie ce polymére afin
d’étendre ses compétences au développement deicaptADN.

[1.3.1. Présentation du capteur et élaboration.

En vue de détecter ’ADN du VIH (Virus de I'lmmudéficience Humaine), nous avons
mis au point un capteur utilisant la spectroscafiienpédance électrochimique comme
technique de détection de la formation du dupleADN (hybridation de deux brins

complémentaires).

L’élaboration de ce capteur comporte plusieurgpesdalont la premiere consiste a
électropolymeériser le pyrrole-NTA sur la surfaceime électrode de carbone vitreux. Cette
derniére est ensuite plongée dans une solutionude(00? mol.L™! dans du tampon acétate
0,1 mol.L'* & pH = 4,8) pendant 20 min puis rincée avec ufgisn de NaCl (0,5 mol.tY)
pendant 5 min sous vive agitation. L’ancrage duleup’ADN a été ensuite réalisé par
incubations successives de 30 min de cette élextrddns une solution contenant
I'oligonucléotide sonde (ADMNag) comportant une queue polyhistidine (6 His) ((y@&mL*
dans du tampon phosphate 0,1 mol;LpH = 7) puis dans une solution contenant
I'oligonucléotide cible complémentaire (ARN. ; 0,05 mg.mL* dans du tampon phosphate
0,1 mol.L.*; pH = 7). L'électrode est rincée, sous agitatinagnétique, dans du tampon
phosphate (0,1 moll; pH = 7) aprés chaque incubation pour éliminertecbiomolécule

adsorbée de facon non-spécifique.

Une représentation schématique du biocapteur iadsd présentée surdehéma lI-5
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AL
Poly(pyrrole)-NT

Schéma II-5 : Représentation schématique de l'architecture ékdo poly(pyrrole-NTA)-
CUP*-ADNsonde ADNeibie.

11.3.2. Caractérisations

L’architecture présentée a été caractérisée pareuirs technigues offrant des méthodes
de transduction du signal différentes. Nous avadudi€ ce systeme grace a la microscopie a
fluorescence (détection optique), la microbalangeartz (QCM, détection gravimétrique) et

enfin, par ampérométrie (détection électrochimique)
[1.3.2.a. Microscopie a fluorescence
Dans un premier temps, nous avons examiné lalplitgsd’ancrer, de facon spécifique,
I'oligonucléotide sonde histidinylé sur le film gely(pyrrole-NTA). Afin de pouvoir réaliser

une détection par microscopie a fluorescence, awogs polymérisé le poly(pyrrole-NTA)

sur des microélectrodes représentées sbctema 11-6

SiN passivé

>.<

connecteur Spots de Pt 10pum

Schéma 11-6 : Représentation schématique de I'architecture desoglectrodes utilisées en
microscopie a fluorescence.
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Ces microélectrodes sont réalisées sur des wdtersilicium recouverts d’'une fine
couche de silice (~ 0,8-1 um). Une fine coucheitded (~ 50 nm) est ensuite déposée pour
servir de couche d’accroche au platine (~ 100-1%B) qui est le matériau final d’électrode.
La surface de I'électrode utilisée n'est pas umuksde platine plein mais un réseau de
microélectrodes de 10 um de diamétre réguliereraspacéesSchéma 11-6). Toute la
surface du wafer est enfin passivée avec du nidersilicium (SiN) excepté le réseau de

microélectrodes et le connecteur.

Afin d’obtenir un dépdt comparable a celui qui ibé réalisé sur les électrodes de
platine de diamétre @ = 5 mm, nous avons conteghbrge électrique consommée au cours
de [I'électropolymérisation du pyrrole-NTA. Etant roh@ ['architecture complexe des
microélectrodes, nous avons estimé que la surfesespbts de platine représentait environ la
moitié du disque dans lequel on observe ces dsrpansi, nous avons limité la charge a Q =
20 puC (Q = 2,5 mC.ci). Ces microélectrodes modifiées avec du poly(pgrTA) ont été
plongées dans une solution de Gui0? mol.L™* dans le tampon acétate 0,1 mdi:LpH =
4,8) pendant 20 min puis rincées successivement @ve solution NaCl 0,5 mol’Let une
solution de tampon phosphate (0,1 mdl;LpH = 7) pendant 5 min chacune sous agitation.
Elles ont ensuite été mises a incuber successiveta@s des solutions de tampon phosphate
(0,1 mol.l*; pH = 7) contenant I'ADNbnge histidinylé (0,05 mg.mt) puis un
oligonucléotide cible complémentaire et biotinyté & (B-ADNgipie ; 0,05 mg.mLY) afin de
pouvoir réaliser I'ancrage de I'avidine (0,5 mg.Mlfluorescente (marquage FITC) lors de la
derniére incubation réalisée sur ces électrodes élaxtrodes ont été rincées dans du tampon

phosphate (0,1 mol'l; pH = 7) sous agitation magnétique aprés chaugieation.

Nous avons choisi le fluorophore FITC (Fluoreseéiso Thio Cyanate) car il est, de
loin, le plus utilisé pour réaliser le marquagepdetéines (telle que I'avidine) ou d’anticorps
de nos jours. Il existe donc de nombreuses bioratdéanarquées FITC disponibles dans le
commerce. Il posséde un fort rendement quantiquelieton absorbé sur deux va émettre un
signal de fluorescence) et le maximum de sa longdemde d’excitation se situe a 495 nm

tandis que celui correspondant a sa longueur d’didrission est a 525 nm.

Plusieurs expériences de contrdle ont été réaliapees chaque étape de I'élaboration
de I'architecture afin de vérifier qu’il n’y avagas d’interaction non-spécifique. Nous nous

sommes d’abord assuré que l'avidine-FITC n'avae paffinité ni avec le substrat de la
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microélectrode ni avec le film de poly(pyrrole-NT8)#* en laissant incuber celle-ci sur ces
deux types de surfaces. Aprés incubation et rin¢gepon phosphate 0,1 mof-L. pH = 7
puis KO distillée), on remarque qu’aucun signal de flsoe:ce n’est obtentigure 11-7- A

et B, respectivement). La méme procédure réalisée suwwafer modifié avec les couches
suivantes : poly(pyrrole-NTA)/CVADNgongen'a pas permis d’observer la fluorescence non
plus Figure I1I-7-C). Effectivement, seule I'électrode comportant dlgitecture compléte
poly(pyrrole-NTA)/CE*/ADNsonaéB-ADN i (Figure 11-7-D) permet d’obtenir un signal en
fluorescence. Ceci montre bien la spécificité dedemblage biomoléculaire réalisé et permet
d’affirmer que l'avidine-FITC s’est bien ancrée gdar biotine marquant I'oligonucléotide

cible complémentaire.

Figure 1I-7 : Clichés obtenus en microscopie a fluorescence sapneubation avec de
I'avidine fluorescente (FITC) sur une microéleceadd - non modifiéeB - modifiée avec du
poly(pyrrole-NTA) [i¢e = 1,5.10° mol.LY), C - aprés immobilisation de I'oligonucléotide-
sonde (fonctionnalisé en 5’ par une queue polydiisti) sur le film polymére dd - aprés
élaboration du capteur complet: poly(pyrrole-NT@Y/NH,-(His)s-ADNsonad ADNipie-
biotine. La barre d’échelle représente 20 um.

11.3.2.b. Gravimétrie (QCM)

Afin de connaitre la quantité de biomolécules inifigées au cours de chaque étape,
nous avons caractérisé le systeme grace a la mlargi® a quartz (QCM, principe et
description de la technique en partie expérimentabette technique est classiquement
réalisée sur des disques de quartz dont chaqueefiagecouverte d’'une fine électrode en or
(@ = 5 mm). Ces quartz ont une frequence de résenda 9 MHz et on se place sur la
troisieme harmonique du signal (27 MHz) pour ersegr les données et ainsi avoir une
amplitude du signal maximale. Une adsorption a uafase du quartz provogue une
diminution de la fréquence de vibration de ce dmret correspond a une variation de masse

grace a I'équation de Sauerbfey
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2
AF =2 am

Equation 11-6
L’électropolymérisation du pyrrole-NTA est doncaliéée sur une des deux faces
(électrodes) du quartz et celui-ci est ensuite bécdans une solution de €10 mol.L*
dans du tampon acétate 0,1 mdl;LpH = 4,8). Aprés un rincage avec de I'eau déstil ce
quartz modifié est ensuite placé dans la cellulad@CM (Veeuie = 50uL ; débit utilisé : 50
uL.min™). Toutes les solutions contenant les biomolécatesété préparées dans un tampon
phosphate salin (PBS : 0,05 mét.LpH = 7 ; NaCl 0,5 mol.t)) pour les mesures réalisées en
QCM. Cette méme solution est utilisée pour réalissrrincages entre chaque injection. La
Figure 11-8- A présente les variations de la fréequence de vidsratu quartz modifié lors des
injections successives d'une solution contenarigdoucléotide sonde histidinylé (0,01

mg.mL%), I'oligonucléotide cible biotinylé (0,01 mg.ri) et I'avidine (0,5 mg.mL).

(@)
VO

A '

100 Hz|

1000 s
(©) —

5

Figure 1I-8 : Variation de la fréquence d'un quartz modifié i poly(pyrrole-NTA)
complexant des ions &uen fonction du temps A - lors de I'ajout de (a) une solution
contenant l'oligonucléotide sonde histidinylé (0,0fy.mLY), (b) une solution contenant
I'oligonucléotide cible biotinylé (0,01 mg.i)et (c) une solution d’avidine (0,5 mg.HL B

— lors de I'ajout (c) d’'une solution d’avidine (Osfig.mL'). Toutes les solutions ont été
préparées dans un tampon phosphate salin (PBS5:@d.L"* pH = 7 ; NaCl 0,5 mol.L}) et
circulent dans la cellule de la QCM & un débit depd_.min'.

Les valeurs des variations de fréquence de vidiratu quartz sont récapitulées dans le
Tableau 1I-2 ainsi que les valeurs massiques, molaires et hebr® de brins d’ADN pour
chaque composé. On peut noter que seulement 45 %rids de I’ADNongeimmobilisés lors

de la premiére injection vont s’hybrider ; ceci pstbablement di a une géne stérique qui
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empéche les brins restants de s’hybrider. Enfinjection d’avidine provoque une forte
variation de la fréquence de vibration du quartzret fixation quantitative de I'avidine sur les
biotines présentées par les brins de I'ARNbiotinylé. Ces résultats confirment I'ancrage
spécifique de chaque couche lors de I'élaboratmfiadchitecture et permet de quantifier les
résultats obtenus par microscopie a fluorescent@alallele, nous avons injecté une solution
d’avidine (0,5 mg.mL* dans le tampon phosphate salin exposé précédendistement
sur le film de poly(pyrrole-NTA)-Cii (Figure 11-8-B) et aucune variation de fréquence n'a
pu étre observée ; ceci corrobore les résultatenoist en fluorescence quant a I'absence

d’interaction entre les motifs NTA-Glidu polymére et I'avidine.

Composé AF (Hz) m (ng) n (mol) nombre de brins
ADN songe histidinylé 71 26 3,3.16° 2.107
ADN il biotinylé 44 16 1,5.16° 9.10"
avidine 276 100 1,5.1%°

Tableau II-2 : Valeurs des variations de fréquence observéesderdsnjection des solutions
tampons phosphate salin (0,1 mal.t. pH = 7 ; NaCl 0,5 mol.[!) contenant I'ADNnge
I'ADNcipie biotinylé ou l'avidine.

Pour profiter completement des informations obésnigi, nous avons voulu quantifier
la part de la surface occupée par les brins d’AjfNdans un premier temps mais aussi
I'angle que forme la double hélice avec la surfagees I'hybridation. Ces calculs sont basés
sur ceux développés par Piro et®n 2007.

B

s
Syp-22mer/ .
22mer { Syp-22mer/33mer

~. o -

7

Schéma 11-7 : Représentations schématiques d’ADN immobilisésuger surfaceA - un
simple brin (sb) d'ADNB — un duplex d’ADN (double brin : db) complétemueytiridé etC —

un duplex d’ADN (db) dont une partie de la ciblest’ pas hybridée avec la sonde. Les
parties grisées représentent la surface qu'occup®M sur le support (I'électrode dans
notre cas).
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Le volume occupé par un brin d’ARNqeSe définit & I'aide du rayon de giration noté
R représenté sur lBchéma Il-7-A et est définit comme suit :

4 . .

Voo =57R2 Equation 1I-7

Pour connaitre 'encombrement du simple brin &ledtrode, ce n’est pas le volume de
ce dernier qui nous intéresse mais plutét la sarfaacupée par ce dernier qui correspond

alors a la surface de la projection de la sphemraygen R; :

S, = TR: Equation 11-8

La surface occupée par un brin d’ADN correspomisah § = 9,87 nm pour un rayon

de giration R = 1,77 nm définit grace a la relation suivante :

R, =(%Ljy2 Equation 11-9
L représente la longueur du brin d’ADN et p sa loswgy de persistance.

Les expériences de QCM ayant permis de déterneneombre de brins immobilisés
sur la surface, nous pouvons alors déterminer gu¥ @le la surface du quartz est modifiée
avec des brins d’ADNnqe Ceci permet de démontrer que la premiere cou&@M déposée
sur I'électrode est bien compacte mais aussi landodisponibilité des tétes NTA du

polymere.

Lors de I'hybridation avec un ADN complémentaif&DN songe QUi S€ trouvait sous
forme d’'une « pelote » change de configuration! AN cj,e comporte le méme nombre de
bases que I'’ADNnqe la double hélice peut alors étre assimilée aylindre formant un angle
0 avec la surfaceSchéma II-7B). Si I'ADN e posséde plus de bases que I'Al: nous
sommes alors dans un cas hybride entre les degemqigs auparavant comme représenté sur
le Schéma 1I-7-C. Dans le cas ou les deux brins sont totalementdéd il faut noter que la
surface peut étre divisée en deux parties ; conemesenté sur IBchéma II-78B, la surface
peut étre assimilée a un rectangle (partie la fiusée) auquel il faut ajouter deux demi-

cercles (parties les plus claires) de diametreadohgueur du rectangle est définie pai, (L
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cos 0) et sa largeur vaut d.qh et d sont la longueur et le diaméetre du double bri
respectivement. Dans la double hélice, d = 2 nta distance entre deux bases vaut : | = 0,34

nm?°. Le calcul de la surface correspondant a ce systétalement hybridé est alors :

2
Syn/n = dTn+ (L, — 034)xd x cosd Equation 11-10

Dans notre cas, les deux brins ne possedent padniee nombre de bases et il faut donc
appliguer un terme correctif a cette équation premsé compte la partie non hybridée du
duplex d’ADN. Cette partie se calcule seloBduation 11-8 définie précédemment pour un

ADN simple brin. L’équation globale du systeme dtésur leSchéma 11-7-C est alors :

ST dele+ (Laponsn — 034)xd x cOSO + 7R, Equation 1l-11

Etant donné que nous connaissons le pourcentagbrialation, nous pouvons déterminer le

nombre de brins sous les deux formes (simple eblddarin) mais aussi la surface occupée
par des simples brins {S= 1,1.16% nn?) et celle restant pour les doubles brins
(S = 8,7.10% nnt) avec Suar.= S + S. Ces relations permettent alors de déterminegléan

0 que forme le duplex d’ADN avec la surfaceé = 79,5 °. La valeur obtenue permet de

connaitre l'orientation des brins d’ADN par rappatia surface ; étant donné la compacité de
la premiere couche d’ADN (94 % de recouvrement)y'dst pas étonnant que les duplex

d’ADN soient presque perpendiculaires a la surthcguartz.
11.3.2.c. Ampérométrie

La derniere technique de caractérisation utilispeur ce systeme est la
chronoampéromeétrie a potentiel constant. Pour cetajs avons réalisé un marquage
enzymatique du duplex d’ADN avec la glucose oxydaseaison de sa large utilisation dans
le domaine des biocapteurs.

Afin de pouvoir réaliser ce marquage enzymatiqueys avons utilisé I'ADNye
biotinylé comme pour les caractérisations précédenine électrode de platine modifiée par
un film de poly(pyrrole-NTA)-C&" a donc été successivement incubée dans des sslutio

tampons phosphate (0,1 mot.t. pH = 7) contenant ’ADNne histidinylé (0,05 mg.mt),
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I'oligonucléotide-cible complémentaire et biotinylén 5 (B-ADNipe; 0,05 mg.mL),
I'avidine (0,5 mg.mLY) et enfin la glucose oxydase biotinylée (B-GOX5 énhg.mL?). Les
électrodes ont été rincées dans du tampon phosfhdatenol.L'* ; pH = 7) sous agitation
magnétique apres chaque incubation. Les perforrsateeette électrode ont été suivies par
ampérométrie & E = 0,6 ¥s ECS dans du tampon phosphate (0,1 mol.pH =7 ; T = 25
°C).

0 0.1 0,2
[glucose] (mol.L™)

Figure 1I-9 : A - Réponse ampérométrique a une augmentation deentmation en glucose
de 1,6 mmol.tt dans du tampon phosphate (0,1 mol.pH =7, T=25°C)aE = 0,6 V vs
ECS obtenue avec une électrode de platine (@ = » modlifiée avec du poly(pyrrole-NTA)-
CU?* et incubée successivement dans des solutionsmp®itaphosphate (0,1 motLpH = 7)
contenant I'oligonucléotide sonde histidinylé (0/8§.mL"), I'oligonucléotide cible biotinylé
(0,05 mg.mtY), I'avidine (0,5 mg.mt) puis la glucose oxydase biotinylée (0,5 mg‘mB -
Courbe d'étalonnage du glucose obtenue avec l@detmodifiée dans du tampon phosphate
(0,1 mol.LY, pH = 7, T = 25 °C).

+ -
A GOXox + glucose L,Ze» GOXred + gluconolactone

GOXréd + 02 ———— = GOXox + H202

0,6 Vvs ECS
B HO: » O+ 2H" + 2e-
Schéma 1I-8: A - activité enzymatique de la glucose oxydase (G@s<p-vis du glucose
permettant de générer.,B,. B - Détection électrochimique de,®, sur électrode de platine
aE=0,6VvsECS.

66



Le signal enregistré a I'électrode lors des ingact de glucose correspond a I'oxydation
du HO, produit lors de la réaction enzymatique entrellecage oxydase, le glucose et le
dioxygene §chéma II-§. Cette réponse enzymatique a été suivie au abwrgemps lors
d’injections successives de glucose. Eigure 11-9-A présente I'augmentation du courant
obtenu & I'électrode modifiée pour une injectiongtlecose (200 pL & mol.LY) et permet
de déterminer le temps de réponse de I'électrodes)1LaFigure 11-9-B présente la courbe
d’étalonnage résultant du suivi de la réponse aompétrique de I'électrode en fonction de la
concentration en glucose. Cette courbe a l'allymque des courbes obtenues pour des
biocapteurs ampérométriques a glucose: la prempagie de la courbe (faibles
concentrations en glucose) augmente linéairemadig&ue dans la seconde partie I'intensité

est constante et correspond a la vitesse maximoxgahtion du glucose par 'enzyme.

La premiere partie de cette courbe est linéaireusg gamme de concentrations en
glucose comprises entre 7@t 6,3.1C mol.L" et la mesure de la pente de cette droite
permet de déterminer la sensibilité de I'électr¢@l®1 mA.mol".L.cmi®). La seconde partie
de ces courbes (plateau) permet de définig J21,8 pA.crif); cette valeur étant
proportionnelle a la quantité d’enzyme immobiliséée va rendre compte de la compacité de
la couche d’enzyme immobilisée et donc de la ghadié la technique dimmobilisation
utilisée. La constante apparente de Michaelis-Menkg,**, déterminée grace a la
linéarisation de Lineweaver-Bufk est égale a 4" = 13,2.10° mol.L* (R2 = 0,9936).

Afin de voir I'éventuel effet de la double hélid®ADN sur la réponse ampérométrique,
nous avons réalisé une expérience en paralleleldguslle une électrode de platine modifiée
par un film de poly(pyrrole-NTA)/Ci a directement été incubée dans une solution de
tampon phosphate (0,1 molL. pH = 7) contenant la glucose oxydase marquée des
histidines (His-GOX ; 0,5 mg.mb). Aprés rincage de cette électrode dans du tampon
phosphate (0,1 moll; pH = 7) sous vive agitation, les performanceselte électrode ont
été suivies par ampérométrie & E = 0,89\ECS dans du tampon phosphate (0,1 mbj.pH
=7 ;T =25 °C) lors d’'ajouts successifs d'uneusoh de glucose. Le temps de réponse de
I'électrode (10 s) déterminé lors d’une injectioa dlucose (200 pL & TOmol.L™") est
présenté sur l&igure 11-10-A. La courbe d’étalonnage résultant de la variatier'intensité

du courant anodique en fonction de la concentragiorglucose est présentée sufFigure
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1I-10-B. Cette courbe présente une partie linéaire (d@°716,3.1F mol.L™") et tend ensuite

vers une asymptote horizontale pour les fortes eatnations en glucose.

La sensibilité de cette électrode, déterminée lpamesure de la pente de la partie
linéaire de la courbe, est de 0,5 mA.thalcm™ tandis que le courant de saturation (plateau)
vaut : Jhax = 11,5 pA.crif. La constante apparente de Michaelis-Mentgfi"K déterminée

grace a la linéarisation de Lineweaver-Burk, vayt®= 37,6.10° mol.L™* (R2 = 0,9963).

1
50 nAI
50s
|_|
A4
0 1 1 »-
0 0,1 0,2

[glucose] (mol.L™)

Figure 11-10 : A - Réponse ampérométrique a une augmentation deentmation en glucose
de 1,6 mmol.t! dans du tampon phosphate (0,1 mdJ.pH =7, T=25°C)aE = 0,6 V vs
ECS obtenues avec une électrode de platine (@ m)modifiee avec du poly(pyrrole-NTA)-
CU** et incubée dans des solutions de tampon phosg@atemol.L*, pH = 7) contenant la
glucose oxydase histidinylée (0,5 mghlIB - Courbe d'étalonnage du glucose obtenue avec
I'électrode modifiée dans du tampon phosphatef@®@LL?, pH = 7, T = 25 °C).

Les données relatives a ces deux systemes sapittdées dans l&ableau II-3. La
troisieme architecture présentée dansThbleau 1I-3 représente I'immobilisation de la
glucose oxydase biotinylée (B-GOX) sur un film dsyfpyrrole-biotine) grace a des ponts

avidine qui a été précédemment étudiée au laboedtoi

Afin de pouvoir effectuer des comparaisons ergsetiois systemes, il faut tout d’abord

noter que toutes les enzymes utilisées n'ont pagiae activité. Nous avons donc rapporté a

68



la valeur de l'activité enzymatique les parameinésencés par celle-ci comme le courant de

saturation et la sensibilité de chaque systéme.

) Ppy-NTA/Cu®'/ Ppy-NTA/Cu?"/ Ppy-biotine/
Systeme _ o o
His-GOX ADNgyplex/avidine/B-GOX | avidine/B-GOX
Référence ce travail ce travall [31]
Jmax (uA.crm?) 11,5(0,08) 21,8(0,1) 1 (0,009)
sensibilité
1 - 0,5(0,003) 0,91(0,004) 0,15(0,001)
(mA.mol~.L.cm™)
seuil de détection 5 ] o
. 7.10 3,7.10° non déterminé
(mol.L™)
amme de linéarité
J ) 7.10°-6,3.10° 3,7.10°- 1,6.1C¢ non déterminé
(mol.L™)
Km apparente , .
) 37,6.10° 13,2.10° non déterminé
(mol.L™)
activité de I'enzyme
. L 150 220 110
en solution (U.mg)

Tableau 1I-3 : Comparatif des valeurs obtenues sur des électroudifiées avec différents
poly(pyrroles) (Ppy) et la glucose oxydase (GOXs tonstantes apparentes de Michaelis-
Menten ont été obtenues grace au modele cinétiguarseweaver-Burk et les valeurs entre
parenthéses ont été rapportées a l'activité enzigmaten solution.

Si on calcule le rapport {sensibilité/activité gnmtique}, la sensibilité de notre
architecture contenant le duplex d’ADN est biensplyrande que celle correspondant a
I'électrode modifiée avec le poly(pyrrole-biotine)ais similaire a celle obtenue avec le
systéme poly(pyrrole-NTA)/CliHis-GOX. Ceci est probablement d{i & la faible pEahilité
du film de poly(pyrrole-biotine) comparée a callepoly(pyrrole-NTA).

La seconde partie de ces courbes (plateau) pedmetéfinir . Le rapport
{Imadactivité enzymatique} est bien plus grande pows &ectrodes modifiees avec du
poly(pyrrole-NTA) que pour celle élaborée avec dly(pyrrole-biotine). Méme si cette
valeur est proportionnelle a la quantité d’enzymenpbilisée, il est difficile de comparer ces
deux systemes étant donnée la forte différence eendgabilité des deux polymeres.
Cependant, cela permet de démontrer la formatiomed’couche compacte d’enzyme a la

surface de I'électrode modifiée au préalable pafilla poly(pyrrole-NTA)/Cuf*/duplex
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d’ADN/avidine. On peut remarquer que cette valestrum peu plus faible lorsque I'enzyme
est directement ancrée a la surface du polymérest ipossible que la double hélice d’ADN
permette d’augmenter la quantité d’enzymes immed#ls en exposant plus de points

d’ancrage (biotines) vers la solution.

La constante apparente de Michaelis-Mente®(’ obtenue avec Il'architecture
poly(pyrrole-NTA)/Cf*/His-GOX (37,6.1G mol.L* & 25 °C) est du méme ordre de grandeur
que celle obtenue lorsque la glucose oxydase esbletior’? (33.10° mol.L* & 25 °C). Le
second systéme & base de poly(pyrrole-NTAj/@uplex d’ADN/avidine/B-GOX présente
une valeur (13,2.1dmol.L™* & 25 °C) environ deux fois plus faible que cekel’dnzyme en
solution. Cependant, dans ce cas, il est trés desarde comparer ces valeurs car I'enzyme
est beaucoup plus éloignée de I'électrode que Emndeux autres cas ; il se peut alors que
I'H 0O, enzymatiqguement généré diffuse en plus grandetiggiarers la solution que dans le
cas ou la glucose oxydase est immobilisée a préxidiiecte de I'électrode. Dans la majorité
des biocapteurs élaborés, la constante apparenidiat@elis-Menten apparait plus grande
que la valeur du } de I'enzyme en solutidi; cette augmentation est systématiquement
attribuée a des contraintes diffusionnelles parpodp au glucose dues aux stratégies
d'immobilisation utilisées. En effet, il apparaibi@s un gradient de concentration dans le film
polymére qui se traduit globalement par une augatiemt de la valeur du €. Ces
raisonnements ne tiennent pas compte du role gggéme et de la régénération de I'enzyme
lors de I'oxydation électrochimique de®b. En effet, les travaux de Bartlett et WhitaKer
ont montré que la réaction enzymatique peut aussi lénitée par la régénération de la
glucose oxydase par le dioxygene. Ce phénomene ip&rvenir a deux niveaux: la
limitation du courant catalytigue mais aussi laétigue réactionnelle dans le cas de
immobilisation de cette enzyme grace a des polgmeé Des travaux effectués
antérieurement au laboratoffent permis d’attribuer cette diminution dans léeva du K,

a la régénération de I'enzyme par i devient alors I'étape limitante du mécanisroarple
fortes concentrations en substrat. Puisque noumnswbservé que la présence du duplex
d’ADN sur I'électrode permettait d’immobiliser pluBenzymes, la limitation due a I’'Ora
donc étre plus importante dans ce cas étant donaélagconcentration en,Qlissout en

solution est constante pour toutes les expériences.

Enfin, les seuils de détection des deux systentesa de poly(pyrrole-NTA) sont elles

aussi du méme ordre de grandeur, elles ont éténtiétes pour un rapport signal/bruit > 3.
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Les temps de réponse des deux électrodes étartigiges (10 s), on peut déduire que la
couche additionnelle de duplex d’ADN ne géne patffasion de HO,.

[1.3.3. Application a la détection de ’ADN-cible par impatte

La spectroscopie d’'impédance électrochimique &l&ésie pour réaliser la détection de
'ADN cipe complémentaire. Contrairement aux techniques sagb pour reéaliser les
caractérisations de ce systéeme, elle permet deseealne détection sans marquage de la
cible ; nous avons donc pu utiliser un AN non marqué (pour les caractérisations, la cible
était biotinylée).

En spectroscopie d'impédance électrique, le systétaudié doit étre linéaire ; il faut
interpréter cela par I'obtention d’une réponseding en courant pour une faible perturbation
de potentiel (mode potentiostatique) ou I'obtentibane réponse linéaire en potentiel pour
une faible perturbation en courant imposé (moderagalstatique). Malheureusement, en
électrochimie, les systemes ne sont jamais lingai@ choisit alors une perturbation du
signal assez faible pour rester sur une partiaiiaéde la courbe correspondant au systeme
électrochimique. Par conséquent, si I'on fait varike facon sinusoidale, a différentes
fréquences, le potentiel autour d’'une valeur coristd& avec une amplitudaE faible, la
réponse en courant suivra a la méme fréquenceudedtationnaire de facon a ce que le
courant soit alors lui aussi sinusoidal autour d’'waleur de courant constanteavec une
amplitude Al qui reflete la pente de la courbe stationnaBehg¢ma II-9. Cette méthode
permet d’obtenir des informations sur les étapesméhtaires constituant le processus
électrochimique global. L'impédance électriquasY st définie comme le rapport entre la

tension sinusoidaleE(w) = Exexpjat) appliquée au systéme et le courant résultant

|(w) = 1 xexd j(at + ¢)] de maniére que :

Z(w) :l—Exexp(—jqo) = |Z(w) xexpj @) Equation 11-12
Soit, en coordonnées cartésiennes :

Z(w) = Rz ()] + j Im[z(w)] Equation 1I-13

71



avec | : nombre imaginaire (jv-rl), o = 2af (f étant la fréquence), Re[d]] et Im[Z(«»)] :

parties réelle et imaginaire decq(respectivement.

N

2 AE

__*,;__u‘_'__'-.,.'________

»
»

. E

Schéma 11-9 :Principe de la spectroscopie d'impédance éleciriiue.

E

En impédance électrochimique, les mesures sontégeptées dans le plan de
Nyquist des électrochimistes : il s’agit de traedn[Z(w)] en fonction de Re[4{)]. Chaque
point du diagramme représente alors les valeurscdegposantes réelles et imaginaires de
'impédance pour une fréquence donnée et correspussi a I'extrémité du vecteur

d'impédance de module [£)| et d'anglep (Schéma 11-10.

mizen w=17

1Z(w)!

a
0

» Re[Z(w)]
Schéma 11-10 : Représentation de l'impédance électrochimique danglan complexe de
Nyquist.

11.3.3.a. Choix de la sonde électrochimique

L’'impédance électrochimique peut étre réalisée anesans sonde électrochimique en

solution. En absence de cette derniere, on ob$ernvansfert des especes ioniques seulement
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tandis qu’en présence d’'une sonde, on peut obsé&veansport d’électrons associée a la
réaction d’oxydation ou de réduction (selon le ptigd E; choisi).

Les sondes rédox classiques utilisées sont le leofifg" (CN)g]*/[Fe'(CN)s]* ou
encore le couple [RUNH3)e*"/[RU"(NH3)e]?*. Nous avons donc enregistré un premier
spectre d'impédance en présence du couple ferdffganure (4.18 mol.L"* dans le tampon
phosphate 0,1 molt; pH=7; T = 25 °C) avec une électrode modifiger un film
poly(pyrrole-NTA)-C*-ADNsonee(Figure 11-11). La courbe obtenue présente une résistance
énorme (~ 200 R). Le polymere étant chargé négativement, le claiwe sonde chargée,
elle aussi, négativement n'était pas adéquat esomaides phénomeénes de répulsion
électrostatiques empéchant le transfert d'électrentre la sonde électrochimique et

I'électrode recouverte de poly(pyrrole-NTA).

- Im(2) (kQ)

50

0
0 50 100 150 200 Re(Z) (kQ)

Figure 1I-11 : Spectre d'impédance réalisé avec une électrodeadsone vitreux (@ = 3
mm) modifiée par un film de poly(pyrrole-NTA)?Cet incubée avec une solution d’ARNe
histidinylé (0,05 mg.nit dans le tampon phosphate 0,1 mdl.pH = 7). La sonde
électrochimique utilisée est le couple ferri/feryaoure (4.1G mol.L* dans le tampon
phosphate 0,1 mol'l; pH =7 ; T = 25 °C). Vitesse de rotation de Bétrode :Q = 500 rpm,
gamme de fréquences : 0,1 Hz a 500 k|dz BCP mesuré eflE =5 mV rms.

Notre choix s’est alors naturellement porté sug sande électrochimique neutre sous
ses formes oxydée et réduite : I'hnydroquinone. €Csetinde rédox avait déja été employée
pour les mesures de perméabilité (§ 11.2.3.). Lesumes ont été réalisées dans les mémes
conditions que pour le couple ferri/ferrocyanure peésence d’hydroquinone (imol.L?
dans le tampon phosphate 0,1 mdl;LpH = 7 ; T = 25 °C). Le diagramme obteriiglire
[I-12) présente des résistances beaucoup plus faibles5RQ) mais aussi une allure bien
différente. Afin de pouvoir modéliser cette courlilefaut maintenant choisir le circuit

électrique équivalent modele adapté a ce systeme.
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Im(2) (Q)
-1000
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Figure 1I-12 : Spectre d'impédance réalisé avec une électrodeadsone vitreux (@ = 3
mm) modifiée par un film de poly(pyrrole-NTA)?Cet incubée avec une solution d’ARNe
histidinylé (0,05 mg.nit dans le tampon phosphate 0,1 mdl.pH = 7). La sonde
électrochimique utilisée est I'hydroquinone €1®ol.L* dans le tampon phosphate 0,1 mol.L
1 pH = 7 ; T = 25 °C). Vitesse de rotation de Bétrode :Q = 500 rpm, gamme de
fréquences : 0,1 Hz a 500 kHz,#£0,4 V vs ECS etE =5 mV rms.

[1.3.3.b. Choix du circuit électrique équivalent modele
11.3.3.b.a. Circuits électriques élémentair8s’” %

Les différents processus se déroulant a linterfalectrode/électrolyte peuvent étre
modélisés par la construction d’'un circuit éleatdgéquivalent. Chacun des composants
utilisés, branchés en série ou en paralléle, reptésun phénomene physique particulier. Ces
modéles sont ensuite utilisés pour ajuster lesraiames expérimentaux afin d’extraire les

parameétres nécessaires a la compréhension du gyétadié.

La mesure d'impédance électrochimique permet laraépn des courants faradique et
capacitif. Dans le modele électrique le plus sinqulda cinétique électrochimique est due au
seul transfert d'électron a l'interface, la paidiadique de I'impédance est modélisée par une
résistance de transfert de chargg; & la partie capacitive par un condensateur (ctpae)

dd a la double couche électrochimiquecd.es deux composantes (résistance de transfert de
charge et capacitance de double couche) sont etiger Dans ce cas, il faut additionner

I'admittance (inverse de I'impédance) de chaquepmsant :
Z(w) R Equation 11-14

1+ jaR Cyc

avecj=+/-1 et ouw est la pulsationdt = 2nf, f étant la fréquence du signal alternatif)
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Circuit électrique Représentation schématique
A - Résistance et capacité en parallele| -m@z /ot oM
— Rrc — fe
[ |
Cltlc Re (2)/Q
RTC
B - Résistance Ren série avec a
-m2)/Q WM
un circuit R-C paralléle 1 T
fo
—
N Re (2)/Q
Cl ! el R‘el + RT::
DC
C - Impédance de Warburg am@) o 4
semi-infinie
Zw X
W 7
a =45°
| "Re @/
D - Impédance de Warburg avec m@)/Q WA
couche de diffusio® limitée
Zy
3 = 45° Re (2)/Q
\AL a=45
W A

Tableau -4 : Représentation schématique des circuits élémastaintiisés et des
diagrammes de Nyquist théoriques correspondants.

La représentation de Nyquist de ce circuit ainge ggon schéma électrique sont
présentés dans [Eableau II-4-A. Il faut noter qu'aux basses fréquences, I'impédatend
vers R¢ tandis qu’elle tend vers 0 au niveau des hauépiénces. La fréquence au sommet
du demi-cercle f° (minimum de la partie imaginaiest une caractéristique de l'interface

électrode/électrolyte. On a alors :

R..Cpc27f° =1 Equation 1I-15
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Il est assez rare qu'un matériau d'électrode saitajpement plan. Le diagramme
d'impédance qui en résulte est un demi-cercle Bungine est décentrée de I'axe de Re(2).
d'un angle3rc. Le paramétre d'angtezc = 90 -Brc est alors une mesure de I'hétérogénéeité de
surface. Plus l'anglerc est proche de 90° plus la surface est homogeéne.

A cette impédance, il faut rajouter une composdotea la conduction ionique dans la
solution et dans le film situé a la surface deet&bde. Les propriétés électriques d’un
matériau (solide ou solution) correspondent auXad@&ments des charges ioniques dans ce
matériau. Les phénomeénes de conduction sont repiésspar une résistance d'électrolyte R
Pour un circuit composé de cette résistancg @R série avec un circuit résistancedR-

condensateur (§) en paralléle, il faut ajouter a 'équation quépede la résistance R

Rrc

+——— 1€ Equation 11-16
1+ J aRTCCDC

Z(w) =R,

Le diagramme de Nyquist de ce circlitbleau II-4-B) est sensiblement le méme que
celui décrit précédemment sauf que le demi-cercdelkat une translation de valeug Rur
I'axe des abscisses. La valeur de la résistan@nobtaux basses fréquences est alors égale a
(Rel + Rro).

Lorsque la cinétique électrochimique est plus dewg et que le transport de matiéere
intervient, la composante rajoutée dans le cirélattrique équivalent est une impédance de
Warburg. Cette impédance est ajoutée dans le tigtratrique en série avec la résistance de
transfert de charge (dans la branche faradiquerduit} et en parallele avec la capacitance de
double couche. Selon que la diffusion soit seminiaf(naturelle) ou dans une couche de
diffusion d constante (électrode a disque tournant ou memip@mecable) on utilise les deux
impédances de Warburg décritent ci-dessous :

Le circuit présenté dans Teableau 11-4-C représente I'impédance de Warburg semi-

infinie. L’expression de I'impédance de Warburg:est

Z,(w)= L-i)o Equation 11-17

avec o=

RT 1,1
N2F2AV2| ce /Dy Coa/Do
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avec n: nombre d'électrons échangés dans laaggattlectrode, A : surface de I'électrode,
Dy : coefficient de diffusion de I'espéce électroaetinobile k (O ou R), de concentration ¢
au sein de la solution.

Cette composante du circuit apparait sur le dragra de Nyquist comme une droite
formant un angle: = 45 ° avec I'axe des abscisses. Aux grandes érémps, I'impédance de
Warburg est faible puisque les espéces diffusentisel petite distance tandis qu’aux faibles
fréequences, elles doivent diffuser beaucoup plus éb, du coup, 'impédance de Warburg
augmente considérablement.

La derniére composante d’un circuit électriquespnéée dans I&ableau I1-4-D est
l'impédance de Warburg dans le cas d’une couchdiftiesion § limitée. L’Equation 11-15

devient alors :

Zy, (@) =R, Equation II-18

Aux hautes fréquences, on observe une draite &5 ° qui se prolonge par une boucle

coupant l'axe Re(Z) en un poing I que :

RT 0 1

= - - Equation 11-19
n’F* AD,c, a

0

L'autre parametre important de ce Warburg limitdeegeemps de relaxations :

Iy =—o Equation 11-20

La frequence au sommet de la boucle (minimum geutde imaginaire) est donnée par :

_ 204

sommet
2

7T 5

i Equation 11-21
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La combinaison de ces circuits élémentaires pemimtenir le circuit électrique
équivalent modele adapté aux données expériment@lgsi-ci doit rendre compte des

phénomenes électrochimiques se déroulant a |'éldetr

11.3.3.bS. Circuit électrique équivalent choisi

L'étude du systéme poly(pyrrole-NTA)/EUWADNsonqs(His)/ADNciye @ donc été
réalisée par impédance en présence de I'hydrogeind@®® mol.L") dans le tampon
phosphate (0,1 molt; pH = 7; T = 25 °C). Les mesures ont été réafisen se placant au
potentiel d’oxydation de I'hydroquinone {E 0,4 Vvs ECS) avec une amplitude du signal
perturbateuAE = 5 mV rms. Le domaine de fréquences choisistete 0,1 Hz a 500 kHz et
la vitesse de rotation de I'électrode a tout d'dbeété fixée aQ = 500 rpm. Le spectre

d’'impédance obtenu est présehtgure 11-13.

Im(2) (Q)
-1000

0
0 2000 4000 Re(2) (Q)

Figure 11-13 : Spectre d'impédance réalisé avec une électrodeadesoce vitreux (& = 3
mm) modifiée par un film de poly(pyrrole-NTA)?Cet incubée avec une solution d’ARNe
histidinylé (0,05 mg.nit dans le tampon phosphate 0,1 mdl.pH = 7). La sonde
électrochimique utilisée est I'hydroquinone €1®ol.L* dans le tampon phosphate 0,1 mol.L
1 pH = 7 ; T = 25 °C). Vitesse de rotation de Bétrode :Q = 500 rpm, gamme de
fréquences : 0,1 Hz a 500 kHz,#£0,4 V vs ECS etE =5 mV rms.

Le spectre d'impédance peut étre décomposé em fraities selon la gamme de
fréquences considérée : aux hautes fréquencegpdrait une résistance;Rlue a la chute
ohmique en solution tandis qu’aux fréquences inéeliires, on observe une résistangge R
(résistance due au transfert de charges) et uneosatbur g¢ (capacité de double couche
électrochimique) en paralléle. Enfin, aux basseéxjudences, nous avons introduit une
impédance de Warburg avec couche de diffugidimitée en série avectR Le circuit
électrique équivalent choisi ainsi que sa reprégiem schématique dans le plan complexe de

Nyquist sont présentés sur3ehéma II-11
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Schéma II-11 :A - Circuit électrique équivalent choisi pour le ®se étudié : électrode de
carbone vitreux modifiée avec un film poly(pyrrol@A)-C¥*-ADNsonde ADNeibie €N présence
de I'hydroquinone (I8 mol.L%). Le circuit se compose deyRrésistance due & la chute
ohmique en solution), 1B (résistance due au transfert de charges) en saxiec W
(impédance de Warburg avec couche de diffugiimitée) et en parallele avecyg (capacité
de double couchels - Représentation schématique du circuit établisd@nplan de Nyquist.

Nous avons alors utilisé ce circuit équivalent rpmaliser la simulation des spectres
obtenus dans le logiciel Z-view. Nous avons aldrewu les paramétressRRre, Coc, f°,
are, Rs, T etop qui permettent de déterminer la part de chaqueposante dans le processus
électrochimique global. Afin de valider le circuétectrique équivalent établi, nous avons
étudié l'influence de la vitesse de rotation déebérode dans les conditions expérimentales
préalablement exposées. Ces mesures ont été esadi®é= 500, 1000 et 2000 rpnfrigure
[I-14) et nous avons alors pu étudier les variationsdifé&rents parameétres en fonction de la

vitesse de).

Im(Z) (Q)
-200
C
0+ : a :b —p
0 500 1000 1500 Re(2) (Q)

Figure 1I-14 : Spectre d'impédance réalisé avec une électrodeadesoce vitreux (& = 3
mm) modifiée par un film de poly(pyrrole-NTA)?Cet incubée avec une solution d’ARNe
histidinylé (0,05 mg.nit dans le tampon phosphate 0,1 mdl.pH = 7). La sonde
électrochimique utilisée est I'hydroquinone €1®ol.L* dans le tampon phosphate 0,1 mol.L
1-pH =7 ;T =25 °C). Vitesses de rotation del¢érode :22 = 500 rpm (a), 1000 rpm (b) et
2000 rpm (c), gamme de fréquences : 0,1 Hz a 50 kH 0,4 V vs ECS etE =5 mV rms.
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Nous avons pu mettre en évidence que seule ldédoaaespondant a I'impédance de
Warburg est affectée par la vitesse de rotatiohétectrode. Celle-ci étant liée a la diffusion
des espéces en solution, nous avons alors vétgdas parametres;Rtt obéissaient bien

auxEquations 11-19 etll-20 en sachant que :

0= J,GIED%Q%V%3 Equation 11-22

Dans un systéeme ou la couche de diffusion estipatement localisée dans la solution,
les courbes R= f(Q™) ett” = f(Q"*) doivent donc étre linéaire selon EEguations 11-19, II-
20 et11-22. LaFigure 11-15 montre les droites obtenues p@ur R; etB - t”* en fonction de
Q™ avec de bons coefficients de corrélatiorf =F,9984 et R= 0,99976 respectivement.

B
A R Q4 172 (Sl/z)ﬂ‘
800t 0,8+
0,6+
4001
0,4 : —>
‘ — 0,05 0,1 0,15
0,05 0,1 0,15 Q12 (rad-1/2'81/2)

Q-l/2 (rad'm.sm)

Figure 11-15 : A — Evolution de la résistance de diﬁl‘usioglem fonction de 1I’inverse de la
racine carrée de la vitesse de rotation de I'élede ) et B — évolution de™ en fonction
deQ™

Ces expériences permettent donc de valider leitiéguivalent choisi en démontrant
que la boucle correspondant a I'impédance de Wgrhubien un caractére diffusif da a la

diffusion de I'hydroquinone qui a lieu principalemen solution.
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11.3.3.c. Ancrage de '’ADNongeSUr le poly(pyrrole-NTA)/Ca*

Dans un premier temps, nous avons étudié I'anated@DNsongesur le film polymeére.
Pour cela, nous avons enregistré un premier spdétnpédance avec I'électrode modifiee
par le poly(pyrrole-NTA)-Ct dans une solution de tampon phosphate (0,1 MoldH = 7 ;

T = 25 °C) contenant I'hydroquinone (1@ol.L™Y). Un second spectre a ensuite été enregistré
aprés incubation avec une solution de tampon plasp®,1 mol.' ; pH = 7) contenant
I'’ADN songe(0,05 mg.mLY) et rincage avec du tampon phosphate. Les paresnétifisés lors

de cette étude sont identiques a ceux exposésderdoéent (E= 0,4 VVSECS ;AE =5 mV
rms; Q = 500 rpm; gamme de fréquences: de 0,1 Hz a 1888). Les spectres
expérimentaux (points) ainsi que les simulatioign@s) obtenues dans Z-view avec le circuit
électriqgue équivalent choisi sont présentés sufFigure 11-16. Il est aisé de voir le
phénomene d'immobilisation de I'’ADMhgesur le film polymeére du fait du fort changement
dans l'allure du spectre d'impédance. Une analyse ppprofondie est présentée dans le
Tableau I1-5.

ajout sonde

Im(2) (Q)

-1000

poly(pyrrole-NTA)/Cu®*

0 [ [ [ [ —

0 2000 4000 6000 Re(Z) (Q)

Figure 11-16 : Spectres d'impédance réalisés avec une électraecaibone vitreux
(@ = 3 mm) modifiée par un film de poly(pyrrole-NT&U/** puis aprés incubation dans une
solution de tampon phosphate (0,1 mol.L-1 ; pH =ditenant ’ADNonge(0,05 mg.mL). La
sonde électrochimique utilisée est I'hydroquinob@(mol.L* dans le tampon phosphate 0,1
mol.L! ; pH = 7 ; T = 25 °C). Vitesse de rotation de BétrodeQ = 500 rpm, gamme de
fréequences : 0,1 Hz a 500 kHz,£0,4 V vs ECS efE = 5 mV rms. Ce graphe montre les
données expérimentales (points) et les donnéeauwdrayrace aux simulations réalisées avec
le circuit électrique équivalent modeéle établi (does).

Certains des paramétres obtenus varient peu odypssut, par exemple, la résistance
de I'électrolyte R (192 + 6 Q) est invariante. En effet, elle est due a la cotredion de
I'électrolyte qui ne varie pas au cours des mesutesn est de méme pour les valeurs de
I'angle de décentrage du demi ceraje (83 £ 3 °), la constante de temps caractéristique du
phénomeéne de diffusion(0,76+ 0,03 s) et I'angle de Warburgp (40+ 2 °). Par contre, la

résistance de transfert de charge Rugmente considérablemedR;c = + 1660Q) tandis
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gue la capacité de double couchg @t la fréquence au sommet du demi-cercle f° dieiiu
de - 0,53 uF et - 10,7 Hz respectivement. Cestaisuhontrent que le transfert d’électron est
ralenti (diminution de f°) mais aussi que la suefast plus encombrée (variations dg @t
Rrc). Il est surprenant quesRliiminue autant (- 2110Q) car cela peut, en premier lieu, étre
interprété comme une meilleure diffusion de la soékkctrochimique. Cependant, comme la
valeur det reste constante, on peut supposer que la valeliemiEsseur de la couche de
diffusion & reste constante elle aussi a condition que leficeeft de diffusion D soit
identique Equation 11-18). Dans ce cas, la variation de la résistance daedéfusion R ne
serait donc pas liée a une variation de I'épaissluda couche de diffusiod. L'autre
paramétre modifié lors de I'ajout de I'ARMNqe Ne peut alors étre que la concentration en
hydroquinone Equation 1I-17). Il se peut donc que la variation de la résistadue a la
diffusion R; observée soit due a une accumulation de la sordetraehimique

(I'nydroquinone) dans la couche de simples brins.

poly(pyrrole-NTA)-Cu #* | poly(pyrrole-NTA)-Cu *-~ADNsonde
Re () 192+6 191+6
Rrc Q) 1810% 60 3470+ 110
Coc (uF) 3,2+0,1 2,67 0,08
 (Hz) 27,9%0,9 17,206
arc (°) 83+3 82+3
Rs (Q) 4310+130 2200+ 70
7 (9) 0,76 +0,03 0,76 0,03
o ) 41%2 39+2

Tableau 1I-5 : Valeurs obtenues a partir de kigure 11-16 grace aux simulations des
données expérimentales réalisées dans Z-view awecirtuit équivalent choisi. dR:
résistance de I'électrolyte,{R: résistance de transfert de charge;cC capacité de double
couche, f° : fréquence au sommet du demi cesgle; angle de décentrage du demi cercle,
Rs : résistance due a la diffusion,: constante de temps caractéristique du phénondene
diffusion,ap : angle de Warburg.

11.3.3.d. Hybridation de 'ADNjpje
Nous avons d’abord étudié la réponse de ce cafgeera un ADNye complémentaire

et un autre ADN non-complémentaire afin de démorn#repécificité de I'hybridation. Cette

étude a été réalisée grace a la spectroscopie édamze électrochimique. Une électrode
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modifiée par le poly(pyrrole-NTA)-Cii a été mise & incuber successivement dans des
solutions de tampon phosphate (0,1 nmidl.lpH = 7) contenant I’ADRngepuis 'ADN non-
complémentaire (I®mol.L™Y) et 'ADNipe complémentaire (I®mol.LY). L'électrode a été
rincée dans du tampon phosphate (0,1 miol.bH = 7) aprés chaque incubation puis un
spectre d’'impédance est enregistré. Les spectiagpéliance obtenus sont présentés sur la
Figure 1I-17 ; les données sont représentées sous forme dés gaimdis que les courbes
symbolisent les données obtenues par simulatiors damiew avec le circuit équivalent
modele. Il faut d’ailleurs noter I'excellente cdeton entre les données expérimentales et

celles obtenues par simulation qui confirment Ie blooix du circuit électrique équivalent.

ADN non-complémentaire ADN complémentaire
Im(2) (Q)
-1000
-500 sonde
0 i 1 —>
0 2000 4000 Re(2) (Q)

Figure 1I-17 : Spectres d'impédance réalisés avec une électrodeadeone vitreux
(2 = 3 mm) modifiée par un film de poly(pyrrole-NT@u**-ADNsonge €t incubée avec des
solutions tampon phosphate (0,1 mdl;LpH = 7; T = 25 °C) contenant 'ADN non-
complémentaire (I® mol.LY) ou I'ADNipye complémentaire (I® mol.L%). La sonde
électrochimique utilisée est I'hydroquinone €1®ol.L* dans le tampon phosphate 0,1 mol.L
1. pH =7; T =25°C). Vitesse de rotation de BétrodeQ = 500 rpm, gamme de fréquences
: 0,1 Hz a 500 kHz, £= 0,4 V vs ECS efE = 5 mV rms. Ce graphe montre les données
expérimentales (points) et les données obtenuesegafix simulations réalisées avec le
circuit électrique équivalent modéle établi (cowspe

Les simulations réalisées dans Z-view avec laiitigquivalent ont permis d’obtenir les
valeurs présentées dans Tableau II-6 aprés incubation avec I'ADJhge I'ADN gibe
complémentaire & 10mol.L"* et un ADN non-complémentaire & 4@nol.L™* lui aussi. On
peut remarquer que beaucoup de parametres vaderels que la résistance de I'électrolyte :
Rel (144+5 Q) due a la concentration de I'électrolyte, la frégee au sommet du demi cercle
f° (20,8 £ 0,7 Hz), I'angle de décentrage du demi ceragle (78 + 3 °), la résistance de
diffusion R; (2330+ 80 Q), la constante de temps caractéristique du phéne e diffusior
(0,86 + 0,03 s) et I'angle de Warburgp (46 £ 2 °). Le fait que R varie peu avec la
concentration en ADNe confirme que la couche de diffusion est principaat localisée a
I'extérieur du film polymere. La faible variatioreda valeur deirc montre que I'hybridation
ne provoque pas de changement de rugosité de flacsude I'électrod®. La vitesse du
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transfert de charge n’est pas affectée non pluspeif°® est tres peu influencée, elle aussi, par

la concentration en ADM. Par contre, on remarque que la capacité de daabiehe G¢c

diminue (- 0,8 pF) alors que la résistance de tesinde charge R augmente (+ 116Q) lors

de I'hybridation avec un ADM,e complémentaire. La valeur de,&est proportionnelle a la

surface accessible au transfert de charge tandss lgualeur de R est inversement

proportionnelle a cette surface. Ces résultats dénerat que I'évolution obtenue lors de la

formation du duplex n’est due qu’a un pur effetmétrique sur la surface de I'électrode : en

effet, le transfert d’électron n’est pas ralentisralieu sur une surface plus petite.

ADNgiple ADN
ADNsonde complémentaire non-complémentaire
(10% mol.L™Y (10% mol.L™Y)
Rel () 157+5 130+4 144+5
Rrc () 231070 3470+110 2510+ 80
Coc (uF) 3,210,1 2,4+0,1 2,99 +0,09
f* (Hz) 21,3+0,7 19,9+0,6 21,1+0,7
arc (°) 77+3 78+3 78+3
Rs (22) 2370+ 80 2330+ 70 2300+ 70
T (S) 0,87 +0,03 0,86 +0,03 0,85 +0,03
ap (°) 46+2 45+2 46+2

Tableau II-6 : Valeurs obtenues grace aux simulations des donegpeérimentales de la
Figure 1I-17 réalisées dans Z-view avec le circuit équivalehoisi. R,: résistance de
I'électrolyte, Rc: résistance de transfert de charge;cC capacité de double couche, f°:
frequence au sommet du demi ceralgc: angle de décentrage du demi cercle,: R
résistance due a la diffusion,: constante de temps caractéristigue du phénondme

diffusion,ap : angle de Warburg.

Il semble alors que seul le demi-cercle est adfgur la concentration en ARN:

complémentaireKigure 11-18) et donc que R soit le paramétre le plus influencé lors de la

formation du duplex d’ADN Tableau 11-6). L’incubation d’une électrode modifiée par un

film de poly(pyrrole-NTA)/CG"/ADNgongedans une solution d’ADM. complémentaire (I

mol.L'™) provoque une augmentation de la résistance dsfera de charge de + 116D

tandis qu’elle augmente de + 200avec un ADN non-complémentaire {fLohol.L™).
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Il faut cependant noter que les valeurs des paramébtenues peuvent étre tres
différentes d’'une électrode a une autre. Par exenigplvaleur de la résistance de transfert de
charge correspondant a I'’ARMseancré sur le poly(pyrrole-NTA)/Glivaut 3470 dans le
Tableau II-5 et 2310Q dans leTableau 1I-6. Par contre, la méme expérience reproduite
quatre fois sur différentes électrodes permet @wintdes variations reproductibles avec une
incertitude relative de 3 %.

Nous avons finalement utilisé ce capteur pouréi@ction de concentrations croissantes
en ADN;pe complémentaire. Pour cela, I'électrode modifiée lgafilm de poly(pyrrole-
NTA)-Cu®* a été incubée successivement dans des solutidmsngen phosphate (0,1 mal.L
1+ pH = 7) contenant I'’ADlnge puis des concentrations croissantes d’ARNcomprises
entre 10" et 3,1.1F mol.L™. L’électrode a été rincée dans du tampon phosgBatemol.L
1. pH = 7) aprés chaque incubation puis un spetimgpédance a été enregistré. Les spectres
d'impédance obtenus sont présentés skidare 11-18. Pour des raisons de clarté, seulement

une courbe sur trois est représentée.

Im(Z) (Q)
-2000 -+

0 2000 4000 6000 Re(Z) (Q)

Figure 11-18 : Spectres d'impédance réalisés avec une électrodeadeone vitreux
(2 = 3 mm) modifiée par un film de poly(pyrrole-NT@u**-ADNsonge €t incubée avec des
solutions tampon phosphate (0,1 mdl;LpH = 7; T = 25 °C) contenant 'ADM & des
concentrations croissantes : (a) 0 mat,l(b) 10" mol.L*, (c) 10 mol.L%, (d) 10™ mol.L?,
(e) 10° mol.L* et (f) 3,1.10 mol.L . La sonde électrochimique utilisée est I'hydroguie
(10° mol.L* dans le tampon phosphate 0,1 mdl:LpH = 7 ; T = 25 °C). Vitesse de rotation
de I'électrode2 = 500 rpm, gamme de fréquences : 0,1 Hz a 500 EHz,0,4 V vs ECS et
AE =5 mV rms. Ce graphe montre les données expgétates (points) et les données
obtenues grace aux simulations réalisées avecrtmitiélectrique équivalent modele établi
(courbes).

La Figure 11-19 montre les variations de la résistance de trandi&eichargeARc en
fonction de la concentration en ARMN complémentaire. Ici aussi, les valeurs entre les

différentes électrodes testées étaient différants les variations restaient reproductibles (au
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moins sur les quatre électrodes testées) ; c’astqaa que nous avons choisi de présenter la
variation de la résistance de transfert de cha®a: = Rrc(ADNcipie) — Rrc(ADNgongd €N
fonction de la concentration en ARMN complémentaire. Cette courbe montre une évolution
linéaire deARyc en fonction de log(JADMNbi]) sur une large gamme de concentrations en
ADN.ipie comprises entre 10 et 10° mol.L'* avec une pente égale a 9DANité log de
concentration en ADM (R? = 0,9943). Le seuil de détection pour les mestéabsées en
impédance est de T®mol.L™. Celle-ci reste compétitive avec les valeurs alxsrjusqu’ici

qui étaient comprises entre f0et 5.10"° mol.L* pour les plus sensibf&s*® On peut aussi
remarquer que l'incubation avec un ADN non-complétaiee provoque une variation de la
valeur de R¢c (ARtc = + 200Q) inférieure a celle obtenue pour un ARN complémentaire a
une concentration de 10 mol.L* (+ 400Q) qui se situe pourtant en dessous du seuil de
détection.

A
AR _(Q)

1200
900 1
600 |

300

10" 10" 10" 10° 10° [ADN_ ] (mol.L™)

Figure 11-19 : Courbe d'étalonnage pour le capteur a ADN élabooéraspondant a la
variation de la résistance de transfert de charfiegrc en fonction de la concentration en
ADNjpie. Courbe obtenue a partir des données deidaire 11-18.

L’excellence des performances obtenues est due farfe perméabilité du film de
poly(pyrrole-NTA) par rapport a la diffusion de ytiroquinone mais aussi a la forte densité
de biomolécules immobilisées lors de chaque étapfn, ce polymere chargé négativement
empéche l'adsorption non-spécifique de I'ADN (cl@argégativement) par interactions

électrostatiques.
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I1.3.3.e. Etalonnage par conductimétrie

Afin de faciliter la détection, le capteur a ADRligé en impédance a été converti pour
des mesures de conductimétrie. Ce type de mesategaisé en appliquant une tension
électrique alternative a une fréqguence donnée angiede mesurer les variations de
conductance ; celle-ci est inversement proportibaree la résistance. Puisque chaque point
du spectre d'impédance dans le plan de Nyquisésemte les valeurs des parties réelle et
imaginaire de Zf) pour une fréquence donnée, on peut connaitreottula de I'impédance
|Z(w)| pour chaque concentrations en AfgN Nous avons donc mesuré les variations du
module d’'impédance a une fréquence de 3 Hz enifonde la concentration en ARMe. La
Figure 11-20 rappelle les spectres d’'impédance obtenus avecatezntrations croissantes
en ADN.jpe tandis que la ligne représentée sur ces spectiafaries points ou la fréquence
o =3 Hz.

Im2) (Q),
-2000
-1000 +
0~ } } \ —
0 2000 4000 6000 Re(2) (Q)

Figure 11-20 : Spectres dimpédance réalisés avec une électrodeadeone vitreux
(@ = 3 mm) modifiée par un film de poly(pyrrole-NT&U**-ADNsonge €t incubée avec des
solutions tampon phosphate (0,1 mdl;LpH = 7 ; T = 25 °C) contenant 'ADM & des
concentrations croissantes. La sonde électrochimigilisée est I'hydroquinone (£amol.L*
dans le tampon phosphate 0,1 mdl.LpH = 7 ; T = 25 °C). Vitesse de rotation de
I'électrode Q = 500 rpm, gamme de fréquences : 0,1 Hz a 500 EHz 0,4 V vs ECS et
AE =5 mV rms. Ce graphe montre les données expgétates (points) et les données
obtenues grace aux simulations réalisées avecrtmitiélectrique équivalent modele établi
(courbes). La droite rouge montre la fréquence matepour les mesures conductimétriques
(w = 3 Hz) a la fin du demi-cercle.

Les courbes montrant les variations du modul€ingédanceAZsy, aw = 3 Hz mais
aussi les variations de la résistance de trandéehargeARrc ont donc pu étre tracées en
fonction de la concentration en ARM (Figure 1I-21). On remarque que les deux courbes
ont exactement la méme allure et la méme gammmméarité entre 1€ et 10° mol.L™. La

pente pour les mesures de conductivité est égald,A2Q/unité log de concentration en
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ADN.ipie (R? = 0,9935) ; celle-ci est Iégérement plus faible gour le graphe précédent mais
reste du méme ordre de grandeur. Ceci est du aiquaila fréquence au sommet du demi-
cercle f° ne change pas lors de la formation dueduu coup, la distribution des points en
fonction de la fréquence reste la méme pour tosisspectres d'impédance enregistrés. Le

point correspondant a une fréquence 3 Hz est toujours le dernier point du demi-crcl

*AR__(Q)
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°Az,  (Q)
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Figure 11-21 : Courbe d'étalonnage pour le capteur a ADN élabooéraspondant a la
variation de la résistance de transfert de char&c (trait plein) et la variation du module
de lI'impédancedZzy; a @ = 3 Hz (pointillés) en fonction de la concentratien ADNipe.
Courbes obtenues a partir des données déadare 11-20.

11.3.3.f. Etude de la régénération de I'électrode

Afin de vérifier la réversibilité de 'immobilisain de I’ADNsongechistidinylé sur le film
poly(pyrrole-NTA)/C#*, nous avons laissé incuber le biocapteur présgatéssus dans une
solution de tampon phosphate (0,1 mdl;LpH = 7) contenant 0,2 mol’Ld’imidazole
pendant 2 heures sous vive agitation puis rincte @ééctrode dans une solution de tampon
phosphate (0,1 molt; pH = 7) pendant 2 heures sous vive agitatiomrdin 2 heures
supplémentaires dans une nouvelle solution de tarmpposphate. L'immersion successive de
cette électrode dans une solution de tampon ac@dtemol.L'* ; pH = 4,8) contenant du
CuCh (10% mol.L'") pendant 20 min puis dans des solutions de tarphosphate (0,1 moliL
1. pH = 7) contenant I’ADNnqe (0,05 mg.mL*) et 'ADNipe (3,1.10° mol.L'Y) pendant 30

min chacune permet d’étudier la possibilité de négétion de I'électrode. Les incubations
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sont suivies d’'un rincage dans une solution de tanghosphate (0,1 mol’L; pH = 7) sous
vive agitation pendant 5 min. Nous avons enregisinéspectre d'impédance apres les
incubations réalisées avec I'ARMNqgeet 'ADNihe dans les conditions expérimentales décrites
auparavant (= 0,4 Vvs ECS ;AE = 5 mV rms ; gamme de fréquences : de 0,1 HzGa 50
kHz ; Q = 500 rpm) en présence de I'hydroquinone¥(ibl.L™") dans du tampon phosphate
(0,1 mol.L*; pH=7; T =25 °C).

Les spectres obtenus pour [I'électrode modifiee par film poly(pyrrole-
NTA)/Cu?*/ADNgongeavant et aprés régénération de I'électrode sargemtés sur I&igure
[1-22. On remarque qu’ils sont légérement différentssnadci avait déja été observé au
laboratoiré® lors d’une étude similaire traitant de la réveiisé de I'immobilisation de la
glucose oxydase histidinylée sur le poly(pyrroleAYTu?*. Celle-ci avait permis de montrer
gue ~ 20 % du signal était perdu lors de la prezi€égénération de I'électrode. La répétition
de cette opération de coordination et décoordinadies ligands histidine de I'enzyme avait
ensuite été reproduite cing fois de suite sur lmmeélectrode sans provoquer de diminution
notable du signal a partir de la deuxiéme régéingrates résultats obtenus ici montrent bien

gue le signal évolue un peu lors de la premierénmégation de I'électrode.

Im(2) (Q) ADN__avant régénération
-1000
ADN apres régénération .
sonde
0~ | } —»
0 2000 4000 Re(Z) (Q)

Figure 11-22 : Spectres diimpédance réalisés avec une électrodeadeone vitreux
(@ = 3 mm) modifiée par un film de poly(pyrrole-NT@u**-ADNsonge €t régénérée avec une
solution d'imidazole (0,2 mol}) dans le tampon phosphate (0,1 mol;LpH = 7) puis
incubée dans une solution tampon phosphate (0,1LihplpH = 7) contenant 'ADNbnde
(0,05 mg.mLY). Un spectre a été enregistré avant la régénémafuis un autre apreés
régénération et incubation avec I'ARNgse La sonde électrochimique utilisée est
I'hydroquinone (1G mol.L*! dans le tampon phosphate 0,1 mdl:LpH = 7 ; T = 25 °C).
Vitesse de rotation de I'électrod2= 500 rpm, gamme de fréquences : 0,1 Hz a 500 EHz,
= 0,4 V vs ECS efE = 5 mV rms. Ce graphe montre les données expstaies (points) et
les données obtenues grace aux simulations réaliagec le circuit électrique équivalent
modele établi (courbes).

Les spectres obtenus aprés régénération pour lsplalét I'ADNipe SONt présentés sur
la Figure 11-23 et on voit bien que le phénoméne d’hybridatiom@durs lieu. Cependant,
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nous avions obtenu une variation de la résistaectahsfert de chargeRrc = + 1250Q
pour cette concentration d’AQMNe (3,1.10° mol.L'™Y) lors de I'élaboration du capteur et nous
avons maintenant une variatidiRrc = + 977Q qui correspond a 78 % de la réponse initiale
apres régeénération du capteur. On peut remarqueel @uretrouve ~ 80 % du signal comme
pour les mesures effectuées précédemment au laberaavec la glucose oxydase
histidinyléé™,

Im(2) (Q) ADN
-1000
ADN
sonde
0-+* | | —
0 2000 4000 Re(2) (Q)

Figure 11-23 : Spectres dimpédance réalisés avec une électrodeadgone vitreux
(@ = 3 mm) modifiée par un film de poly(pyrrole-NT@*-ADNsongeADNibe €t régénérée
avec une solution d’imidazole (0,2 mét)ldans le tampon phosphate (0,1 mol;LpH = 7)
puis incubée dans des solutions tampon phosphate tl.L*; pH = 7) contenant
I'’ADNsonge (0,05 mg.mL) et ensuite 'ADNpe (3,1.10° mol.LY). Un spectre est enregistré
apres chaque incubation dans les solutions contefYaDNsonge€t I’ADNipe respectivement.
La sonde électrochimique utilisée est I'hydroquie@h0® mol.L* dans le tampon phosphate
0,1 mol.L* ; pH = 7 ; T = 25 °C). Vitesse de rotation de BétrodeQ = 500 rpm, gamme de
fréquences : 0,1 Hz a 500 kHz, £0,4 V vs ECS elE = 5 mV rms. Ce graphe montre les
données expérimentales (points) et les donnéeauwdrayrace aux simulations réalisées avec
le circuit électrique équivalent modeéle établi (does).

Ces résultats illustrent parfaitement la réveliggbde I'immobilisation de biomolécules
histidinylées sur le film de poly(pyrrole-NTA)/€lvia le complexe NTA/Cti/His ainsi que

la bonne répétabilité du processus d'immobilisatbhexcellente stabilité du film polymere.
[1.3.4. Bilan
Cette étude a permis d'illustrer les capacitéspdly(pyrrole-NTA) en vue de son
utilisation dans le domaine des biocapteurs et parsiculierement pour la réalisation d’'un
capteur a ADN. Ce systeme offre de nombreux avastagmparé au systéme classique

avidine/biotine comme nous avons pu lillustrerttau long de cette partie du chapitre.

Les capteurs élaborés avec des polymeres biatirsgdéffrent souvent de la mauvaise

perméabilité de ces films biotinylés a laquellentis’ajouter la couche d’avidine qui a
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souvent un effet « bloquant » au niveau de l'iategf électrode/solution et ralentit alors les

processus électrochimiques.

Les performances exceptionnelles obtenues avealy¢pyrrole-NTA) résident dans le

fait que ce polymére organique a caractére hydi®pphosseéde une perméabilité tres

intéressante et peut permettre I'immobilisatiorcdeches compactes de biomolécules.
I1.4. Immobilisation de biomolécules grace & l'interactio NTA/Cu®/Biotine.
I1.4.1. L'interaction NTA/C\f*/Biotine.
Il.4.1.a. Le systéme biotine/avidine
La biotine est une vitamine hydrosoluble (vitamBweou H) ; c’est un coenzyme qui
participe a de nombreux métabolismes (acides glasjdes...) mais aussi a la synthese

d’autres vitamines (8 Bi»...). Elle est composée d’'un noyau 2-imidazolidindumgonné a

un noyau thiolane auquel un groupement acide paigae est rattach&¢héma 11-12A).

Schéma 11-12 :A - Structure de la molécule biotin®;- Complexe avidine-biotine.

En vue de lI'immobilisation de biomolécules, ellst &rés souvent utilisée avec son
partenaire affin : l'avidine ou d’autres moléculagant la méme activité (neutravidine,
streptavidine...) du fait qu’elle forme une interactitrés forte avec ces derniers,(& 10*°
molt.L)*2
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L’avidine est une glycoprotéine tetramérique gsii eonstituée de quatre sous-unités
identiques permettant de reconnaitre chacune utécoie de biotine§chéma 11-12B).

Les surfaces modifiées avec une biotine ont eHlassi été tres utilisées pour
'immobilisation de molécules biotinyléegia des molécules d’avidine. Cependant, ces
architectures souffrent souvent d’'une faible pehildéd et présentent des performances

électrochimiques amoindries.
11.4.1.b. Apport du nouveau complexe

Dans les années 1970, les travaux de Sigel Griesséf ont permis de démontrer
qu’une liaison de coordination s’établit entre Iatime et les ions métalliques tels que ¥In
CU" et Zrf*. De plus, ces auteurs suggérent que linteractioec ces ions métalliques
divalents impliquerait I'atome de soufre de la iiet.

Nous avons donc combiné ces deux systemes pdalieetiancrage de la biotine sur le
systéme NTA/CE (Schéma 1I-13 avec comme atouts la disponibilitt commerciale de
nombreuses molécules marquées avec une biotine amais ['utilisation d'un polymere
organique a caractere hydrophile qui permet d’dbtene meilleure perméabilité de la

couche de polymere comparée a I’hydrophobie desfile poly(pyrrole-biotine).

i
HN/\NH

0
] /U\ . COOH
o

COOH

Schéma 11-13 :Interaction NTA/CE'/(biotine.
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[1.4.1.c. Présentation du nouveau systeme dimmobilisation de

biomolécules biotinylées

Nous rapportons ici une nouvelle méthode d’'immséilon de molécules biotinylées
sur des surfaces fonctionnalisées. Nous avons@mbifine interaction non-spécifique entre la
biotine et le cuivre CU découverte lors de I'étude du capteur & ADN prénédCe nouveau
systeme d’'immobilisation peut permettre I'immolalion de biomolécules (enzymes,
anticorps, ADN...) biotinyléesSchéma 1I-14.

anticorps
antigéene

Poly(pyrrole)-NTA

Schéma 1I-14 :Immobilisation de biomolécules grace au systém&/SF*/biotine.

L’élaboration de ces architectures a été réalemeelusieurs étapes dont la premiére
consiste a électropolymériser le pyrrole-NTA surslarface d’'une électrode de carbone
vitreux ou de platine. Cette derniére est ensuibmgée dans une solution de ZCy10?
mol.L* dans du tampon acétate 0,1 mdl;LpH = 4,8) pendant 20 min puis rincée avec une
solution de NaCl (0,5 moll) pendant 5 min sous vive agitation. L'ancrage de |
biomolécule biotinylée est ensuite réalisée panlation de I'électrode dans une solution de
tampon phosphate (0,1 mof-. pH = 7) contenant la glucose oxydase biotiny@eSOX ;

0,5 mg.mLY), la polyphénol oxydase biotinylée (B-PPO; 0,3.mmg") ou I'ADNsonge
biotinylé (B-ADNsonge, 0,05 mg.mLY). L'électrode est ensuite rincée, sous agitation

magnétique, dans du tampon phosphate (0,1 tolgH = 7).
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[1.4.2. Caractérisation par microscopie a fluorescence

Avant d'étudier l'ancrage de biomolécules biotésd, nous avons tout d'abord
caractérisé cette nouvelle voie d'immobilisatioAag a la microscopie a fluorescence. Nous
avons utilisé les microélectrodes et le fluoroph&it@C précédemment présentés (cf. 8
[1.3.2.a.) pour réaliser ces expériences.

Ces microélectrodes ont été préalablement modifedaeec un film de poly(pyrrole-
NTA) par électropolymérisation puis plongées dams solution de CuGl(102 mol.L™* dans
un tampon acétate 0,1 mof.L. pH = 4,8) pendant 20 min. Aprés des rincagesessifs dans
des solutions de NaCl (0,5 mofL et de tampon phosphate (0,1 mdi.LpH = 7), les
microélectrodes ont été mises a incuber pendanmBO dans des solutions de tampon
phosphate (0,1 molt; pH = 7) contenant la glucose oxydase biotiny[BeGOX ; 0,5
mg.mL?) puis I'avidine marquée avec le fluorophore FIE®idine-FITC ; 0,5 mg.mt). Les
électrodes ont été rincées dans du tampon phosfhdatenol.L'* ; pH = 7) sous agitation
magneétique apreés chaque incubation.

Comme précédemment, nous avons commencé pareréddis expériences de contrdle
en laissant incuber I'avidine-FITC sur la surfaeela microélectrode directement mais aussi
sur le poly(pyrrole-NTA)/Ct'. L’absence de fluorescence sur ces deux typeeattétes
(Figure 11-24-A et B) corrobore bien les mesures effectuées dans Iaig@re partie du
chapitre. Seul le wafer modifié avec le poly(pyerd TA)/CLF*/B-GOX/avidine-FITC permet
d’observer le signal de fluorescenéegire 11-24-C). Il faut tout d’abord noter que I'enzyme
biotinylée (B-GOX) ne porte pas une seule maisiplus molécules de biotine en surface ;
certaines lui permettent de s’ancrer sur le filnyp@re tandis que celles plus exposées a la
solution forment le complexe avec l'avidine. Nowsrs donc démontré la formation d’'un
complexe entre les motifs NTA du polymere et ledémaes de biotine s’établissant autour
de lion CUf™.

Figure 11-24 : Clichés obtenus en microscopie a fluorescence aprégbation avec de
I'avidine fluorescente (FITC) sur une microéleceadd - non modifiéeB - modifiée avec du
poly(pyrrole-NTA)/CE" (I7¢er = 1,5.10° mol.LY), C - aprés immobilisation de la glucose
oxydase biotinylée sur le film polymére. La baréctelle représente 20 um.
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[1.4.3. Etude de I'ancrage de biomolécules biotinylées

Ayant démontré la possibilité d’ancrer la biotswr le poly(pyrrole-NTA), nous avons,
dans un premier temps immobilisé une enzyme mo(iglglucose oxydase biotinylée : B-
GOX) a la surface du polymeére. Celle-ci étant larget utilisée dans le domaine des
biocapteurs, la comparaison des performances oddeanvec d’autres systemes déja établis
est facilitée. Dans un second temps, nous avon®bilise une autre enzyme : la polyphénol
oxydase biotinylée (B-PPO) et enfin un ADN biotéyB-ADNsonqg-

I1.4.3.a. Glucose oxydase biotinylée (B-GOX)

Un biocapteur a glucose a donc été réalisé surélewrode de platine (d = 5 mm)
modifiée par un film de poly(pyrrole-NTA)/Glipar incubation dans une solution de tampon
phosphate (0,1 moll; pH = 7) contenant la glucose oxydase biotiny|BeGOX ; 0,5
mg.mL?). Aprés un ringage dans du tampon phosphate (6]1th; pH = 7) sous agitation,
nous avons déterminé les performances de cetteaglecpour la détection du glucose par
chronoampérométrie a potentiel constant E = 0,8s\ECS dans une solution de tampon
phosphate (0,1 mol'l; pH=7; T =25 °C).

I1.4.3.a.a.Résultats expérimentaux
La réponse ampérométrique de ce capteur, corrdapbra l'oxydation de D,
enzymatiquement généré, a été enregistrée au fumstsure des injections successives de
glucose dans la solution.
La Figure 11-25 présente I'évolution du courant d’oxydation ad@&rode en fonction

du temps ; chaque injection de glucose provoqueaugenentation de l'intensité du signal qui
se stabilise ensuite et apparait alors sur la eocmmmme des « marches d’escaliers ».
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Figure 11-25 : Réponse ampérométrique d’'une électrode de pla@ie § mm) modifiée avec
du poly(pyrrole-NTA)/Cti et incubée dans une solution de tampon phospBatentol.L?,
pH = 7) contenant la glucose oxydase biotinyléeG@BX ; 0,5 mg.mt) dans du tampon
phosphate (0,1 mol}, pH = 7, T = 25 °C) & E = 0,6 V vs ECS suite amjections
successives de glucose dans la cellule électrogheni

| | B
T Lal

0 0.1 0.2 0.3

[glucose] (mol.L™)

Figure 11-26 : A - Réponse ampérométrique a une augmentation deentmation en glucose
de 1,6 mmol.tt dans du tampon phosphate (0,1 mdJ.pH =7, T=25°C)aE = 0,6 V vs
ECS obtenues avec une électrode de platine (d =f§ modifiee avec du poly(pyrrole-
NTA)/C#*/B-GOX.B - Courbe d'étalonnage du glucose obtenue aveediéde modifiée

dans du tampon phosphate (0,1 md).pH = 7, T = 25 °C).

Comme illustré par le signal de réponse du bieeapa une injection de 200uL d’'une
solution de glucose & TOmol.L* (Figure 11-26-A), le temps de réponse du systéme est
relativement rapide (environ 10 s). La courbe dé#taage résultant de ces injectioRgg(re

[I-26-B) a l'allure typique des courbes classiquement éss pour des biocapteurs
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ampérométrigues enzymatiques. Une partie linéairelenue aux faibles concentrations en
substrat avec une pente de 0,6 mA:hiaktm? correspondant & la sensibilité du biocapteur a
glucose. Aux fortes concentrations en glucose,lategu montrant la saturation de 'enzyme
en substrat apparait ; celui-ci définit le couramaximum d’oxydation du glucose par la
glucose oxydase :md = 13,2 pA.crif. La constante apparente de Michaelis-Menten,
déterminée grace a la linéarisation de LineweavekBest égale & @ = 36,6.10° mol.L™*

(R* = 0,9974).

I.4.3.a,8 Comparaison avec les systémes NTA/(Histidine et

biotine/avidine/biotine

Afin de bien mettre en évidence les performancesydtéme d’immobilisation basé sur
linteraction NTA/Cf*/biotine, nous avons comparé les différents panasébtenus lors de
I'étude ampérométrique de lI'ancrage de la glucosgase biotinylée sur le poly(pyrrole-
NTA)/Cu** (Figure 11-26-B) avec ceux obtenus lors de I'immobilisation deglacose
oxydase histidinylée (His-GOXFigure 11-10-B) sur ce méme polymére d’'une part et ceux
obtenus précédemment dans I'équipe lors de limhbsaltion de la B-GOX sur le

poly(pyrrole-biotine)via des ponts avidine d’autre part.

Les données concernant les études ampérométrideieses trois systemes sont
récapitulées dans [€ableau 1I-7. En tenant compte des différentes activités entigunes
des glucoses oxydases utilisées, les rapports ifsk@gactivité enzymatique} des capteurs a
glucose & base de poly(pyrrole-NTA)/Csont identiques et environ trois fois plus grandes
gue celle obtenue avec le poly(pyrrole-biotine)n&lde Tableau 1I-7, les valeurs entre
parenthéses ont été rapportées aux activités emigyras en solution). Ceci est sGrement d
au fait que la perméabilité de notre polymére ést plus grande que celle du poly(pyrrole-
biotine).

Les courants maximum () obtenus doivent, eux aussi, étre rapportés aivisr
enzymatique en solution. Ces valeurs étant diremtémeliées a la quantité d’enzymes
immobilisées sur I'électrode, la comparaison degxdsystemes a base de poly(pyrrole-
NTA)/Cu** permet de dire qu'environ 80 % de la surface esbuverte de B-GOX si on fait
I'hypotheése d’un recouvrement surfaciqgue de 100w4ceHis-GOX. Par contre, le rapport
{Imadactivité enzymatique} obtenu avec le poly(pyrrbietine) est plus de cing fois plus

faible que les deux autres mais on ne peut pas reditte évolution a la quantité d’enzymes
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sur I'électrode car les deux polyméres ont des pehitités tres différentes qui vont aussi
influer sur cette valeur.

Les constantes apparentes de Michaelis-Mentgfi"fKobtenues avec les architectures
élaborées sur du poly(pyrrole-NTA)/€wsont du méme ordre de grandeur que celle obtenue
lorsque la glucose oxydase est en soldfia33.10° mol.L"). Bien qu'il soit un peu
audacieux de comparer ces valeurs, cette similitpeet étre attribuée a I'excellente
perméabilité du poly(pyrrole-NTA)/Gli mais aussi & une remarquable biocompatibilité de
cette surface modifiée qui confere alors a I'enzyumeenvironnement équivalent a celui

gu’elle aurait en solution aqueuse.

) Ppy-NTA/Cu®'/ Ppy-NTA/Cu®/ Ppy-biotine/
Systeme . o
B-GOX His-GOX avidine/B-GOX
Référence ce travail ce travail [31]
temps de réponse (s 10 10 5
Jmax (WA.cm®) 13,2(0,06) 11,5(0,08) 1(0,009)
sensibilité
1 ” 0,6(0,003) 0,5(0,003) 0,15(0,001)
(mA.mol~.L.cm™)
seuil de détection . c ] o
N 1,7.10 7.10 non déterminé
(mol.L™)
amme de linéarité
J ) 1,7.10" - 1,5.10° 7.10°-6,3.10 non déterminé
(mol.L™)
Km apparente . o
) 36,6.10° 37,6.10° non déterminé
(mol.L™)
activité de I'enzyme
. L 220 150 110
en solution (U.mg)

Tableau II-7 : Comparatif des valeurs obtenues sur des électradedifiees avec le
poly(pyrrole-NTA)/CG" et la glucose oxydase marquée avec des biotind3QR) ou des
histidines (His-GOX) et le systeme classique pgtygte-biotine)/avidine/B-GOX. Les
valeurs entre parenthéses ont été rapportées aiVigeE enzymatique en solution.

11.4.3.b. Polyphénol oxydase biotinylée (B-PPO)
En vue de confirmer les possibilités offertes gmnouveau systeme, nous avons réaliseé
un biocapteur a base de polyphénol oxydase bién{B-PPO) pour la détection du catéchol.

Cette étude a été réalisée sur une électrode bereawitreux (@ = 5 mm) modifiée par un

98



film de poly(pyrrole-NTA)/C&* puis incubée dans une solution de tampon phosgbate
mol.L* ; pH = 7) contenant la polyphénol oxydase biogey(B-PPO ; 0,3 mg.mt). Aprés
un rincage dans du tampon phosphate (0,1 mgl.pH = 7) sous vive agitation, les
performances de cette électrode ont été détermipgeshronoampéromeétrie a potentiel
constant E = -0,2 Ws ECS dans une solution de tampon phosphate (0,1ThopH =7 ; T
=25 °C).

[1.4.3.b.a. Résultats expérimentaux
Lors des injections de catéchairtho-phénol) et en présence ¢Ola polyphénol
oxydase produit dedrtho-benzoquinone qui va alors étre réduite a I'élatdra E = - 0,2 V

vs ECS Schéma II-15. Ces injections provoquent alors une augmentatiorcourant de

réduction a I'électrode suivie d’une stabilisatoincourant (plateau).

OH /O
PPO =
A @ +102 ——» ©\ + H0
OH \O
0 02 Vvs ECS OH
B +2H"+26 — »
N~
O OH

Schéma 11-15 :A - activité enzymatique de la polyphénol oxydaseXP#s-a-vis de I'ortho-
diphénol permettant de générer I'ortho-benzoquindBe- Détection électrochimique de
I'ortho-benzoquinone sur électrode de carbone uitra E =- 0,2 V vs ECS.
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Figure 11-27 : A - Réponse ampéromeétrigue a une augmentation deentmtion en
catéchol de 8,9 pmolidans du tampon phosphate (0,1 mdJ.pH =7, T=25°C) & E = -
0,2 V vs ECS obtenues avec une électrode de caslitveex (3 = 5 mm) modifiée avec du
poly(pyrrole-NTA)/CG'/B-PPO. B - Courbe d'étalonnage du catéchol obtenue avec
I'électrode modifiée dans du tampon phosphatef@®@LL?, pH = 7, T = 25 °C).

L’ajout de 100 pL d’une solution de catéchol & hool.L™* est représenté sur fagure
[I-27-A ; on peut observer que le temps de réponse dectréde, de I'ordre de 10 s, est
relativement rapide. La courbe d’étalonnage réstltie ces injections successiv&sg(ire
[I-27-B) présente une évolution caractéristique aux biecap enzymatiques. Aux faibles
concentrations en catéchol, une droite de pentke ég&56 mA.mot.L.cm? est obtenue et
définit la sensibilité de ce biocapteur a catéclolpartir d’'une concentration en catéchol
d’environ 1,5.10 mol.L%, un plateau correspondant & la saturation delimpénol oxydase
en catéchol apparait avec un courant de saturdtign= 25,4 pA.cif. La constante
apparente de Michaelis-Menten, déterminée graeeliadarisation de Lineweaver-Burk, est
égale & "= 7,5.10 mol.L* (R* = 0,9992).

[1.4.3.b,5. Comparaison avec le systeme biotine/avidinetgoti

Une étude comparative des données relatives ardiga de la polyphénol oxydase
biotinylée (B-PPO) sur le poly(pyrrole-NTA)/€uet le poly(pyrrole-biotine)/avidine peut
alors étre tentée.

Comme précédemment, les valeurs des sensibititdssecourants maximum obtenues
ont été rapportés a I'activité enzymatique de IREB en solution. De plus, il faut noter que

les données relatives au systéme classique awibtiee obtenues au laboratditent été
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réalisées avec une électrode modifiée par cinghasude B-PPO reliées entre elles par une
couche d’avidine. Cependant, une autre étude éealau laboratoire dans laquelle des
couches successives de B-PPO ont été déposéesnsurlectrode modifiée par du
poly(pyrrole-biotine) grace a des ponts avidineerhaque couche de B-PPO a permis de
démontrer que le courant maximupy.Jest directement proportionnel au nombre de couches
d’enzyme (au moins jusqu’a 7 couches successivemiemosées). La valeur de Ly du
capteur & base de poly(pyrrole-biotifte donc été divisée par cing pour déterminer le
courant maximum équivalent a une couche de B-PPO.

Etant donné la similitude des activités spécifqjues enzymes employées avec le
poly(pyrrole-NTA) et le poly(pyrrole-biotine), resptivement 5080 et 5150 U.fhgles
valeurs de Jmax enregistrées avec les deux systgenesnt étre directement comparées. |l
apparait ainsi que la valeur obtenue avec le ppiygfe-NTA) égale & 25,4 pA.chest plus
de deux fois plus grande que celle obtenue (10,3mA lors de I'immobilisation de la
polyphénol oxydase biotinylée sur du poly(pyrroletine). Comme nous l'avions déja
mentionné lors des études concernant I'immobilisatie la glucose oxydase biotinylée,
I'hydrophobie des films de poly(pyrrole-biotine) nagise fortement les performances du
biocapteur qui en résulte.

Les rapports {sensibilité/activité enzymatiquel}sddeux systémes sont similaires, on
obtient une valeur de sensibilité de 656 mA:fdokcm? pour le systéme élaboré avec le
poly(pyrrole-NTA)/CH* et 522,4 mA.mot.L.cm? pour le systtme élaboré avec du
poly(pyrrole-biotine) et 5 couches successives dEP®. Cependant, I'évolution de la
sensibilité en fonction du nombre de couches d’emegyn’est pas forcément linéaire mais
dépend tout de méme de la quantité d’enzjfmesest alors délicat de tirer des conclusions
ici.

Pour le systeme élaboré sur du poly(pyrrole-NTiA)constante de Michaelis-Menten
Km®P est plus faible (7,5.10mol.L™Y) que celle obtenue lorsque I'enzyme est en sattitio
(1,9.10" mol.L'Y). Cependant, il ne faut pas oublier que dans $edeala PPO, le mécanisme
électro-enzymatique est différent : I'injection citéchol permet de générer enzymatiquement
I’ ortho-benzoquinone qui est ensuite réduite en catéchéleatrode ; celui-ci va pouvoir étre
re-oxydeé par 'enzyme. Ce phénoméne de recyclagerpedifier la cinétique enzymatique et
va donc avoir un ordre de réaction supérieur asdawis du catéchol, ce qui peut engendrer

un abaissement de la valeur dy®.
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I1.4.3.c. Oligonucléotide biotinylé (B-ADN)

Dans le but d’élargir les compétences de ce nauggateme, nous avons examiné la
possibilité d'immobiliser d’autres biomolécules gies enzymes, par exemple 'ADN. La
spectroscopie d'impédance électrochimique a étésiehpour réaliser cette détection afin de
pouvoir comparer les performances obtenues loFsnamobilisation d’'un ADN biotinylé (B-
ADNsongd et celles préalablement exposées lors de I'aecdign ADN histidinylé (His-
ADNsongd & la surface du poly(pyrrole-NTA)/€U

La procédure concernant I'élaboration de cettetélde modifiée est trés similaire a
celle utilisée pour réaliser le capteur a ADN pnéSdors de la premiére partie de ce chapitre.
La premiere étape concerne I'électropolymérisation pyrrole-NTA a la surface d’une
électrode de carbone vitreux (& = 3 mm). Dans worse temps, cette électrode est plongée
dans une solution de tampon acétate (0,1 ritqljpH = 4,8) contenant du €u(10% mol.L™)
pendant 20 min sous agitation magnétique puis eiae@c une solution de NaCl (0,5 mafL
pendant 5 min sous vive agitation et enfin rincaesdune solution de tampon phosphate (0,1
mol.L* ; pH = 7) pendant 5 min sous agitation. L'immailion de la double hélice d’ADN
a éte finalement réalisée par incubations sucoessians des solutions de tampon phosphate
(0,1 mol.L* ; pH = 7) contenant I'oligonucléotide sonde bigtén(B-ADNsonge; 0,05 mg.mL
Y puis I'oligonucléotide cible (ADMye; 0,05 mg.mLY). Aprés chaque incubation, I'électrode
a été rincée dans du tampon phosphate (0,1 thobH = 7) sous agitation magnétique.

Dans un premier temps, nous avons étudié I'anckgd ADNgonge biotinylé (B-
ADNsongg sur le poly(pyrrole-NTA). Dans cette optique, premier spectre d'impédance
d’une électrode de carbone vitreux (@ = 3 mm) médipar du poly(pyrrole-NTA)/Cili a été
enregistré puis l'enregistrement d'un second spediimpédance a été réalisé aprés
incubation de cette électrode dans une solutioiadgon phosphate (0,1 mofL pH =
7) contenant ’ADNongebiotinylé. Ces mesures ont été réalisées dansalodon de tampon
phosphate (0,1 mol't; pH = 7 ; T = 25 °C) contenant I'hydroquinone €1®ol.L™"). Nous
avons choisi I'nydroquinone comme sonde électroajum pour les mémes raisons que celles
exposeées lors de la précédente étude réalisépeetrascopie d'impédance électrochimique
(8 11.3.3.9). Dans l'optique de comparer les résultats obteposr l'immobilisation
d’oligonucléotides sondes histidinylé ou biotinyligus avons conservé les parametres de
mesures établis préecédemment €,4 VVSECS ;AE = 5 mV rms Q = 500 rpm ; gamme
de fréquences : de 0,1 Hz a 500 kHz).
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poly(pyrrole-NTA)/Cu®*
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Figure 11-28 : Spectres d'impédance réalisés avec une électrodeadeone vitreux
(@ = 3 mm) modifiée par un film de poly(pyrrole-NT@u/** puis aprés incubation dans une
solution de tampon phosphate (0,1 mol.L-1 ; pH =c@htenant I’ADNynge biotinylé (0,05
mg.mL?%). La sonde électrochimique utilisée est I'nydromuie (10° mol.L'* dans le tampon
phosphate 0,1 mol}l; pH = 7 ; T = 25 °C). Vitesse de rotation de Eétrode@ = 500 rpm,
gamme de fréquences : 0,1 Hz & 500 kHz B,4 V vs ECS eflE = 5 mV rms. Ce graphe
montre les données expérimentales (points) et desmé@ks obtenues grace aux simulations
réalisées avec le circuit électrique équivalent gledtabli (courbes).

A ZWa
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Schéma 1I-16 :A - Circuit électrique équivalent choisi pour le ®me étudié : électrode de
carbone vitreux modifiée avec un film poIy(pyrrbl@lb\)/cLf*/B-ADI\go,m(ADl\lcime en
présence de I'hydroquinone (1@nol.L'}). Le circuit se compose de,Rrésistance due a la
chute ohmique en solution);&R(résistance due au transfert de charges) en saéver W
(impédance de Warburg avec couche de diffugiimitée) et en parallele avecyg (capacité
de double couchels - Représentation schématique du circuit établisd@nplan de Nyquist.

Les spectres expérimentaux (points) obtenus lei&tude de I'ancrage de B-ARQNge
sur le poly(pyrrole-NTA) ainsi que les simulatiofigynes) obtenues dans Z-view avec le
circuit électrique équivalent choisi sont présestdslaFigure [1-28. On peut remarquer que
I'allure des spectres est similaire a celle destspe correspondant a I'ancrage de I'’AlgNe
histidinylé sur le poly(pyrrole-NTA)/Cii; nous avons alors appliqué le méme circuit
électrique équivalentSchéma 1I-1§ pour les deux systémes. Il s’est avéré que les
simulations obtenues dans Z-view sont en bonne&ledion avec les données expérimentales

collectées ce qui permet de valider le circuit egi@nt électrique choisi.
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Les données obtenues lors des simulations dangwZ-gont regroupées dans le
Tableau 11-8. On peut remarquer que plusieurs paramétres pgeggame faible variation lors
de l'ancrage de I'ADNhgebiotinylé : la résistance due a la concentratied’électrolyte R
est constante (1226 Q) ainsi que I'angle de décentrage du demi-cesgle(77 £ 4 °), la
constante de temps caractéristigue du phénomerdiffdsion t (0,63 £ 0,03 s) et enfin,
I'angle de Warburgyp (462 °). Seule la résistance de transfert de chargeaRgmente (+
360 Q) pendant que la capacité de double couche &F la fréquence au sommet du demi-
cercle f° diminuent de - 0,15 pF et - 6 Hz respertient. Ces observations mettent en
évidence un ralentissement du transfert d’élec{diminution de f°) qui peut étre expliqué
par une augmentation de I'encombrement de la sardacl’électrode (variations dex€ et
Rrc). Par contre, la résistance de diffusiondtninue considérablement (- 56 ; comme
nous l'avions observeé lors de I'ancrage de I'AlM:histidinylé, cette variation ne serait pas
réellement due a une meilleure diffusion de la soBtectrochimique mais plutdét a une
accumulation de celle-ci dans la couche de sinplies étant donné quen’est pas modifié
lors de I'ancrage de B-ADge

Cette étude a permis de mettre en évidence I'gacde I’ADNsonge biotinylé sur le
poly(pyrrole-NTA)/C#".

poly(pyrrole-NTA)/Cu ** poly(pyrrole-NTA)/Cu **/B-ADNsonge
Re (Q) 122+6 12146
Rrc (@) 1540% 80 1900 100
Coc (uF) 1,14 +0,06 0,99 0,05
f (Hz) 90+5 84=4
arc (°) 77+4 77+4
R; (@) 2370+ 120 1810%90
7 (9) 0,62 +0,03 0,63 0,03
o () 45%2 4742

Tableau 1I-8 : Valeurs obtenues a partir de laigure 11-28 grace aux simulations des
données expérimentales réalisées dans Z-view awecirtuit équivalent choisi. dR:
résistance de I'électrolyte,{R: résistance de transfert de charge;cC capacité de double
couche, f° : fréquence au sommet du demi cesgle; angle de décentrage du demi cercle,
R;s : résistance due a la diffusion,: constante de temps caractéristique du phénondene
diffusion,ap : angle de Warburg.
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La comparaison de ce systéme avec celui basérgerdction NTA/C*/Histidine est
délicate car les deux oligonucléotides sondessasline possedent pas le méme nombre de
bases (ADNbnge histidinylé : 22 bases et B-AQNge: 15 bases) et les techniques d’ancrage
sont différentes puisque dans un cas le poly(pgrhTA)/CUF* est coordiné avec des

histidines et dans l'autre cas c’est avec desraeti

Pour rappel, les variations de résistance def@ende chargédRrc observées lors de
'ancrage de I’ADNgnge histidinylé ou biotinylé sont égales a + 166D et + 360Q

respectivement.

On remarque alors que la variatidfiRyc est beaucoup moins importante pour B-
ADNgonge€t ceci ne peut pas seulement étre expliqué ifféaence du nombre de bases des

deux ADN. On peut alors supposer que l'interactioPA/Cu?/

Biotine est moins forte que
linteraction NTA/C*/Histidine et donc que le recouvrement surfacicera plus petit dans
le cas de B-ADNnge

Méme si ce n'est qu'une hypothése, cela confirreqoe nous avions observé
préecédemment (§.4.3.8) a savoir que si le recouvrement surfacique est@f:=% pour la
glucose oxydase histidinylée, on n'a que 80 % dsuléace qui sera occupée par la glucose

oxydase biotinylée.

Dans un second temps, nous avons étudié I'évolutes parametres lors de
I'hybridation des deux brins d’ADN en réalisantdpectre d'impédance d’'une électrode de
carbone vitreux (@ = 3 mm) modifiée par un film pely(pyrrole-NTA)/C#*/B-ADNsonde
puis celui de cette méme électrode apres incubatims une solution de tampon phosphate
(0,1 mol.L* ; pH = 7) contenant I'’ADWe (0,05 mg.mL*) pendant 30 min. Ces mesures ont
été réalisées dans une solution de tampon phosgpbdtemol.L*; pH = 7; T = 25 °C)
contenant I'hydroquinone (f0mol.L™") et nous avons utilisé les mémes paramétres que ce
établis préecédemment {E 0,4 Vvs ECS ;AE=5 mV rms ;Q = 500 rpm ; gamme de
fréequences : de 0,1 Hz a 500 kHz). Les donnéesriex@étales (points) et les simulations
(lignes) obtenues sont présentées siidare 11-29. L’hybridation est clairement visible sur
les spectres d'impédance et une analyse plus apptief des résultats est présentée dans le
Tableau 11-9.

105



P>

Im2) Q) ADN e

-1000 +

ADN biotinylé
sonde

[ [
0 2000 4000

| -

Re(Z) (Q)

Figure 11-29 : Spectres dimpédance réalisés avec une électrodeadeone vitreux
(@ = 3 mm) modifiée par un film de poly(pyrrole-NT@u**/ADNsonde-biotinylé puis aprés
incubation dans une solution de tampon phosphatg (@ol.L-1 ; pH = 7) contenant
I'’ADNcinie (0,05 mg.mLY). La sonde électrochimique utilisée est I'hydromguie (10° mol.L*
dans le tampon phosphate 0,1 mdl.LpH = 7 ; T = 25 °C). Vitesse de rotation de
I'électrode = 500 rpm, gamme de fréquences : 0,1 Hz a 500 kKHz,0,4 V vs ECS etlE

=5 mV rms. Ce graphe montre les données expératean{points) et les données obtenues
grace aux simulations réalisées avec le circuitttlgue équivalent modele établi (courbes).

0

Comme dans le cas du capteur a ADN réalisé ave&DMiqnge histidinylé, beaucoup
de parameétres exposés dansT#bleau 11-9 varient peu ou pas du tout: la résistance de
I'électrolyte Ry (14415 Q), 'angle de décentrage du demi-cergie (803 °), la résistance
de diffusion R (1160 £ 40 Q), la constante de temps caractéristique du phémende
diffusiont (0,66+ 0,02 s) et 'angle de Warburgy (462 °).

ADNsonge biotinylé ADNjpie COMplémentaire
Rel () 145+5 142+5
Rrc () 3010+ 90 3820+120
Coc (nF) 1,84 +0,06 1,60 +0,05
f° (Hz) 86+3 78+3
arc (°) 79+3 80+3
Rs (Q) 1190+40 1120+40
1 (S) 0,66 +0,02 0,66 0,02
ap (°) 46+2 46+2

Tableau 1I-9 : Valeurs obtenues a partir de laigure 11-29 grace aux simulations des
données expérimentales réalisées dans Z-view awecirtuit équivalent choisi. dR:
résistance de I'électrolyte,{R: résistance de transfert de charge;cC capacité de double
couche, f° : fréquence au sommet du demi cesgle; angle de décentrage du demi cercle,
R;s : résistance due a la diffusion,: constante de temps caractéristique du phénondene
diffusion,ap : angle de Warburg.
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Les paramétres qui varient lors de I'hybridati@s deux brins sont alors la capacité de
double couche §¢ (- 0,24 uF soit — 13 %), la résistance de trahsfercharge i (+ 810Q
soit + 22 %) et la fréquence au sommet du demitedtq(- 8 Hz soit — 9 %). Ces résultats
montrent que la rugosité de surface n’est pas néedibrs de la formation du duplexrc
constant) mais aussi que la vitesse du transfedghdege diminue lors de I'hybridation des
deux brins (diminution de f°). De plus, on peut gimer qu’ici aussi la majorité de la couche
de diffusion sera a I'extérieur du film polyméresgue R varie peu.

Il faut aussi remarquer quéRrc| = ACpc| + Af°| et que la variatiodRrc sera donc
due a un ralentissement du transfert d’électronsbaeé a un effet géométrique sur la surface
de I'électrode. La surface accessible pour réalesdransfert d’électron devient plus petite
apres I'hybridation des deux brins et ralentit allarvitesse de transfert de charge dans ce cas.

Comme dans I'étude précédente, on peut remarqueeres valeurs obtenues varient
beaucoup entre deux électrodes ; par exemple]darvde la résistance de transfert de charge
Rrc correspondant a I'ancrage de I'ARNe biotinylé sur le poly(pyrrole-NTA)/CU est
égale a 190@ dans leTableau 1I-8 et 3010Q dans leTableau II-9. Par contre, la méme
expérience reproduite quatre fois sur différentestéodes permet d’obtenir des variations

reproductibles avec une incertitude relative de.4 %
[1.4.4. Bilan

Tout au long de cette partie, nous avons mis efeaee les potentialités de ce nouveau
systéme d’'ancrage basé sur l'interaction NTA/@Riotine. Ce systéme d'immobilisation a
été étudié par chronoampérométrie grace a la giuosgdase (GOX) et a la polyphénol
oxydase (PPO) ; dans le cas de la GOX, on rédtsgdation du produit de la réaction
enzymatique tandis que pour la PPO, la détectiorbasée sur la réduction deortho-
benzoquinone produite enzymatiquement. Dans laatergtude, on a utilisé la spectroscopie
d'impédance électrochimique pour la détection @dN. Toutes ces études ont permis de
valider I'approche de I'ancrage de biomoléculedibjdées sur le poly(pyrrole-NTA)/Cli au
moyen d’interactions de coordination; ceci a aust confirmée par microscopie a

fluorescence.

Il serait intéressant d'étudier les possibilitésrdgénération d’'un tel systéme en vue de

son utilisation future dans le domaine des bioaapte
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[I.5. Conclusions du Chapitre Il

Ce chapitre présente I'élaboration de biocaptaurase de poly(pyrrole-NTA)/GlU Ce
polymére a été élaboré pour la premiére fois erb 2Q0laboratoire et avait été utilisé pour
immobiliser de fagon réversible une enzyme modédeglucose oxydase histidinylée (His-
GOX).

Dans la premiére partie de ce chapitre, I'intéoacNTA/Cu/*/Histidine a été utilisée
pour réaliser I'ancrage d’'une biomolécule plus ctax@: I'ADN. De part la complexité de
cette biomolécule, de nombreuses caractérisatiorsy/steme ont été réalisées (microscopie,
gravimétrie et ampérométrie) avant I'étude du aapte@ ADN par impédancemétrie et
conductimétrie. L’excellente perméabilité du filnolymére a permis d’obtenir un seuil de
détection (13° mol.L'Y) trés compétitive. Cette méthode originale d’imitisation couple
les avantages de I'adressage électrochimique dgmees conducteurs électroniques a la
réversibilité de I'interaction affine NTA/GliHistidine.

Dans la seconde et derniere partie du chapitnes mwons décrit 'immobilisation de
biomolécules (enzymes et ADN) biotinylées sur léygmyrrole-NTA)/Clf*. Cette nouvelle
interaction affine peut étre d’'un grand intérétplauconception de biocapteurs enzymatiques,

d'immunocapteurs ou de puces a ADN.

Ces deux systemes affins ont pu étre comparégitancrage des glucose oxydases
(His-GOX et B-GOX). Les performances (sensibiliigs,, Kv®® temps de réponse, seuil de
détection et gamme de linéarité) sont similairesmmés’il semble que linteraction
NTA/Cu?*/histidine permet d’immobiliser une quantité de G@gérement plus importante
(~ 20 %). Par contre, il est aisé d’obtenir desmut@cules biotinylées qui peuvent étre
commerciales ou obtenues simplement en moins gauraée (synthese, purification, dosage
et test de I'activité enzymatique) grace aux kammerciaux de biotinylation existants. Ceci

est alors un réel atout pour la deuxieme interaadicrite.
Le poly(pyrrole-NTA) est donc un polymeére trés meiteur qui peut servir de

plateforme d’ancrage de biomolécules histidinyléms biotinylées ; il représente une

alternative séduisante au systeme classique axltbdtiee.
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Chapitre Il

Biocapteurs enzymatiques a base de
nanotubes de carbone.
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Chapitre Il : Biocapteurs enzymatiques a base de nanotubes delmone.

I11.1. Généralités

Du fait de leurs propriétés exceptionnelles (haueface spécifiqdeet propriétés
mécaniqueset électriqguesremarquables), les nanotubes de carbones (CNTis)dsobons
candidats en vue d’élaborer des architectures Hiépulaires tridimensionnelles. Cependant,
il faut réussir a controler leur dépot sur la scefales électrodes et la reproductibilité de ce
dépdt ainsi que leur fonctionnalisation éventugbleur permettre I'immobilisation de

biomolécules sans perte de leur activité biologique

Les nanotubes de carbone ont été observés poprelaiere fois en 1952 par
Radushkevich et Lukyanovich (Russie) en microscagéetronique en transmission ; les
images de ces CNTs ont dailleurs été publiées dan¥ournal de Chimie Physique de
Russié.

En 1976, Oberlin et al. ont décrit la synthése «l@bres de carbone » par
décomposition du benz&hgyrolyse en présence de dihydrogéne) ; ces editle carbone »
étaient, en réalité, des CNTs.

Finalement, en 1991, lijima publie des clichésndeotubes de carbone obtenus par
décharge par arc électrique et visualisés par sgoe électronique en transmission a haute
résolution (HRTEM) ; ceux-ci seront tout d’'abordmoés « microtubules » puis « nanotubes
de carbone » sous l'influence de la communautésfiteie internationale.

A partir de cette date, ces nanotubes de carbaheattiré I'attention de nombreux
groupes de recherchefin d’étudier leur solubilisation, leur foncticalisation et méme leur

incorporation dans les biocapteurs ou les biopiles.

Dans un premier temps, nous avons utilisé cestabes de carbone pour réaliser la
fonctionnalisation multiple d’électrodes dans lé de montrer les possibilités offertes par ce
type de matériau pour I'élaboration de biocapteDems un second temps, ils ont été utilisés
dans des systémes hybrides CNTs/hydrogénase/p@yméi pourront servir a la

bioconversion de I'énergie.
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[11.1.1. Les nanotubes de carbone (CNTSs)

Comme nous avons pu le voir précédemment, lestulb@® de carbone sont des
nanostructures qui occupent une place particulienes le domaine des nanotechnologies.
Malgré le fait que leur découverte date de 9% nombre de publications scientifiques
traitant des nanotubes de carbone connait mairttemenévolution exponentielle. Afin de
bien comprendre leur intérét, la structure desedkfiits types de nanotubes de carbone sera
décrite dans une premiere partie tandis que lansiecpartie de ce paragraphe traitera de leurs

propriéteés.

[11.1.1.a. Les différentes structures des nanotubes de carbone

Tout d’abord, il existe différents types de CNTIes nanotubes de carbone mono-
paroi (single walled carbon nanotubes ou SWCNTsymilti-parois (multi walled carbon
nanotubes ou MWCNTSs). De facon générale, les naestale carbone ont un diametre de
I'ordre du nanometre tandis que leur longueur pauier de la centaine de nanometres a la
dizaine de micromeétres. Le facteur de forme qurespond au rapport {longueur/diameétre}

peut alors valoir plusieurs milliers.

bt

Figure 1llI-1 : A — Représentation schématique des nanotubes deorearmono-paroi
(SWCNTs) eB — cliché obtenu en microscopie électronique a yad@ d'un dépbt de
SWCNTSs.

La structure des SWCNTs peut étre représentée eonnmfeuillet de graphéene
enroulé sur lui-méme de maniere a former un tubans couture »Fgure I1lI-1- A). Les
SWCNTSs sont souvent organisés sous forme de fégmsoupement cylindrique de plusieurs

SWCNTs) comme on peut le voir sur fggure 1lI-1- B représentant un cliché obtenu par
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microscopie électroniqgue a balayage d'un dép6t WeCHTs. Cette technique permet
d’obtenir des informations structurales sur I'édiitom (densité et taille des fagots présents)
mais aussi des indications concernant la pureté€efid@-ci. On remarque bien la grande
différence de taille des nanostructures présergtasissi qu'il reste difficile d’observer des
SWCNTs uniques par microscopie électroniqgue a bagyclassigue du fait du fort
enchevétrement des SWCNTs. Cette technique peromet dieffectuer principalement une

observation qualitative des dép6ts de CNTSs.

Les nanotubes de carbone multi-parois (MWCNTS) ana base, la méme structure
que les SWCNTs mais ils sont constitués de plusieytindres de graphene coaxiaux
(Figure 111-2- A). Les différentes couches de graphene sont sépa@d),34 nm ce qui
représente la distance qui sépare les feuilletgaighene dans le graphite. L’'observation d’'un
dépdt de MWCNTs par microscopie électronique a Vaga Eigure 1ll-2- B) permet
d’observer que ce type de nanotubes forme beaunoings d’'agrégats que les SWCNTs mais
aussi que le diametre des nanotubes est bien @ng.g_e diamétre des MWCNTS, en effet,

dépend du nombre de parois qui les constituent.

Figure IlI-2 : A — Représentation schématique des nanotubes dereariulti-parois
(MWCNTS) etB — cliché obtenu en microscopie électronique a Yade d'un dépdbt de
MWCNTSs.

l11.1.1.b. Synthese des nanotubes de carbone

Il existe deux grandes familles pour réalisenfatisese des nanotubes de carbone : les

syntheses a haute (> 3000 °C) et moyennes (5000 °X2) températures.
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Concernant les syntheses a hautes températuseslengiéres peuvent étre réalisées
par décharge d’arc électriqué ablation par lasér'® ou synthése dans un four sol&iré?
Cependant, ces techniques ne permettent pas deingroeé grandes quantités de nanotubes et
ceci est problématique devant la forte demande mtmdDe plus, les nanotubes produits
contiennent un fort taux d’'impuretés (plus de 25n#ssique de carbone amorphe, fullerénes

ou particules de catalyseur) qui entrainent alarsailt important de purification.

Les synthéses & moyenne températures sont baséee procédé Ccvh *
(Catalytic Chemical Vapor Deposition ou décompositchimique et catalytique en phase
vapeur). Ce procédé pouvant fonctionner en contimermet de synthétiser des nanotubes a
une plus grande échelle qui convient mieux aux inesmondiaux actuels. Dans la méthode
CCVD classique, la source de carbone est un gdypaehydrocarbure (souvent le méthane
ou I'éthylene) décomposé a des températures vagigned 500 et 1100 °C en présence d’'un
catalyseur (nanoparticules de Fer, Cobalt ou Nitkglus souvent). Cette technique permet
d’obtenir des nanotubes plus purs (moins de 25%sionas d’impuretés) et nécessitant donc
une purification moins colteuse. Les MWCNTSs utgisél laboratoire et fournis par la société
Nanocyl ont été produits par CCVD. Par contre,388CNTs étudiés dans ce chapitre sont
commercialisés par la société Unidym et ont étéhgisés par le procédé HIPEQHigh
Pressure Carbon Monoxide ou décomposition du maeogie carbone a haute pression).
Cette technique de production fait partie des tegles CCVD mais la source de carbone est
ici le monoxyde de carbone (CO) et non plus un bgaibure ; elle a été développée aux
Etats-Unis en 1998 par le groupe de Smétldyoriginalité de ce procédé vient du fait que le
catalyseur est formié situ par décomposition du gaz précurseur (pentacarbalg/lFer) qui
est injecté dans I'enceinte en méme temps que le €&@e enceinte est maintenue sous une
pression de 10 atm et chauffée a 1200 °C. Cetteigee permet d’obtenir des nanotubes
exempts d’impuretés graphitigues mais pouvant canjiesqu’a 50 % massique de catalyseur
résiduel en fin de synthése qui est ensuite éliparésoie chimique et ne représente alors que

10 a 20 % massique dans le produit commercial.

l11.1.1.c. Propriétés des nanotubes de carbone

Les principales propriétés des nanotubes de carbomt leurs conductivités thermique

et électrique ainsi que leur surface spécifique.
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Les propriétés de transport électrique des naestde carbone dépendent du type de
CNTs considérés car ils peuvent étre métalliquesari-conducteurs en fonction de leur
géométrié '® De méme, les CNTs présentent une conductivitérilge@e remarquabté *2
Les nanotubes de carbone ayant un caractére ma&abint donc une conductivité électrique
excellente. Les nanotubes de carbone ont ausspridgsiétés mécaniques exceptionnelles
puisqu’ils sont environ cent fois plus résistante djacier tout en étant environ six fois plus

légers que celui-&i*®

Enfin, la propriété la plus intéressante pouabération de biocapteurs ou de biopiles,
mais aussi dans le cadre de ce travail, restehieute surface spécifiqtiqui a été estimée a
1000 nf.g™.

[11.1.2. Fonctionnalisation des nanotubes de carbone tpstacking grace a

I'interaction CNTs/pyréne

Depuis une dizaine d'années, la fonctionnalisatii®s nanotubes de carbone est
devenue un axe de recherche en plein développ&meette modification de surface peut
étre réalisée dans le but d’améliorer la solublitisades nanotubes de carbone ou encore avec
des groupes fonctionnels permettant, par exemplegrage de macromolécules biologiques.
Difféerentes approches ont été entreprises pour isetal ces modifications: la
fonctionnalisation des défauts ponctuels des néestule carbone, la formation de liaisons
covalentes ou non-covalentes avec les nanotubesartb®ne, le remplissage de la cavité
interne des tubes ou encore [I'élaboration de n@téricomposites nanotubes de

carbone/polymere.

Les résultats présentés dans ce chapitre condepnieipalement des nanotubes
fonctionnalisés par des interactions non-covaletéetypereTt qui s’établissent entre la paroi
des nanotubes et la molécule de pyférfécomme on peut le voir sur Bchéma IlI-1. Ce
type d’interactions se forme entre des composéanigges contenant des parties aromatiques
(nanotubes de carbone, graphite, anthracéne, awpngyrene, pentacene...) et sont
provoquées par le recouvrement intermoléculairecdeialest de ces systémes conjugués.

Cette interaction devient de plus en plus fortenquie nombre d’électrona des molécules
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considérées augmente ; les nanotubes de carbortedsna d’excellents candidats pour

réaliser ce type de liaisons non-covalentes.

Schéma llI-1 : Représentation schématique de l'interaction pyrarestubes de carbone par
7estacking.

[11.2. Fonctionnalisation multiple de SWCNTs

L’interaction pyréene/nanotubes de carbone a daécmése a profit pour réaliser la
fonctionnalisation multiple des nanotubes de cagborono-paroi (SWCNTs). Dans cette
optique, nous avons synthétisé différents pyrenadifids avec des groupements fonctionnels
intervenants dans des systemes affins (biotindfeyid adamantan@/cyclodextrine,
NTA/Cu®*/histidine). Cette partie du chapitre décrira alarsynthése des différents pyrénes
et les caractérisations effectuées pour chaquémgsaffin considéré pour aboutir finalement

a l'architecture « multi-fonctionnalisée ».
[11.2.1. Synthese des pyrénes fonctionnalisés
l1l.2.1.a. Le pyrene-NTA

La synthése du pyréne-acide nitrilotriacétiquerdpg-NTA) a été réalisée par une
stratégie assez similaire a celle utilisée pousyathése du pyrrole-NTA. Dans le cas du
pyréne Echéma llI-2), les produits de départ étant tous commerciaws moavons pas eu
besoin de former I'ester activé du pyréne. Le cagplde cet ester activé du pyrene avec la
Nq,Ng-bis(carboxyméthyl)-L-lysine a donc été réalisé railieu basigue DMF-eau sous
agitation pendant 3 jours a 60 °C. Apres évapanatio solvant, le produit a été repris dans

'eau et nous avons pu réaliser une acidificationndlieu avec I'acide chlorhydrique pour
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faire précipiter le produit final : le pyrene-NTA/). Aprés filtration et lavage du précipité a
I'eau, on obtient le produl pur avec un bon rendement 83 %.

(7 S Yo
e,

CC )
SERE IR SN

Pyrene-NTA
v

Schéma 1lI-2 : Principe de la synthese du pyrene-NTA.

Le pyréne-NTA (produitV) a finalement été caractérisé par RMM et °C), IR

UV-visible et spectrométrie de masse (partie expénitale).

l11.2.1.b. Le pyrene-adamantane

Concernant la synthese du pyrene-adamantanea edte réalisé@ia un couplage
amide classique entre les groupements acide cdijogyet amine en présence de
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) comme indiqué surSehéma 111-3. Le mélange, réalisé
dans le dichlorométhane sec, a été maintenu sdtetiag pendant 3 jours et le pyrene-
adamantane (produi/) est obtenu aprés chromatographie sur colonneilide $100%

CH,Cl,) sous forme d’'une poudre jaune clair avec un newie den = 74 %.
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Schéma 111-3 : Principe de la synthese du pyrene-adamantane.

Comme précédemment, le pyrene-adamantane (prgylaitfinalement été caractérisé

par RMN ¢H et™C), IR, UV-visible et spectrométrie de masse (pagtipérimentale).
l1l.2.1.c. Le pyréne-biotine

La stratégie développée pour synthétiser le pybéotine est basée sur la réaction
d’estérification de Stegliéh qui permet la formation d'un ester par couplagendacide
carboxylique avec un alcool en présence de dicgaiglbarbodiimide (DCC : agent de
couplage) et de 4-(diméthylamino)-pyridine (DMARatalyseur). Le pyréne-butanol et la
biotine ont donc été mis en présence de DCC etMAam®dans du dichlorométhan8¢héma
[lI-4). Aprés réaction sous agitation et a températmmbiante pendant une semaine, la
solution est concentrée par évaporation et le myl@otine a ensuite été purifié par
chromatographie sur colonne de silice (95 %,ClKH/ 5 % EtOH) puis obtenu sous forme

d’'une poudre jaune avec un rendement 40 %.
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Schéma lll-4 : Principe de la synthese du pyrene-biotine.

Le pyréne-biotine (produi1) a, lui aussi, été caractérisé par RMN gt °C), IR,

UV-visible et spectrométrie de masse (partie expénitale).

[11.2.2. Prétraitement, dispersion et dépo6t des nanotubearbene mono-paroi

Les nanotubes de carbone mono-paroi (SWCNTskésildans cette étude ne peuvent
pas étre correctement dispersés dans le THF sa&tsmifgment. Afin de palier cela, une
méthode de prétraitement des SWCNTSs a été miseintigu laboratoiré : les nanotubes de
carbone mono-paroi (SWCNTs) commerciaux (envirom20; production HIPC®) purifiés,
Unidym) sont tout d’abord dispersés dans envirod 20 de THF dans un bain a ultrasons
pendant 2 heures. Aprés évaporation du solvantfinagoudre de SWCNTSs est obtenue et
re-dispersée dans environ 200 mL de DMF aux ultmspendant 1 heure. Apres
sédimentation des SWCNTs non-disperses, la solaimenue est filtrée sur une membrane
en Téfloif (PTFE ; diameétre des pores = 0,45 um) en prengint de ne pas sécher la
membrane. Les SWCNTs sont ensuite lavé avec duplitHes nanotubes de carbone mono-
paroi sont finalement repris et agités mécaniquémans de I'éther diéthylique afin d’éviter

que les SWCNTs ne forment des agrégats. L'agitat@tanique est maintenue jusqu’a
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évaporation a sec de I'éther diéthylique et les SWWE prétraités sont finalement séchés a

I'étuve a 70 °C pendant 12 heures.

Ce prétraitement permet d’obtenir une bonne dssperde nanotubes de carbone
mono-paroi (0,1mg.mt dans le THF) aprés mise aux ultrasons pendanemeni 15 & 30
minutes et sans utiliser de tensio-actif.Higure 111-3 montre le type de dispersions que I'on
peut obtenir avecHgure 11I-3- A) ou sans Kigure 111-3- B) prétraitement. Ces nanotubes

peuvent ensuite étre déposeés a la surface desoélestde facon reproductible.

Figure III-3 : Dispersions de nanotubes de carbone mono-paroi ($V8L dans le
THF obtenues aprés 15 minutes dans le bain a witrasA - avec prétraitement & - sans
prétraitement.

Le dépdt des nanotubes de carbone mono-paroigbengt étre effectué a partir de la
dispersion obtenue. Aprés mise aux ultrasons,sipedsion est laissée a stabiliser pendant 12
heures et les dépots sont effectués en déposarit 86 la dispersion (SWCNTSs ; 0,1mg.thL
dans le THF) sur une électrode de platine (& = 5.n@ette premiére couche de nanotubes
est finalement séchée sous vide et on peut eruitéder au dépot de la seconde couche de
la méme maniére. Une étude réalisée au laboradopermis de démontrer que le courant
optimum était obtenu pour trois couches de nanastaleecarbone mono-paroi déposées sur
I'électrode lors de I'utilisation du systéme SWCNK®sene-biotine/avidine/B-GOX ; nous
avons donc répété trois fois les étapes de dépé despersion de SWCNTs et de séchage

pour obtenir une électrode modifiée avec 3 x 2@WRISWCNTSs au final.
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[11.2.3. Marquage enzymatique des électrodes modifiées paeul pyréne avec

une enzyme modeéle : la glucose oxydase

Afin de valider notre approche pour la fonctionsetion multiple de nanotubes de
carbone mono-paroi, nous avons tout dabord étudiaque systeme séparément par
ampérométrie. Nous avons choisi d'utiliser la ghee@xydase comme enzyme modeéle pour
réaliser ces expériences du fait qu’elle restdivelament résistante a de nombreux paramétres
tels que la température ou le pH ; de plus, nowavemarqué que |'étiquetage de cette
enzyme par les groupements fonctionnels histifdrgyclodextrine et biotine n’altére pas (ou

peu) l'activité enzymatique.

[11.2.3.a. Immobilisation de la glucose oxydase via le systépyéne-
NTA/SWCNTs

[ll.2.3.a.a. Principe de I'immobilisation grace au systeme INVE/
pyréne-NTA/CH /His-GOX

Nous nous sommes d’abord intéressés a l'immobidisade la glucose oxydase
histidinylée sur le systtme SWCNTs/pyréne-NTA viesdions CE. L'interaction
NTA/Cu®/Histidine a été décrite dans le chapitre précéd€ntl.1.2.) et appliquée a
I'élaboration de biocapteurs & ABNou protéinique€: 2 Pour rappel, il s’agit d’une liaison
de coordination entre I'acide nitrilotriacétiquedetux molécules Histidine qui s’établit autour
de I'ion CU*. Le Schéma 1II-5 montre une représentation du systéme considéoépo@nt
les interactions pyréne/SWCNTs et NTAfOHistidine.
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Schéma IlI-5 : Représentation schématique de l'immobilisation @eglucose oxydase
histidinylée (His-GOX) sur les nanotubes de carboi@NTs) via le systéeme affin
NTA/Cd*/Histidine.

lll.2.3.a,5. Etude ampérométrique du systeme SWCNTs/pyrene-
NTA/CU*/His-GOX

Ce marquage enzymatique a été réalisé sur desoéles de platine préalablement
modifiées par 3 x 20 uL de nanotubes de carboneo+paroi (SWCNTSs). Cette électrode a
ensuite été plongée dans une solution de pyréne{ST&* mol.L"* dans le THF) pendant 30
minutes. Aprés avoir effectué des ringcages sudsesiminutes chacun) de I'électrode dans
du THF, de I'eau distillée et du tampon phosph&d (nol.L'*; pH = 7) sous agitation,
I'électrode est plongée dans une solution de €@? mol.L™* dans du tampon acétate 0,1
mol.L™* & pH = 4,8) pendant 20 minutes puis rincée & renudans des solutions de NaCl (0,5
mol.L'™Y) et de tampon phosphate (0,1 mdl;LpH = 7) sous agitation pendant cing minutes
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chacune. Enfin, I'ancrage de la glucose oxydasédhmglée (His-GOX) est réalisé par
incubation de I'électrode dans une solution de @mmphosphate (0,1 mol'L; pH = 7)
contenant His-GOX (0,5 mg.nmf). Un rincage final dans le tampon phosphate (CoLLt ;

pH = 7) est ensuite effectué afin d’éliminer tobtemolécule ancrée sur I'électrode de facon
non-spécifique et les performances de cette antbieeont été évaluées par ampérométrie a E
= 0,6 VvsECS dans du tampon phosphate (0,1 mioj.pH = 7 ; T = 25 °C). L&igure -4
montre I'évolution du courant au cours des injeticuccessives de glucose dans la cellule
électrochimique. On peut remarquer que les coudmislateaux obtenus aprés une injection
de glucose sont stables et ceci permet de confilnstabilité de I'ancrage de biomolécules
histidinylées par I'intermédiaire de I'interacti®ir A/Cu**/Histidine mais aussi la stabilité de

I'interaction pyrene/SWCNTs dans ce cas.

1000 s

2 A

Figure 111-4 : Réponse ampéromeétrique d'une électrode de pla@re $ mm) modifiée avec
des nanotubes de carbone mono-paroi (SWCNTs ;B2 0,1 mg.mt dans le THF) puis
incubée successivement avec une solution de pi&Ae5.16" mol.L* dans le THF), une
solution de tampon acétate (0,1 mdi.LpH = 4,8) contenant Cii (102 mol.LY) et une
solution de tampon phosphate (0,1 mo).pH = 7) contenant la glucose oxydase histidinylée
(His-GOX ; 0,5 mg.mit) dans du tampon phosphate (0,1 mol.hH =7, T=25°C) A E =
0,6 V vs ECS suite aux injections successivesutesg dans la cellule électrochimique.

L'augmentation du courant lors de I'injection d@02uL d’'une solution de glucose a
10" mol.L? est représentée surfiggure 111-5- A ; on peut noter que le temps de réponse, de
'ordre de 10 s, est relativement faible. Eggure 1lI-5- B montre la courbe d’étalonnage

résultant des injections successives de glucoste courbe a l'allure typique des courbes
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obtenues pour des biocapteurs enzymatiques seloeptésentation de Michaelis-Menten.
Aux faibles concentrations en glucose, on obseneedroite de pente 2,38 mA.rdL.cm®
correspondant a la sensibilité de I'électrode méditandis qu’'un plateau correspondant a la
saturation de I'enzyme en substrat est obtenu |@sufortes concentrations en glucose avec
un courant de saturationmal = 44,8 pA.cif. Le seuil de détection obtenu pour cette
architecture est de Pomol.L* et la gamme de linéarité s'étend jusqu’a 6,3.4@l.L". La
constante apparente de Michaelis-Menten, détermpaéela linéarisation de Lineweaver-
Burk®®, est égale a ##°°= 11,8.1¢° mol.L™* (R* = 0,9981).

| (LA) 4

0 01 02 03
[glucose] (mol.L™)

Figure 1lI-5 : A - Réponse ampérométrique a une augmentation deentmation en glucose
de 1,6 mmol.tt dans du tampon phosphate (0,1 mol.pH =7, T=25°C)aE = 0,6 V vs
ECS obtenues avec une électrode de platine (@ =% modifiée avec des SWCNTs (3 x 20
uL & 0,1 mg.mt dans le THF) puis incubée successivement avesalngon de pyréne-NTA
(5.10* mol.L* dans le THF), une solution de tampon acétate (@d.L*; pH = 4,8)
contenant C& (102 mol.LY) et une solution de tampon phosphate (0,1 rifpldH = 7)
contenant la glucose oxydase histidinylée (His-G@ mg.mLY). B - Courbe d'étalonnage
du glucose obtenue avec I'électrode modifiée danshpon phosphate (0,1 mot,LpH = 7,
T=25°C). RSD : 3 %.

Etant donné que nous avions étudié I'ancrage déutase oxydase histidinylée (His-
GOX) sur des électrodes de platine modifiees pafilomde poly(pyrrole-NTA), il nous a
alors semblé intéressant de comparer les résuabdehus au Chapitre 1l (8.3.2.c.) avec
ceux décrits ici pour 'immobilisation de His-GOXrsdes électrodes de platine modifiées par
des nanotubes de carbone mono-paroi (SWCNTSs) tomdlisés par du pyréne-NTA. Nous
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nous sommes principalement intéressés aux parargirent beaucoup évolué ce qui n'est
pas le cas du seuil de détection, de la gammenéarité ou encore du temps de réponse
obtenus pour chaque architecture. La comparaissnddax systemes permet de mettre en
evidence que le courant de saturation et la sdibsibont environ quatre fois plus grands pour
le systéme contenant des nanotubes de carbone papoiolSWCNTs/pyréne-NTA/ClyHis-
GOX) que pour celui basé sur le poly(pyrrole-NTAplfy(pyrrole-NTA)/C{*/His-GOX).
Ceci suggere donc une augmentation de la surfagdfispie des électrodes par I'ajout de
SWCNTSs. La constante apparente de Michaelis-MeKigt® évolue, quant a elle, de fagon
inverse : celle obtenue avec le systéme incorpatastSWCNTSs est environ trois fois plus
petite que celle obtenue avec le poly(pyrrole-NT&gtte derniére observation correspond
toujours a un effet d’augmentation de la surfacécsjgue due aux SWCNTs puisque cet
effet va permettre l'immobilisation d’'une quantitlee glucose oxydase histidinylée plus
importante nécessitant alors une concentration iexygene plus grande pour réaliser la
régénération des enzymes. Une diminution de lauvale K,**" est souvent attribuée a des
problémes de régénération de I'enzyfhenais nous verrons par la suite que d'autres
phénomenes peuvent étre a l'origine de cette dimnuPar exemple, elle peut également
étre attribuée a une diminution des contrastesqsEs due a la présence des nanotubes de

carbone.

[11.2.3.b. Immobilisation de la glucose oxydase via le systepywéene-
adamantane/SWCNTs

[11.2.3.b.a. Principe de I'immobilisation grace au systeme INVE/
pyrene-adamantang/CD-GOX

Dans un second temps, nous avons étudié I'imnsalbiin de la glucose oxydase
marquée avec deg-cyclodextrines [-CD-GOX) sur le systeme SWCNTs/pyrene-
adamantane. L’association adamant@miclodextrine s'établit grace a linteraction
hydrophobe qui existe entre la cavité intérieurdadcyclodextrine et 'adamantaffe®? Ce
systéme a d’ailleurs déja été utilisé pour I'élabian d'un matériau composite nanotubes de
carbone mono-paroi/poly(pyrrole-adamantane) auréboe qui a permis I'immobilisation

de la glucose oxydase marquée avec Rlegclodextrine¥’. Le Schéma 1II-6 montre une
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représentation du systeme considéré incorporant ingsractions pyrene/SWCNTs et

adamantan@tcyclodextrine.

Schéma IlI-6 : Représentation schématique de l'immobilisation aeglucose oxydase
marquée avec dei-cyclodextrines £#CD-GOX) sur les nanotubes de carbone (CNTSs) via le
systéeme affil-CD/adamantane.

[11.2.3.b.,5. Etude ampérométrique du systeme SWCNTs/pyrene-
adamantang?CD-GOX

Cette architecture a été élaborée de maniere agaéaire au protocole concernant le
systéme NTA/Cti/Histidine. Une électrode de platine a été préataleht modifiée par 3 x
20 pL de nanotubes de carbone mono-paroi (SWCNiTa) ensuite été plongée dans une
solution de pyréne-adamantane (5'4fol.L"* dans le THF) pendant 30 minutes. Aprés des
rincages successifs (5 minutes chacun) de I'éldetdans du THF, de I'eau distillée et du
tampon phosphate (0,1 mofL. pH = 7) sous agitation, I'électrode a été misecantact
d'une solution de tampon phosphate (0,1 mbt.lpH = 7) contenant la glucose oxydase
marquée avec de€cyclodextrines §-CD-GOX ; 0,5 mg.mLY). Aprés un rincage final dans
le tampon phosphate (0,1 mol.t. pH = 7), les performances de cette architectmieété

évaluées par ampérométrie & E = 0,8s\ECS dans du tampon phosphate (0,1 niol.pH =

130



7; T = 25 °C). LaFigure IllI-6 montre I'évolution du courant au cours des in@tdi
successives de glucose dans la cellule électroghamiOn peut noter, qu’ici aussi, les
plateaux obtenus apres une injection de glucose stables démontrant la force des

interactions adamantarfie¢yclodextrine et pyrene/SWCNTSs.

1000 s

S HA

Figure 111-6 : Réponse ampéromeétrique d'une électrode de pla@e $ mm) modifiée avec
des nanotubes de carbone mono-paroi (SWCNTSs ;B2 0,1 mg.mt dans le THF) puis
incubée successivement avec une solution de pgdaraantane (5.10mol.L* dans le THF)
et une solution de tampon phosphate (0,1 rifolpH = 7) contenant la glucose oxydase
marquée avec deg-cyclodextrines #CD-GOX ; 0,5 mg.mt) dans du tampon phosphate
(0,1 mol..Y, pH = 7, T =25 °C) 4 E = 0,6 V vs ECS suite anjections successives de
glucose dans la cellule électrochimique.

L’ajout de 200 pL d'une solution de glucose a‘ifol.L* dans la cellule
électrochimiqueRigure 111-7- A) permet de déterminer le temps de réponse deédletitrode
(~ 30 s), qui est assez important pour cette actite comparée a la précédenteFigure
[1I-7- B montre la courbe d’étalonnage résultant des ijestsuccessives de glucose ; cette
courbe a l'allure typique des courbes obtenues gesibiocapteurs enzymatiques. On obtient
une droite de pente 8,20 mA.ritdl.cm® aux faibles concentrations en glucose ; celle-ci
correspond a la sensibilité de I'électrode modifideur de fortes concentrations en glucose,
un plateau correspondant a la saturation de I'eezgmsubstrat est obtenu avec un courant de
saturation gax = 135,4 pA.crif. Ce systéme présente un seuil de détection dE03,tnol.L™
en glucose et sa gamme de linéarité s'étend jus@’d0® mol.L™Y. La constante apparente
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de Michaelis-Menten, déterminée par la linéarisatle Lineweaver-BufR, est égale a y°
=1,6.10° mol.L'* (R* = 0,9956).

| (uA) 4 ;

20+

10

| | >
0 0,1 0,2 0,3

[glucose] (mol.L™)

Figure 1lI-7 : A - Réponse ampérométrique a une augmentation deentnation en glucose
de 1,6 mmol.tt dans du tampon phosphate (0,1 mol.pH =7, T=25°C)aE = 0,6 V vs
ECS obtenues avec une électrode de platine (@ =) modifiée avec des SWCNTs (3 x 20
uL & 0,1 mg.mt dans le THF) puis incubée successivement avecsolngion de pyréne-
adamantane (5.1bmol.L* dans le THF) et une solution de tampon phospHate rfol.L*,

pH = 7) contenant la glucose oxydase marquée aesg@ayclodextrines #CD-GOX ; 0,5
mg.mLY). B - Courbe d'étalonnage du glucose obtenue aveedidde modifiée dans du
tampon phosphate (0,1 molLpH = 7, T = 25 °C). RSD : 3 %.

[11.2.3.c. Immobilisation de la glucose oxydase via le systépaene-
biotine/SWCNTs

[11.2.3.c.a. Principe de l'immobilisation grace au systeme INVE/

pyréne-biotine/avidine/B-GOX

Finalement, nous avons examiné I'immobilisationlaleglucose oxydase biotinylée
(B-GOX) sur le systeme SWCNTs/pyrene-biotine piatdrmédiaire d’'une couche d’avidine.
L’association biotine/avidine est trés connue epleyée dans le domaine des biocapteurs ;
de méme que pour l'interaction NTA/E(Histidine, elle a déja été décrite dans le Chapltr
(8 Il.4.1.a). La forte utilisation de ce systeme affin vient it qu’il existe une trés forte

interactiori* entre I'avidine et la biotine ce qui permet unrage solide des biomolécules & la
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surface des électrodes. 1Schéma 1lI-7 représente le systéme considéré incorporant les
interactions pyréne/SWCNTSs et biotine/avidine/lneti

M X avidine g

Schéma IlI-7 : Représentation schématique de l'immobilisation aeglucose oxydase
biotinylée (B-GOX) sur les nanotubes de carbone T§Nvia le systeme affin
biotine/avidine/biotine. Pour des raisons de claft@vidine a été représentée par une croix.

[11.2.3.c.5. Etude ampérométrique du systéme SWCNTs/pyrene-
biotine/avidine/B-GOX

L’élaboration de cette architecture suit un protecassez similaire aux deux
précédents : une électrode de platine a d’aboranéudifiee par 3 x 20 uL de nanotubes de
carbone mono-paroi (SWCNTSs) et a ensuite été puaghs une solution de pyréne-biotine
(5.10* mol.L* dans le THF) pendant 30 minutes. Aprés des rircagecessifs (5 minutes
chacun) de I'électrode dans du THF, de I'eau déstiet du tampon phosphate (0,1 mdl;L
pH = 7) sous agitation, I'électrode a été successent mise au contact de solutions de
tampon phosphate (0,1 mof:. pH = 7) contenant I'avidine (0,5 mg.m)puis la glucose
oxydase biotinylée (B-GOX ; 0,5 mg.nL. Suite & un rincage dans le tampon phosphate (0,1
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mol.L™! ; pH = 7) sous agitation, les performances de@é#ctrode modifiée ont été évaluées
par ampérométrie & E = 0,6\ ECS dans du tampon phosphate (0,1 nio}.pH =7 ; T =

25 °C). LaFigure I1I-8 montre I'évolution du courant au cours des in@tdi successives de
glucose dans la cellule électrochimique. Les platezbtenus aprés une injection de glucose
sont toujours stables et démontrent I'ancrage sofid I'enzyme B-GOX a la surface de

I'électrode a travers les interactions pyrene/SWERTbiotine/avidine.

1000 s

0,5 uA

Figure 111-8 : Réponse ampéromeétrique d'une électrode de pla@re $ mm) modifiée avec
des nanotubes de carbone mono-paroi (SWCNTs ;B2 0,1 mg.mit dans le THF) puis
incubée successivement avec une solution de ppiétiee (5.1¢" mol.L* dans le THF) et
des solutions de tampon phosphate (0,1 rpldH = 7) contenant I'avidine (0,5 mg.mL
puis la glucose oxydase biotinylée (B-GOX ; 0,5mi{f) dans du tampon phosphate (0,1
mol.LY, pH =7, T=25°C)a E = 0,6 V vs ECS suite anjections successives de glucose
dans la cellule électrochimique.

La Figure llI-7- A montre I'évolution du courant lors de l'injectiale 200 puL d’'une
solution de glucose & Tomol.L'*; on peut alors déterminer le temps de réponseette
électrode de l'ordre de 20 s, celui-ci a une valatermédiaire comparée aux architectures
précédentes. Ldigure IlI-7-B montre la courbe d’étalonnage résultant des iijest
successives de glucose ; cette courbe a l'alluppquye des courbes obtenues pour des
biocapteurs enzymatiques. Une droite de penter@Anol*.L.cm? est observée aux faibles
concentrations en glucose et correspond a la sktésite cette architecture. Pour les fortes

concentrations en glucose, on observe un plateao an courant de saturatiopad= 5,1
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HA.cmi? ; celui-ci correspond & la saturation de I'enzygnesubstrat. Ce systéme présente un
seuil de détection de 3,4:4Gmol.L* en glucose et sa gamme de linéarité s’étend jasqu’
1,2.10° mol.L™. La constante apparente de Michaelis-Menten, nintée par la linéarisation
de Lineweaver-Burk, est égale & "= 66,4.1¢° mol.L™* (R* = 0,9953).

| (uA) 4
0.9+ B
0.6+
50 nAI
20 s
0.3+ —
A )
0 | | | >
0 0,1 0,2 0,3

[glucose] (mol.L™)

Figure 111-9 : A - Réponse ampérométrique a une augmentation deentnation en glucose
de 1,6 mmol.tt dans du tampon phosphate (0,1 mol.pH =7, T=25°C)aE = 0,6 V vs
ECS obtenues avec une électrode de platine (@ =% modifiée avec des SWCNTs (3 x 20
uL & 0,1 mg.mt dans le THF) puis incubée successivement avecsoinéon de pyréne-
biotine (5.10" mol.L* dans le THF) et des solutions de tampon phosp®atemol.L*, pH =

7) contenant I'avidine (0,5 mg.r).puis la glucose oxydase biotinylée (B-GOX ; Ogsmi_

). B - Courbe d'étalonnage du glucose obtenue aveedtéde modifiée dans du tampon
phosphate (0,1 mol}, pH =7, T = 25 °C). RSD : 3 %.

[11.2.3.d. Comparaison des trois systemes étudiés

L'étude de ces trois systemes a permis d’obtegsridformations précises sur chacun
d’entre eux. Méme si les interactions mises engeur I'immobilisation des différentes
glucose oxydases sont trés difféerentes, nous axauls comparer les résultats obtenus ; pour
cela, leTableau lll-1 récapitule les parametres extraits des études rampé&iques. Afin
d’effectuer ces comparaisons le plus rigoureusemessible, les courants maximum obtenus

(Jnaxy ainsi que les sensibilités ont été rapportéacil/ité enzymatique en solution.
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Tout d'abord, les courants maximum enregistrésr pthaque systéme sont tres
différents : on peut remarquer tout de suite lébldases du systeme avidine/biotine qui
présente unplx plus de dix fois plus faible que les autres. Coninliavait déja été évoqué
au chapitre précédent (B.4.1.a), les systémes basés sur linteraction biotindiaei
souffrent souvent de problemes de perméabilitépquivent étre dus a la couche additionnelle
de protéine (avidine) nécessaire pour ce systenmlien’a pas lieu d'étre dans les deux
autres. On observe dailleurs que jg,bbtenu pour le systtme NTA/E(Histidine est bien
plus élevé comme dans le cas de I'étude de cessystemes d’affinité effectuée au Chapitre
Il (8 1.3.2.c). En effet, cette étude présentant des biocapteaiisés sur des films de
poly(pyrrole) fonctionnalisés avec des biotines leugroupement fonctionnel NTA avait
permis d’obtenir un rapport {J/activité enzymatique} environ dix fois plus grapdur le
systéme NTA/Cti/Histidine que pour I'architecture basée sur l'iatgion biotine/avidine.
Ici aussi, on observe la méme évolution pour cesx derchitectures, ce qui confirme
I'hnypothése des problémes de perméabilité rencerdau&c le couple affin biotine/avidine.
Concernant linteraction adamantgieyclodextrine, elle permet d’obtenir des résultats
exceptionnels : en effet le rapport.glactivité enzymatique} est doublé en comparais@tav
celui obtenu pour le systéme NTA/&(Histidine. Cependant, il faut remarquer que, dams
cas, le pyrene-adamantane synthétisé possede aime atarbonée deux fois plus courte que
les deux autres entre les groupements pyrene ataadane. Cette différence de longueur de
chaine carbonée peut avoir un effet sur I'hydrojptigbdu film formé sur I'électrode ; dans
le cas d’'une chaine plus courte, le film sera moiydrophobe et permettra une meilleure

diffusion des espéces jusqu’a I'électrode.

Si on s’intéresse maintenant aux rapports {selitgitaictivité enzymatique} obtenus,
on remarque que I'évolution observée en compamsmtsystémes NTA/GilHistidine et
adamantan@tcyclodextrine suit la méme tendance que I'évolutitu rapport {Ja/activité
enzymatique} pour ces deux architectures ; en ,eféetsensibilité du deuxieme systéme
considéré est doublée par rapport au premier. Dmenée systeme basé sur linteraction
avidine/biotine exhibe une sensibilité trés failpler rapport aux deux autres: la valeur
obtenue est environ 40 fois plus faible que ceiieioue avec le systéme NTARAHistidine.
Cette observation continue de mettre en éviderscdd@aillances de ce systeme. Comme pour
le paragraphe traitant des courants de saturatloest tres délicat de poursuivre la

comparaison des résultats du fait des fortes @ifiégs entre les trois systemes d’affinité.
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Dans un troisieme temps, nous avons voulu analgseconstantes apparentes de
Michaelis-Menten, 1%, obtenues par la linéarisation de Lineweaver-Blais de ces
expériences. On peut, ici aussi, constater dedatigparités entre les différentes valeurs qui
évoluent entre 2 et 66.Famol.L™%. L'architecture basée sur l'interaction NTA/CHHistidine
présente une valeur intermédiaire (~ 12.bol.L"") qui reste convenable mais moins bonne
gue celles que nous avions pu obtenir sur le pptydfe-NTA) lors des études réalisées au
Chapitre 1l Tableaux II-3 etll-7) qui étaient du méme ordre de grandeur que célienoe
lorsque I'enzyme est libre en solutfon(33.10° mol.L* & 25 °C). Plusieurs hypothéses
peuvent étre formulées a ce sujet :

- premiérement, la méthode d'accroche du groupemebPA M la surface de
I'électrode étant différente (poly(pyrrole-NTARrsusSWCNTs/pyréne-NTA), il se peut que
la conductivité et la perméabilité de la couche mdmotubes de carbone mono-paroi
fonctionnalisés par du pyrene-NTA soit moins borgtedonc que le glucose et bOQy
diffusent moins bien que dans le cas du film de/(pytrole-NTA) qui est un polymére trés
perméable,

- deuxiemement, seule une architecture sur les deuatient des nanotubes de
carbone et ceci peut engendrer un éloignementétlectrode pour I'enzyme immobilisée et
une diminution de la valeur de la constante apparda Michaelis-Menten, comme dans le
cas de I'électrode modifiée par le poly(pyrrole-Ni@u**/duplex d’ADN/avidine/B-GOX
vue au Chapitre 1l (8.3.2.c) qui présentait d'ailleurs une valeur dg® (~ 13.10° mol.L™)
similaire a celle obtenue ici,

- enfin, il est probable que, dans le cas présentélds SWCNTs permettent
d’augmenter la surface spécifique de I'électrodedatcoup, d'immobiliser une plus grande
quantité d’enzymes (pour le systeme basé sur dy(potole-NTA, la valeur du by est
d’ailleurs quatre fois plus faible qu’ici) ce quingendrerait alors une plus grande
consommation d’'@pour la régénération des enzymes ; cette étapégdmeration peut alors
devenir I'étape limitante du mécanisme enzymatiguprovoquer cette diminution duyR®

comme nous I'avions déja sugg®&ré

Le systeme adamantafi@dyclodextrine présente une constante apparente de
Michaelis-Menten, %" trés faible (1,6.16 mol.L'Y). Cependant, étant donné les
performances exceptionnelles obtenues avec censysté niveau du courant de saturation et
de la sensibilité, on peut supposer qu’une quamipdrtante d’enzyme a été immobilisée sur

la surface de I'électrode ; la concentration ene® solution étant identique pour toutes les
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configurations, on pourra donc observer ici le magsement de I'étape de régénération des
enzymes entrainant cette diminution dy®® De plus, 'adamantane est une molécule trés
hydrophobe qui peut géner la diffusion des espeees|’électrode et/ou la solution. Quant au
systéme basé sur linteraction biotine/avidine, pmut remarquer que la valeur de®®
(66.10° mol.L'") est deux fois plus importante que celle de I'eneyen solution ce qui
confirme une nouvelle fois les problémes de diffnsiés a ce systeme. Effectivement cette
augmentation du #°P peut étre attribuée a une mauvaise diffusion dicagle due a la

stratégie d'immobilisation.

Enfin, on peut remarquer que les seuils de détectit les gammes de linéarité
obtenues pour les systétmes NTAJGHistidine et adamantarfetyclodextrine sont
similaires tandis que celles pour le systéme hiddvidine sont décalées vers des

concentrations dix fois plus importantes.

. Pyréne-NTA/ Pyréne-adamantane/| Pyréne-biotine/
Systeme S o
Cu“"/His-GOX B-CD-GOX avidine/B-GOX
temps de réponse (s 10 30 20
Jmax (MA.cm?) 44,8(0,3) 135,4(0,6) 5,1(0,02)
sensibilité
1 B 2,38(0,02) 8,20(0,04) 0,11(0,0005)
(mA.mol~.L.cm™)
seuil de détection
) 10° 3,1.10° 3,4.10'
(mol.L™)
amme de linéarité
J ) 10° - 6,3.1C° 3,1.10°-9,4.10° 3,4.10'-1,2.1C0°
(mol.L™)
Kwm apparent
) 11,8.10° 1,6.10° 66,4.10°
(mol.L™)
activité de I'enzyme
. L 150 230 220
en solution (U.mg)

Tableau IlI-1 : Comparatif des valeurs obtenues sur des électradedifiées avec des
SWCNTs (3 x 20 puL & 0,1 mg.mtans le THF) et un des trois systémes affins ésudi
pyréne-NTA/CH/His-GOX, pyréne-adamantaf2CD-GOX et pyréne-B/avidine/B-GOX.
Les valeurs entre parentheses ont été rapportdestivité enzymatique en solution.
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[1l.2.4. Marquage enzymatique d’électrodes modifiees pameétange des trois

pyrénes avec la glucose oxydase

Afin de procéder par étapes, nous avons ensuitgiéet’immobilisation des trois
glucose oxydases marquées avec les groupementsoforels histidine3-cyclodextrine ou
biotine sur les nanotubes de carbone mono-paratiftomalisés par un mélange des trois
pyrénes modifies (mélange équimolaire des pyreresues avec le NTA, 'adamantane ou
la biotine). Une représentation schématique des SW¢donctionnalisés par ce mélange est

présentée sur Bchéma Ill1-8.

Pour toutes ces expériences, les électrodes taeplatilisées ont été modifiées avec
un dépo6t de SWCNTs (3 x 20 pL d’une dispersionlanfy.mL* séchées successivement a la
surface de I'électrode) puis ces électrodes ontp&tégées dans une solution de THF
contenant le pyréne-NTA, le pyréne-adamantane pyiéne-biotine (5.16 mol.L™* chacun)
pendant 30 minutes. Ces électrodes ont finaleméntifcées successivement avec du THF,
de I'eau distillée et du tampon phosphate (0,1 Iifol.pH = 7) sous agitation pendant 5
minutes chacun.

H,O OH,
N

o=

O:<(,'I
N

~ H
Q N

Schéma 111-8 : Principe de l'immobilisation des trois pyrenes fiomenalisés (pyrene-NTA,
pyréne-adamantane et pyréne-biotine) sur les ndrestule carbone mono-paroi (SWCNTS).
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l1l.2.4.a. Immobilisation de la glucose oxydase histidinylddig-GOX) sur

des électrodes modifiées par le mélange des trgiénmes

Dans un premier temps, nous avons realisé le ragegenzymatique des électrodes de
platine modifiées avec la glucose oxydase histi@myPour cela, une électrode préalablement
modifiée avec les SWCNTs et le mélange équimoldé® trois pyrénes a été plongée dans
une solution de Cugl10% mol.L* dans du tampon acétate 0,1 mdld pH = 4,8) pendant
20 minutes. Aprés rincage de cette électrode aescsdlutions de NaCl (0,5 mot').et de
tampon phosphate (0,1 mofl. pH = 7) sous agitation pendant cing minutes chac
I'électrode a été incubée avec une solution de ¢amphosphate (0,1 mol; pH = 7)
contenant la glucose oxydase histidinylée (His-GA»5 mg.mLY) puis rincée & nouveau
dans du tampon phosphate (0,1 mol;LpH = 7) sous agitation pendant 5 minutes. La
réponse ampérométrique de cette électrode a dmdionjs de glucosd-igure I1lI-10) a été
enregistrée en imposant un potentiel E = 0,6v8/ECS dans une solution de tampon
phosphate (0,1 moll; pH=7; T =25 °C).

Figure 111-10 : Réponse ampérométrique d’'une électrode de plafthe 6 mm) modifiée
avec des nanotubes de carbone mono-paroi (SWCBIX220 pL & 0,1 mg.miLdans le THF)
puis incubée successivement avec une solution deé ddhtenant les trois pyrénes
fonctionnalisés (pyréne-NTA/pyréne-adamantane/m®atine ; 1/1/1), une solution de
tampon acétate (0,1 mol'l; pH = 4,8) contenant Cii (10° mol.L") et une solution de
tampon phosphate (0,1 mol.LpH = 7) contenant la glucose oxydase histidiny{iis-
GOX ; 0,5 mg.mt) dans du tampon phosphate (0,1 mdJ.pH =7, T=25°C)aE =0,6 V
vs ECS suite aux injections successives de gluzosela cellule électrochimique.
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La Figure 111-11- A montre 'augmentation du courant obtenue lors’idgettion de
200 pL d'une solution de glucose &1@ol.L™* dans la cellule électrochimique et permet de
déterminer le temps de réponse qui est de l'ordrd@ls. La courbe d’étalonnage suite aux
injections successives de glucose dans la celttlprésentée sur Eigure 111-11- B et celle-
ci présente l'allure typique des courbes obtenuesr pun biocapteur enzymatique. La
sensibilité et le courant de saturation obtenusr mette électrode modifiee sont de 4,08
mA.mol*.L.cm? et 67,4 pA.cnf respectivement. Le seuil de détection de cetthitanture
est de 3,1.10 mol.L™* et la gamme de linéarité s’étend jusqu’a des aunagions en glucose
de 6,3.1G mol.L". La constante apparente de Michaelis-Menten dé&éem par la
linéarisation de Lineweaver-Buftkest égale & 41,2.2amol.L™* (R? = 0,9985).

I (uA) 4 B

10~

o] o,
| |_|

—

A A

0 0,1 0,2 0,3
[glucose] (mol.L™)

Figure IlI-11 : A - Réponse ampéromeétrique a une augmentation deentmation en
glucose de 1,6 mmoliLdans du tampon phosphate (0,1 mdJ.pH =7, T=25°C) 4 E =
0,6 V vs ECS obtenues avec une électrode de pl@inre5 mm) modifiée avec des SWCNTs
(3 x 20 pL & 0,1 mg.nLdans le THF) puis incubée successivement avesalngon de THF
contenant les trois pyrénes fonctionnalisés (pyiiéd/pyréne-adamantane/pyréne-biotine ;
1/1/1), une solution de tampon acétate (0,1 moj.pH = 4,8) contenant Cii (102 mol.L?})

et une solution de tampon phosphate (0,1 rifolpH = 7) contenant la glucose oxydase
histidinylée (His-GOX ; 0,5 mg.rif). B - Courbe d'étalonnage du glucose obtenue avec
I'électrode modifiée dans du tampon phosphatef®LL?, pH = 7, T = 25 °C). RSD : 5 %.
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Il nous est alors apparu intéressant de compaserésultats obtenus dans cette étude
avec ceux présentés au paragraphe précédahte@u 111-2) lors de I'immobilisation de la
glucose oxydase histidinylée sur une électrode fiéedpar des nanotubes de carbone mono-
paroi fonctionnalisés avec du pyréne-NTA uniqguement

On peut noter que certains parametres n’ont pagea, évolué comme le temps de
réponse qui est de 10 s dans les deux cas ou elcgamme de linéarité et le seuil de
détection qui sont treés similaires pour les dekidéectures considérées.

Par contre, le courant de saturation a augment€afk% en passant des nanotubes de
carbone mono-paroi fonctionnalisés avec seulementydene-NTA a ceux fonctionnalisés
par un mélange équimolaire des trois pyrénes. @sibdution peut étre surprenante car on
pensait immobiliser une quantité moins importariezymes dans le second cas mais il est
probable que cette diminution de la compacité dmiache enzymatique soit plus propice a la
diffusion des différentes espéces jusqu’a la sertiecl’électrode.

Nous avions d'ailleurs suggéré que, dans le casSHeCNTs fonctionnalisés avec du
pyréne-NTA seulement, une mauvaise diffusion de pGuvait intervenir et faire diminuer la
valeur de K" en limitant I'étape de régénération de I'enzymesessujet, on peut remarquer
que la valeur de PP obtenue avec les SWCNTSs fonctionnalisés par leang& des trois
pyrénes (41,2.I1H mol.L'") est plus proche de la valeur dg® déterminée en solutidh
(33.10° mol.L'™}) ; ceci suggére donc une amélioration de la biguaihilité du matériau pour
la glucose oxydase histidinylée qui adopte alorcamportement similaire a celui qu’elle a
en solution.

Les valeurs de sensibilité obtenues suivent tagjtaiméme évolution : ce parametre
voit sa valeur doubler en passant des électrodestibmnalisées avec du pyréne-NTA
seulement a celles modifiées par le mélange despyoénes. Cette évolution confirme notre
hypothese de la formation d’'une couche d’enzymenm@ompacte permettant alors une

meilleure diffusion des espéces en solution (systelus perméable).
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(Pyréne-NTA/Pyréne-biotine/
Systéme Pyréne-NTA/CG'/His-GOX | Pyréne-adamantane : 1/1/1)/
Cu*/His-GOX

temps de réponse (s 10 10
Jmax (MA.cm™) 44.8 67,4
sensibilité
1 ” 2,38 4,08
(mA.mol~.L.cm™)
seuil de détection = 5
L 10 3,1.10
(mol.L™)
amme de linéarité
’ . 10°-6,3.10° 3,1.10°- 6,3.10°
(mol.L™)
Km apparente
M app ) 11,8.16° 41,2.10°
(mol.L™)

Tableau 11I-2 : Comparatif des valeurs obtenues lors de I'immodiie de la glucose
oxydase histidinylée (His-GOX) sur des électrodedifiées avec des SWCNTs (3 x 20 uL a
0,1 mg.mL* dans le THF) et le pyréne-NTA dans le premier@asin mélange équimolaire
des trois pyrénes fonctionnalisés (pyrene-NTA/mAlgiotine/pyrene-adamantane) dans le
second cas.
[11.2.4.b. Immobilisation de la glucose oxydase marquée avec f+
cyclodextrine g-CD-GOX) sur des électrodes modifiées par le mékags

trois pyrénes

Dans un second temps, nous avons étudié I'imnsaltiiin de la glucose oxydase sur
une électrode de platine modifiée par les nanotaleesarbone mono-paroi fonctionnalisés
par le mélange équimolaire des trois pyrenes. Pela; une électrode déja modifiée avec les
SWCNTs et les trois pyrenes a été plongée danssahgion de tampon phosphate (0,1
mol.L* ; pH = 7) contenant la glucose oxydase marquée desp-cyclodextrines §-CD-
GOX ; 0,5 mg.m[Y) puis rincée dans du tampon phosphate (0,1 molpH = 7) sous
agitation pendant 5 minutes. Nous avons ensuit@ Rliréponse ampérométriqgue de cette
électrode a un potentiel constant E = 0,&#SMECS dans une solution de tampon phosphate
(0,1 mol.L*; pH = 7 ; T = 25 °C) en fonction des ajouts sssife de glucose dans la cellule

électrochimiqueKigure 111-12).
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500 s

Figure 111-12 : Réponse ampérométrique d'une électrode de plathe 6 mm) modifiée
avec des nanotubes de carbone mono-paroi (SWCBIX220 pL & 0,1 mg.miLdans le THF)
puis incubée successivement avec une solution deé ddhtenant les trois pyrénes
fonctionnalisés (pyréne-NTA/pyréne-adamantane/my@atine ; 1/1/1) et une solution de
tampon phosphate (0,1 mof.LpH = 7) contenant la glucose oxydase marquée aes@
cyclodextrines #CD-GOX ; 0,5 mg.mt) dans du tampon phosphate (0,1 mol.pH =7, T
=25 °C) a E =0,6 V vs ECS suite aux injectionscassives de glucose dans la cellule
électrochimique.

L’augmentation du courant obtenue lors de l'inpttde 200 pL d’'une solution de
glucose & 16 mol.L™* dans la cellule électrochimique est présentééastigure 111-13- A ; le
temps de réponse de cette électrode est donc gee@@ron. LaFigure 111-13- B présente la
courbe d’étalonnage résultant des injections deogiel dans la cellule électrochimique ; celle-
ci a toujours l'allure typique des courbes obtenpear les biocapteurs enzymatiques. La
sensibilité et le courant de saturation obtenus dier cette étude sont de 5,71 mA folcm
et 86,2 pA.crif respectivement. Pour cette architecture, nous saabienu un seuil de
détection de 1O mol.L™* et la gamme de linéarité s'étend jusqu'a 6,3.a®I.L"* en glucose.
La constante apparente de Michaelis-Menten détéenpar la linéarisation de Lineweaver-
Burk® est égale a 10,5.Fanol.L* (R? = 0,995).
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Figure 1lI-13 : A - Réponse ampérométrigue a une augmentation deentmation en
glucose de 1,6 mmol'idans du tampon phosphate (0,1 mol.pH =7, T=25°C) & E =
0,6 V vs ECS obtenues avec une électrode de pl@ire5 mm) modifiee avec des SWCNTs
(3 x 20 pL & 0,1 mg.nLdans le THF) puis incubée successivement avesalnon de THF
contenant les trois pyrénes fonctionnalisés (pyiiéd/pyrene-adamantane/pyrene-biotine ;
1/1/1) et une solution de tampon phosphate (0,1LMplpH = 7) contenant la glucose
oxydase marquée avec dgcyclodextrines #CD-GOX; 0,5 mg.mt). B - Courbe
d'étalonnage du glucose obtenue avec I'électroddifide dans du tampon phosphate (0,1
mol.L'}, pH =7, T=25°C). RSD : 5 %.

Comme pour la précédente étude nous avons vouhpaer les résultats obtenus
(Tableau I11-3) lors de l'immobilisation de I'enzym@-CD-GOX sur des nanotubes de
carbone mono-paroi fonctionnalisés par le pyrersevahtane seulement ou par le mélange

équimolaire des trois pyréenes.

On peut noter, qu’ici aussi, les temps de répdeseseuils de détection et les gammes
de linéarité obtenus pour les deux architecturesanent pas.

La valeur du courant de saturatigp,Ja diminué d’environ — 30 % dans le cas des
SWCNTSs fonctionnalisés avec le mélange équimoldétrois pyrénes ; on aurait pu penser
obtenir un tiers de la précédente valeur puisquies®nt un tiers de la surface des SWCNTs
sera fonctionnalisée par des groupements adamantane

Cependant, nous avions aussi mis en avant une fonitation au niveau de la
régénération de I'enzyme lors de 'immobilisatianld glucose oxydase marquée avecfes

cyclodextrines sur les SWCNTSs fonctionnalisés aheqyréne-adamantane seulement et si
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on regarde maintenant la constante apparente déhablis-Menten pour les deux
architectures, on peut remarquer qu’elle a conailément augmenté (multipliée par six
environ) lors de I'étude sur les SWCNTSs fonctiomses par le mélange des trois pyrenes. On
peut alors estimer que la diffusion de €era meilleure si la couche d’enzyme est moins
compacte comme nous I'avions évoqué pour le sysegCU*/Histidine.

En effet, nous verrons un peu plus tard I'effe¢ gpeut avoir la drastique diminution
du pourcentage de pyrene-adamantane sur I'élect@aebserve donc ici une diminution de
la valeur de Jax moins grande que ce que I'on attendait car, enen@&mps, la diffusion de
O, semble s’améliorer ; I'amélioration de la diffusiadle Q semble alors reliée de fagon
inverse a la quantité d’enzymes immobilisées stledtrode. Finalement, I'évolution de la
sensibilité est identique a celle du courant daratibn : on perd — 30 % du signal lors de la

diminution du pourcentage de pyréne-adamantane.

. (Pyrene-NTA/Pyrene-biotine/
Pyrene-adamantane/

Systeme Pyréne-adamantane : 1/1/1)/
B-CD-GOX
B-CD-GOX
temps de réponse (s 30 30
Jmax (MA.cm™) 135,4 86,2
sensibilité
1 ” 8,20 571
(mA.mol~.L.cm™)
seuil de détection 5 5
L 3,1.10 10
(mol.L™)
amme de linéarité
’ . 3,1.10°- 9,4.10° 10° - 6,3.10°
(mol.L™)
Km apparente
v appar 1,63.1C° 10,5.10°
(mol.L™)

Tableau 11I-3 : Comparatif des valeurs obtenues lors de I'immodiie de la glucose
oxydase marquée avec désyclodextrines #CD-GOX) sur des électrodes modifiées avec
des SWCNTSs (3 x 20 pL a 0,1 mg’ndans le THF) et le pyréne-adamantane dans le memi
cas ou un mélange équimolaire des trois pyrenestifimmalisés (pyrene-NTA/pyréne-
biotine/pyrene-adamantane) dans le second cas.

Afin d’essayer de mieux comprendre ce systemes ramons réalisé une expérience
supplémentaire en changeant le rapport molairdrdesspyréenes dans la solution permettant

la fonctionnalisation des SWCNTSs ; apres plusi@ssais, nous avons choisi d’utiliser une
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solution contenant 10 % de pyrene-NTA, 10 % de mpgradamantane et 80 % de pyréne-
biotine. Nous nous sommes, en réalité, apercu queed les électrodes élaborées avec
seulement 10 % de pyréne-adamantane dans le médsgaois permettait d’obtenir une

constante apparente de Michaelis-Menten procheeliie @éterminée en solution. Les étapes
de modification de I'électrode n’ont pas été chasge&lles ont été conservées afin de pouvoir

comparer les résultats plus aisément.

wat g

20+
500 nA ] m
10+
N
A A
0 : | »
0 0,1 0,2

[glucose] (mol.L™)

Figure IlI-14 : A - Réponse ampéromeétrigue a une augmentation deentmation en
glucose de 1,6 mmoliLdans du tampon phosphate (0,1 mdJ.pH =7, T=25°C) 4 E =
0,6 V vs ECS obtenues avec une électrode de pl@ine5 mm) modifiée avec des SWCNTs
(3 x 20 pL & 0,1 mg.nLdans le THF) puis incubée successivement avesalngon de THF
contenant les trois pyrénes fonctionnalisés (pyiiéd/pyréne-adamantane/pyréne-biotine ;
rapport molaire 10/10/80) et une solution de tampuimosphate (0,1 moll, pH = 7)
contenant la glucose oxydase marquée ave@dsglodextrines #CD-GOX ; 0,5 mg.mit).

B - Courbe d'étalonnage du glucose obtenue aveedifdde modifiée dans du tampon
phosphate (0,1 mol}, pH = 7, T = 25 °C). RSD = 4 %.

La Figure 1ll-14- A montre 'augmentation de courant observée lorgimjection de
200 pL d’une solution de glucose a™mol.L"* dans la cellule électrochimique et on peut
remarquer qu’ici le temps de réponse de l'électredé de 10 s environ. La courbe
d’étalonnage résultant des injections de glucose tkacellule électrochimique est présentée
sur laFigure IlI-14-B. La sensibilité et le courant de saturation obteauvec ce rapport
molaire des trois pyrenes lors de I'immobilisatiela glucose oxydase marquée avecfdes

cyclodextrines sont de 8,07 mA.rildl.cm? et 142,8 puA.cii respectivement. Pour ce
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rapport molaire des trois pyrénes, nous avons ahterseuil de détection de 6,7%mol.L*

et la gamme de linéarité s'étend jusqu’a 9,4.iol.L™* en glucose. La constante apparente
de Michaelis-Menten déterminée par la linéarisati® Lineweaver-BufR est égale a
30,5.10° mol.L'* (R* = 0,9955).

Cette étude supplémentaire a permis de fournirirdesmations complémentaires au
sujet du systeme adamantdgdieyclodextrine : il nous est alors paru intéressintomparer
les parametres obtenus ici avec ceux obtenus lerEétlde de l'ancrage de la glucose
oxydase marquée avec d@scyclodextrines sur les nanotubes de carbone manu-p

fonctionnalisés avec du pyréne-adamantane seulement

Dans leTableau lllI-4, on peut tout de suite observer que les valeusscdarants
maximum, des sensibilités, des seuils de déteetiates gammes de linéarité pour ces deux
architectures sont proches.

Il est peu probable que les SWCNTs fonctionnalipas du pyrene-adamantane
seulement ou avec le mélange contenant seuleme¥t d® pyréne-adamantane permettent
d'immobiliser la méme quantité @gCD-GOX.

Cependant, I'évolution des autres paramétres @aeréponse et constante apparente
de Michaelis-Menten) semble confirmer I'hypothésend meilleure diffusion d'@ et/ou
d’'une moins grande consommation de celui-ci solacbhe enzymatique est moins dense.

En effet, on constate qu’avec 10 % de pyréne-adtama, la constantey&"P obtenue
est trés proche de celle déterminée en softti@3.10° mol.L™") et ceci permet de démontrer
gue les sites actifs enzymatiques seront plus sitdes (couche enzymatique moins
compacte) grace a une meilleure biocompatibiliténgmériau.

De méme, le temps de réponse a été divisé pardrodiminuant le pourcentage de
pyréne-adamantane sur I'électrode ; on peut exgligela par la diminution de la compacité
de la couche enzymatique mais il se peut aussiagsirface soit moins hydrophobe puisqu’il

y a moins de groupements adamantane a la surfdtsettrode.
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. (Pyréne-NTA/Pyréne-biotine/
Pyrene-adamantane/

Systeme Pyréne-adamantane : 10/80/10)
B-CD-GOX
B-CD-GOX
temps de réponse (s 30 10
Jimax (LA.cmM) 135,4 142,8
sensibilité
1 ” 8,20 8,07
(mA.mol~.L.cm™)
seuil de détection 5 5
L 3,1.10 6,7.10
(mol.L™)
amme de linéarité
) ) 3,1.10°-9,4.10° 6,7.10° - 9,4.10°
(mol.L™)
Km apparente
) 1,63.10° 30,5.10°
(mol.L™)

Tableau 1lI-4 : Comparatif des valeurs obtenues lors de I'immodiie de la glucose
oxydase marquée avec désyclodextrines #CD-GOX) sur des électrodes modifiées avec
des SWCNTSs (3 x 20 pL & 0,1 mg’ndans le THF) et le pyréne-adamantane dans le gemi
cas ou un mélange des trois pyrénes fonctionnalfpgsene-NTA/pyrene-biotine/pyrene-
adamantane avec un rapport molaire 10/10/80) darsekcond cas.

[11.2.4.c. Immobilisation de la glucose oxydase biotinylée @3X) sur
des électrodes modifiées par le mélange des trgiénmes

Dans un troisieme et dernier temps, nous avonsieéal’ancrage de la glucose
oxydase biotinylée sur une électrode de platindagyuelle nous avions effectué le dépot des
nanotubes de carbone mono-paroi qui ont ensuitéogtdionnalisés par trempage dans une
solution équimolaire des trois pyrenes. Cette Bdeet a été incubée successivement dans des
solutions de tampon phosphate (0,1 mol;lpH = 7) contenant I'avidine (0,5 mg.mM)puis
la glucose oxydase biotinylée (B-GOX ; 0,5 mg:LChaque incubation a été suivie d’'une
étape de rincage dans du tampon phosphate (0,L mabH = 7) sous agitation. Liigure
[11-15 montre la réponse ampéromeétrique de cette électadpotentiel imposé E = 0,6V
ECS dans une solution de tampon phosphate (0,LthppbH = 7; T = 25 °C) au fur et &

mesure des ajouts de glucose.

Comme nous avions mis en évidence I'interactio\NC**/biotine au Chapitre 11 (§

[1.4.), nous n'avons évidemment pas mis les électrodeslifitdes par les SWCNTs
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fonctionnalisés par le mélange des trois pyrénes dme solution contenant des ions*'Cu
avant d’étudier l'ancrage de la glucose oxydasetiryilge sur ce type d'électrodes.
Cependant, une étude précédente réalisée au laiefaavec le poly(pyrrole-NTA) avait
permis de démontrer que la glucose oxydase higt@npouvait s’ancrer sur ce polymere
méme sans ajout de Etet en fournissant des résultats bien inférieursuk obtenus lorsque
le polymére était tout d’abord modifié avec dessiddif’; en effet, sans complexation
préalable d’ions CU sur le poly(pyrrole-NTA), on n'obtient qu’envira0 % des valeurs
obtenues en présence de ce cation métallique.peatis’expliquer par le fait que la verrerie,
I'eau distillée ou encore les tampons utilisés eavent pas étre totalement débarrassés de
leurs cations métalliques. De méme, nous n'avoepéfié les enzymes utilisées et celles-ci
peuvent aussi contenir des cations métalliquess Draoas de 'immobilisation de la glucose
oxydase biotinylée, il se peut alors que celle:an&e aussi sur le pyrene-NTA et pas
seulement sur le pyréne-biotine méme si nous aeesayé de minimiser ce phénomeéne en

n'ajoutant pas CU avant toutes les expériences décrites par la suite

500 s

0,2 uA}

Figure 111-15 : Réponse ampérométriqgue d’'une électrode de plafthe 6 mm) modifiée
avec des nanotubes de carbone mono-paroi (SWCBIX220 pL & 0,1 mg.miLdans le THF)
puis incubée successivement avec une solution deé ddhtenant les trois pyrénes
fonctionnalisés (pyrene-NTA/pyrene-adamantane/m®atine ; 1/1/1) et des solutions de
tampon phosphate (0,1 mol-LpH = 7) contenant I'avidine (0,5 mg.m)puis la glucose
oxydase biotinylée (B-GOX ; 0,5 mg.hldans du tampon phosphate (0,1 mol.pH =7, T
=25 °C) a E = 0,6 V vs ECS suite aux injectionscassives de glucose dans la cellule
électrochimique.
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L’injection de 200 pL d'une solution de glucosede concentration de 1amol.L*
est représentée surfagure IlI-16- A ; le temps de réponse propre a cette architeetrde
20 s environ. Les injections successives de gludass la cellule électrochimique ont permis
d’obtenir la courbe d’étalonnage présentée sufFitpure IlI-16-B. On peut clairement
observer que les performances de ce systeme santdag plus faibles que pour les deux
autres : la sensibilité de cette électrode modiééede 0,29 mA.mdlL.cm? tandis que le
courant de saturation vaut 8,8 nAtnba gamme de linéarité s'étend de*1dol.L™* (seuil
de détection) & 6,3.F0mol.L™* en glucose. La constantg,®”, déterminée par la linéarisation
de Lineweaver-Burk, s'éléve a 76,6.10mol.L™* (R? = 0,9973).

| (uA) 4

1.51

0.5

A

0 | | |
0 0,1 0,2 0,3
[glucose] (mol.L™)

Figure III-16 : A - Réponse ampéromeétrique a une augmentation deentmation en
glucose de 1,6 mmoliLdans du tampon phosphate (0,1 mdJ.pH =7, T=25°C) 4 E =
0,6 V vs ECS obtenues avec une électrode de pl@ine5 mm) modifiée avec des SWCNTs
(3 x 20 pL & 0,1 mg.nLdans le THF) puis incubée successivement avesalngon de THF
contenant les trois pyrénes fonctionnalisés (pyiiéd/pyréne-adamantane/pyréne-biotine ;
1/1/1) et des solutions de tampon phosphate (0JILihopH = 7) contenant I'avidine (0,5
mg.mL?") puis la glucose oxydase biotinylée (B-GOX ; Ogsmi?). B - Courbe d'étalonnage
du glucose obtenue avec I'électrode modifiée danshpon phosphate (0,1 mot,LpH = 7,
T=25°C). RSD: 5 %.

De la méme maniere que pour les deux systemesdmegts, nous avons analyseé les
résultats obtenus pour I'ancrage de la glucose asg/dhiotinylée sur les nanotubes de carbone
mono-paroi fonctionnalisés par du pyréne-biotinelesaent ou par le mélange équimolaire

des trois pyrenes afin d’effectuer une compara{3ableau I11-5).
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Comme pour les comparaisons réalisées précédemomergmarque que les temps de
réponse, les seuils de détection et les gammasadhité sont similaires. Par contre, on peut
noter une nette augmentation du courant de saardthx (+ 75 %) et de la valeur de la
sensibilité¢ (+ 160 %) ; la diminution de la quadtitle pyréne-biotine a la surface des
SWCNTs et donc de I'électrode se traduit par un@rdition de la quantité d’avidine déposée
sur la surface. Cette couche d’avidine étant compuoue générer des problémes de diffusion,
la diminution de la densité de la couche de cett#éme pourrait permettre d’expliquer

'augmentation des valeurs de sensibilité et deamtiude saturation.

Cependant, si on regarde maintenant les constapfeentes de Michaelis-Menten
des deux architectures, on peut observer que sarvalaugmenté (+ 15 %) en diminuant le
pourcentage de pyrene-biotine sur la surface. @agrhéne peut venir du fait que ce systeme
est un peu plus compligué que les deux autres’aadihe est une protéine qui peut étre
coordinée a quatre molécules de biotiBehéma 111-7). Une précédente étude réalisée par
microbalance a quartz au laboratdira permis de démontrer que, I'exposition d’une aef
fonctionnalisée par du poly(pyrrole-biotine)/avidira une solution de glucose oxydase
biotinylée ne va pas permettre a toutes les madécdlavidine d’étre occupées par une
enzyme. De plus, si moins de molécules de bioteramt du pyréne-biotine sont disponibles
sur la surface, on aura probablement un meillgpa@sment entre celles-ci a condition que le
pyréne-biotine se répartisse de facon uniformeasurface. Dans le cas d’'une distribution
homogéene des groupements biotine sur les SWCNTgidmmalisés par le mélange des trois
pyrénes, on immobilisera moins de molécules d’aaddt celles-ci pourront alors étre toutes
occupées par une enzyme (glucose oxydase biot)nyldiee plusieurs. Effectivement, il
semblerait donc que dans les deux systemes comipggrése s’agisse pas vraiment d’'une
meilleure diffusion du glucose mais plutét d’'uneilieare distribution des enzymes a la

surface des nanotubes de carbone mono-paroi.

Comme pour le systtme adamantBrm/clodextrine, nous avons effectué une
expérience supplémentaire afin de vérifier cettpollyese et de trouver le pourcentage de
pyréne-biotine permettant d’obtenir une constapigaeente de Michaelis-Menten proche de

celle déterminée en solution pour cette enzyme.
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(Pyréne-NTA/Pyréne-biotine/

Systéme Pyréne-biotine/avidine/B-GOX Pyrene-adamantane : 1/1/1)/
avidine/B-GOX
temps de réponse (s 20 20
Jmax (MA.cm™) 5,1 8,8
sensibilité
1 ” 0,11 0,29
(mA.mol~.L.cm™)
seuil de détection . A
L 3,4.10 10
(mol.L™)
amme de linéarité
’ . 3,4.10'- 1,2.10° 10" - 6,3.10°
(mol.L™)
Km apparente
v appart 66,4.10° 76,6.10°
(mol.L™)

Tableau 1lI-5 : Comparatif des valeurs obtenues lors de I'immodiie de la glucose
oxydase biotinylée (B-GOX) sur des électrodes néaedifavec des SWCNTs (3 x 20 uL a 0,1
mg.mL* dans le THF) et le pyréne-biotine dans le prenti@s ou un mélange équimolaire
des trois pyrénes fonctionnalisés (pyrene-NTA/mAlgiotine/pyrene-adamantane) dans le
second cas.

De la méme maniere que pour le systeme précédiéiétents rapports molaires ont
été testés et nous nous sommes apercus qu’il faut, ce systeme, utiliser une solution
contenant trés peu de pyrene-biotine. En effeteles expériences réalisées avec seulement
1 % de pyrene-biotine sont celles qui permetterdbt#nir la constante apparente de
Michaelis-Menten la plus proche de celle détermi@éesolution. Les nanotubes de carbone
mono-paroi préecédemment déposeés sur I'électrogeatime ont donc été fonctionnalisés par
trempage dans une solution contenant 20 % de pytéite 79 % de pyréne-adamantane et 1
% de pyreéne-biotine. La procédure de modificatier’dlectrode est restée identique afin de
vraiment voir 'effet de cette diminution du pountage de pyrene-biotine a la surface des
SWCNTs.

Le temps de réponse correspondant a cette éleamodifiée est de I'ordre de 10 s et
a été déterminé a partir deRagure I11-17- A sur laquelle on voit 'augmentation du courant
provoquée par I'ajout de 200 pL d'une solution decgse a 1® mol.L'™Y. Les injections
successives de glucose dans la cellule électroghaminous ont permis d’obtenir la courbe
d’étalonnage présentée sur kKigure IlI-17-B. Cette courbe est linéaire pour des
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concentrations en glucose comprises entre 1°8et06,3.10G mol.L™! et la pente de cette
partie linéaire de la courbe (sensibilité de I'élede) est de 0,72 mA.mbL.cmi®. Le courant
de saturation est de 15,3 pAénandis que la constante apparente de Michaelisévien
Kn®P déterminée par la linéarisation de LineweaverkBlirvaut 37,6.18 mol.L* (R? =
0,9963).

\

0 0.1 0.2
[glucose] (mol.L™)

Figure 1lI-17 : A - Réponse ampérométrigue a une augmentation deentmation en
glucose de 1,6 mmol'idans du tampon phosphate (0,1 mol.pH =7, T=25°C) A E =
0,6 V vs ECS obtenues avec une électrode de pl@ire5 mm) modifiee avec des SWCNTs
(3 x 20 pL & 0,1 mg.nLdans le THF) puis incubée successivement avesalnton de THF
contenant les trois pyrénes fonctionnalisés (pyiiéd/pyrene-adamantane/pyrene-biotine ;
rapport molaire 20/79/1) et des solutions de tamp@rosphate (0,1 moll. pH = 7)
contenant I'avidine (0,5 mg.rit) puis la glucose oxydase biotinylée (B-GOX ; Ogsmi’™).

B - Courbe d'étalonnage du glucose obtenue aveedidde modifiée dans du tampon
phosphate (0,1 mol}, pH =7, T = 25 °C). RSD : 6 %.

Les résultats correspondant a I'immobilisatioriadglucose oxydase biotinylée sur les
nanotubes de carbone mono-paroi fonctionnalisésdpapyréne-biotine seulement ou le
mélange des trois pyrénes dans un rapport molabé& 92l (pyrene-NTA/pyréne-
adamantane/pyréne-biotine ; 541fol.L™") sont présentés dans Tableau I1I-6. On peut
tout de suite noter que, dans le cas du systene serdement 1 % de pyréne-biotine, nous
avons réussi & obtenir une constante apparenteicteadlis-Menten (37,6.10mol.LY) trés
proche de celle de I'enzyme en solufo33.10° mol.L™%) et ceci permet de dire que ce

matériau a une meilleure biocompatibilité avecllecgse oxydase biotinylée.
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Il faut, en tout premier lieu, rappeler que legng-NTA est présent a la surface des
SWCNTSs et peut interagir avec cette enzyme en latereant sur I'électrode méme si nous
n'avons pas réalisé d’incubation préalable dansaahation contenant un cation métallique
tel que C@'; les résultats présentés ici peuvent alors étre cwmbinaison des deux

phénomeénes d’ancrage biotine/avidine et NTA/@iotine.

Comme nous l'avions précédemment supposé, led&aimettre moins de pyréne-
biotine va faire aussi diminuer la quantité d’am@isur la surface ; en effet, le passage de 100
% a 1 % de pyrene-biotine permet de multipliertpais le courant de saturation. En principe,
la valeur de 4« est directement proportionnelle & la quantité ziemes immobilisées sur la
surface de I'électrod® mais on peut remarquer que, dans le cas de Gamsyste ne sera pas
le cas puisque le courant de saturation aurais aldr étre divisé par 100. De méme, cette
augmentation ne peut pas étre expliquée par l'inilisabion de plusieurs B-GOX sur la
méme avidine (on aurait alors obtenu une valeud,gdeégale a environ 3 % de la valeur
obtenue avec 100 % de pyrene-biotine sur la sudaseSWCNTSs). De plus, il ne faut pas
oublier la possibilité d’interaction entre les gpements NTA et la biotine qui peuvent étre
présents dans ce genre darchitecture. Cette augtien remarquable du courant de
saturation est probablement due a une meilleurengedilité des couches déposées sur
I'électrode ; de méme, cette évolution serait s@mnmoins marquée si les groupements
biotine déposés sur la surface des SWCNTs n’étpestépartis de fagcon homogéne.

Le passage de 100 % a 1 % de pyréne-biotine ssurface des SWCNTs provoque
une nette augmentation de la sensibilité de I'édelet qui a été multipliée par sept environ.
Ceci traduit bien une augmentation de la perméalak la couche de protéine déposée sur les
nanotubes de carbone mono-paroi. Nous avons daossira optimiser le taux d’occupation
du systeme biotine/avidine sur la surface des SWECBTonc de I'électrode.

Le seuil de détection et la gamme de linéaritémints avec seulement 1 % de pyréne-
biotine sur la surface de I'électrode ont, ellesshuévoluées et méme si cette évolution est
moins marquée, on peut noter que l'on retrouve teaant des valeurs pour ces deux
parametres assez similaires a celles obtenuedes/deux autres systemes affins étudiés dans
cette partie du chapitre. Bien que ce cas paraissecompliqué que les deux autres en raison
d’interactions non-spécifiques entre la biotindeegroupement NTA, les résultats obtenus

sont prometteurs.
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(Pyrene-NTA/Pyrene-biotine/
Systéme Pyréne-biotine/avidine/B-GOX Pyréne-adamantane : 20/1/79)
avidine/B-GOX
temps de réponse (s 20 10
Jmax (MA.cm™) 5,1 15,3
sensibilité
1 ” 0,11 0,72
(mA.mol~.L.cm™)
seuil de détection .
) 3,4.10 1,8.10°
(mol.L™)
amme de linéarité
’ . 3,4.10'- 1,2.10° 1,8.10°-6,3.10
(mol.L™)
Km apparente
v appart 66,4.10° 37,6.10°
(mol.L™)

Tableau 11I-6 : Comparatif des valeurs obtenues lors de I'immodiie de la glucose
oxydase biotinylée (B-GOX) sur des électrodes néaedifavec des SWCNTs (3 x 20 uL a 0,1
mg.mL* dans le THF) et le pyréne-biotine dans le prentas ou un mélange des trois
pyrénes fonctionnalisés (pyréne-NTA/pyréne-bigiyr@he-adamantane avec un rapport
molaire 20/79/1) dans le second cas.

[11.2.5. Combinaison des trois systemes affins pour la fonoalisation multiple

des nanotubes de carbone mono-paroi (SWCNTS)

Dans cette derniére partie du chapitre, nous avmadement combiné les trois
systemes affins étudiés précédemment afin de éédimmobilisation des trois glucose
oxydases marquees avec des histidines, [legclodextrines ou des biotines sur des
électrodes modifiées par des SWCNTs fonctionnalizgs le mélange des trois pyrénes
(pyréne-NTA, pyréne-adamantane et pyrene-biotine).

[11.2.5.a. Principe
Le Schéma l111-9 représente I'architecture « multi-fonctionnaliségue nous avons
voulu étudier ; les différentes interactions misageu en vue de I'élaboration de ce systéme

sont regroupées sur ce schéma (pyréne/SWCNTs, NFAHistidine, adamantar@/

cyclodextrine et avidine/biotine).
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Schéma 1lI-9 : Principe de I'immobilisation des trois glucose oagds fonctionnalisées
(His-GOX, CD-GOX et B-GOX) sur les nanotubes de carbone npamoi (SWCNTS)
modifiés par le mélange des trois pyréenes (pyrené&;Npyréne-adamantane et pyréne-
biotine) grace aux différents systémes d'affinitdisés : A - NTA/C§*/Histidine, B - &
cyclodextrine/adamantane €t- biotine/avidine/biotine.

Comme pour les expériences précedentes, desoélestde platine ont, tout d’abord,

été modifiées avec un dépot de nanotubes de carbone-paroi (3 x 20 pL d’'une dispersion

a 0,1 mg.mL* déposées successivement sur la surface de l@dectt séchées sous vide).
Nous avons pu remarquer lors du processus de édsation de chaque systéeme séparément
que le mélange équimolaire des trois pyrénes (bmidl.L™* dans le THF) n’est pas forcément
celui qui permet I'obtention des meilleurs résugltatais, nous verrons plus tard qu’il permet
tout de méme la triple fonctionnalisation des éta#s. Devant cet état de fait, nous avons
utilisé ce mélange équimolaire pour réaliser I'étpdésentée ici.
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[11.2.5.b. Détermination de 'ordre des incubations

Devant la complexité d’'une telle architecture, :#@vons di déterminer I'ordre des

incubations afin d’éviter des interactions non-sigues.

En effet, dans paragraphet. du Chapitre Il, nous avions mis en évidence l&exise
d’'une interaction NTA/Cti/biotine qui doit absolument étre contrée dansecétiide afin de
pouvoir détecter I'ancrage de chaque enzyme. Neoissadonc décidé de réaliser le trempage

dans la solution de Gljuste avant de réaliser I'incubation avec His-GOX.

De la méme facon, nous avons grandement illussépfoblemes de perméabilité
causeés par le systeme avidine/biotine tout au teg) étapes de caractérisations présentées
dans ce chapitre (8.2.3.c. et 8l1l.2.4.c.).

Afin de déterminer a quelle étape de la constunctie cet assemblage biomoléculaire
I'avidine devait étre déposée sur la surface, ramasis examiné 'effet du dépdét d’avidine sur
la surface de SWCNTSs fonctionnalisés par le mélasmemolaire des trois pyrénes lors de
'ancrage des glucose oxydases marquées avec dadinds ou ded3-cyclodextrines.
L'immobilisation dep-CD-GOX sur ce type de surface modifiéell(§.4.b.) avait permis
d’obtenir un courant de saturation.,J= 86,2 pA.crif tandis que lorsque cette méme surface
a eté préalablement modifiée avec l'avidine, onenibtseulement 6 % de cette valeus.(F
5,1 pA.cn). De la méme maniére, I'ancrage de His-GOX surrdemtubes fonctionnalisés
par le mélange équimolaire des trois pyrénddl.(84.a.) fourni un courant de saturatiofasl
= 67,4 pA.cnf tandis que lorsque I'avidine est tout d’abord inbifisée sur la surface, on
obtient uniquement 20 % de cette valeyr{Z 13,8 pA.crif). Nous avons ensuite remarqué
que si l'avidine n’est pas la premiere couche déposur I'électrode, il est impossible
d’obtenir une évolution croissante des courantsataration pour chaque couche d’enzyme
déposée successivement sur I'électrode ; effecemenpour toutes les électrodes testées, dés
gue I'on réalise l'incubation avec I'avidine, lealeurs de Jax diminuent drastiguement. Nous
avons donc choisi de déposer l'avidine en tout prerdieu méme si les performances de

I'électrode « multi-fonctionnalisée » seront alarsoindries.
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En tenant compte de toutes ces considérations, aans établit I'ordre suivant pour
les incubations : avidingg-CD-GOX, B-GOX, CG", His-GOX. LeSchéma Ill-10 montre
une représentation schématique de la stratégiei-étafies utilisée pour réaliser la

fonctionnalisation multiple des nanotubes de cagbmono-paroi.

Que ce soit pour les caractérisations par micqmecélectronique a balayage ou pour
les mesures ampérométriques, les électrodes deepfanctionnalisées par les nanotubes de
carbone mono-paroi ont été tout d’abord trempées da mélange équimolaire des trois
pyrénes (pyréne-NTA/pyréne-adamantane/pyréne-eigtinapport molaire 1/1/1; 5.0
mol.L™! dans le THF) pendant 30 min. Les électrodes dntigtées avec du THF, de I'eau
distillée et du tampon phosphate (0,1 mdl;LpH = 7) sous agitation pendant 5 minutes
chacun. Ces électrodes ont ensuite été incubéessicement dans des solutions de tampon
phosphate (0,1 molt; pH = 7) contenant I'avidine (0,5 mg.i), la glucose oxydase
marquée avec de$-cyclodextrines §-CD-GOX :; 0,5 mg.mLY), la glucose oxydase
biotinylée (B-GOX ; 0,5 mg.mt), une solution de tampon acétate (0,1 mibt.IpH = 4,8)
contenant Ctf (102 mol.L'™Y) puis une derniére solution de tampon phosphatert®!.L* ;
pH = 7) contenant la glucose oxydase histidinytdis-GOX ; 0,5 mg.mL).

Pour les mesures ampérométriques, chaque incaobaté&é suivie d’un rincage dans
du tampon phosphate (0,1 mot.t.pH = 7) sous agitation pendant 5 minutes san$ de cas
de I'incubation avec Cili ou ce rincage a été précédé d'un rincage dansalngon de NaCl

(0,5 mol.LY) pendant 5 minutes et sous agitation.
Pour les caractérisations par microscopie élefjuena balayage, Chaque rincage

avec du tampon phosphate (0,1 mdl;LpH = 7) a été suivi d’'une autre étape de ringage

de I'eau ultra-pure afin de ne pas avoir les tralgesels sur les clichés MEB.
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B-GOX

HissGOX

Schéma I11-10 : Représentation schématique de la stratégie étape&tape employée pour

la fonctionnalisation multiple des nanotubes debcare mono-paroi (SWCNTS).
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[11.2.5.c. Caractérisation par microscopie électronique a bgdae

Nous avons utilisé la microscopie électroniqualayage pour caractériser ce systeme
et obtenir des informations qualitatives de I'éatla surface des nanotubes de carbone mono-

paroi aprés chaque incubation avec une enzyme.

A

Figure 111-18 : Clichés obtenus en microscopie électronique a lzgaypour des électrodes
modifiées par un dépb6t de nanotubes de carbone 1parm (SWCNTSs) fonctionnalisé par le
mélange équimolaire des trois pyrenes (pyréne-Njgne-adamantane et pyrene-biotine),
A - sans autre modification puis aprés I'immobilisat successive dB - l'avidine et la
glucose oxydase marquée avec gasyclodextrines #CD-GOX),C - la glucose oxydase
biotinylée (B-GOX) et enfif) — les ions Ct et la glucose oxydase histidinylée (His-GOX).

La Figure 111-18- A montre un cliché obtenu avec une électrode d@plaécouverte
de SWCNTSs fonctionnalisés par le mélange équinmldés trois pyrénes ; on peut remarquer
gue la surface est recouverte d'un dépdt homogeneatiotubes de carbone mono-paroi.
Aprés les incubations avec 'avidineleCD-GOX, on obtient le cliché présenté suFigure
[11-18- B et on peut observer que le dépbt de nanotubeslesgruls compact mais aussi que
de petites cavités sont apparues dans la cOucBRV@ENTSs.

On peut supposer que ces micro-cavités provieraiane réticulation des nanotubes
due aux modifications de I'électrode effectuées effet, I'avidine va pouvoir agir comme un
pont entre deux biotines provenant des moléculepyiene-biotine immobilisées sur la

surface a condition gu’elles soient assez prochedams le cas du systeme admanfane/
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cyclodextrine, une enzym@CD-GOX va, elle-aussi, pouvoir ponter entre deuxéuoules
d’adamantane exposées par la surface.

Si on regarde maintenant les clichés suivantespandants a I'état de surface aprés
'immobilisation de la glucose oxydase biotinyldagure 111-18-C) puis aprés I'incubation
avec Cd" et la glucose oxydase histidinyl&&dure 111-18-D ), on peut noter que les cavités
ont tendance a s’élargir en formant de grandegésaqui nous confortent dans I'hypothése

d’une réticulation des nanotubes de carbone mona-par les protéines fonctionnalisées.
[11.2.5.d. Etude du systéme par ampérométrie

Nous avons finalement évalué les performances atehitecture biomoléculaire
« multi-fonctionnalisée » élaborée selon le proatéfini précédemment par des mesures
ampéerometriqgues a potentiel imposé E = 0,8s\ECS au fur et & mesure des injections de
glucose dans la cellule électrochimique dans uheisp de tampon phosphate (0,1 mai.L
pH=7;T=25°C).

Ces mesures ont été réalisées aprés chaque iilncubaéc une enzyme et I'électrode
a ensuite été soigneusement rincée avant d'y dépeseyme suivante afin d’éliminer toute
trace de glucose de I'électrode et ainsi éviter désactivation de 'enzyme lors du processus
d’'immobilisation sur la surface.

Pour rappel, I'ordre des incubations est le suivdaes électrodes de platine modifiées
avec les SWCNTs et le mélange équimolaire des fpgrenes ont successivement été
incubées avec I'avidin@-CD-GOX, B-GOX, C@" et His-GOX.

Les trois courbes d’étalonnages obtenues sonemiss sur l&igure 111-19 et on
voit bien l'augmentation du courant de saturation fenction des différentes glucose
oxydases immobilisées sur la surface sur ces ceurbe

Dans ce cas, nous ne nous sommes pas intéressésakpurs des constantes
apparentes de Michaelis-Mentey¥®P; en effet, leur détermination n’aurait aucun rgemhs
physigue puisque ces constantes seraient alorgaété, une combinaison des constantes de
chaqgue enzyme. Ceci aurait alors nécessité deslisaitins de cinétigue enzymatiques qui
n’était pas I'objet de cette étude.

L'ancrage de la glucose oxydase marquée aved3agslodextrines §-CD-GOX),

correspondant a la courbe d’étalonnage présentda Bigure 111-19- A, permet d’obtenir un
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courant de saturation égal & 5,3 pATmne sensibilité de 0,3 mA.mbL.cm? et un temps
de réponse, relativement élevé, de I'ordre de 60 s.

La Figure 111-19- B montre la courbe d’étalonnage obtenue apreés l'ibilisation de
la glucose oxydase biotinylée (B-GOX) ; celle-oégente un courant de saturation égal a 8,4
HA.cmi? correspondant aux réponses combinées des deumesf3+CD-GOX et B-GOX).
La sensibilité de cette électrode modifiée est 88 A.mol*.L.cm? tandis que le temps de
réponse vaut 40 s.

La courbe d’étalonnage présentée sufFigure 111-19-C a été obtenue apres les
incubations avec Cliet la glucose oxydase histidinylée (His-GOX). Dae<as, les résultats
sont assez surprenants car on a une augmentagioificsitive du courant de saturation qui
devient égal & 13,5 pA.ci(combinaison des réponses des trois enzyrfeSD-GOX, B-
GOX et His-GOX) tandis que la valeur de la sengéile I'électrode n’évolue que trés peu
(0,59 mA.mof'.L.cm?). Le temps de réponse de cette électrode est de 20

| (uA) 4

0 005 01 015
[glucose] (mol.L™)

Figure 11I-19 : Courbes d'étalonnage du glucose dans le tamponpplads (0,1 mol.tt, pH
=7, T=25°C)aE=0,6V vs ECS obtenues avee électrode de platine (@ = 5 mm)
modifiée par un dépdt de SWCNTs (3 x 20 puL a 0,.nkifgdans le THF) puis incubée
successivement avec une solution de THF conteeamtdis pyrénes fonctionnalisés (pyréne-
NTA/pyréne-adamantane/pyréne-biotine ; 1/1/1 melair5.1¢" mol.L?), des solutions de
tampon phosphate (0,1 mof.LpH = 7) contenant I'avidine (0,5 mg.m), Z-CD-GOX (0,5
mg.mLY) (courbe A) B-GOX (0,5 mg.mit) (courbe B) une solution de tampon acétate (0,1
mol.L*; pH = 4,8) contenant Cii (10 mol.L'") et une solution de tampon phosphate (0,1
mol.L?, pH = 7) contenant His-GOX (0,5 mg.iL(courbe C) RSD : 4 % pour chaque
courbe.
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Les valeurs obtenues pour chaque couche denzy@pesée sur |'électrode sont
récapitulées dans [Eableau IlI-7. On voir bien la complexité de cette architectdeepart
I’évolution de certains parametres mais on peutnduaéme remarquer que le temps de
réponse diminue au fur et a mesure des différezieggmes déposées sur I'électrode ; ceci
nous a tout d’abord surpris par le fait que nousspms voir cette valeur augmenter en
fonction du nombre de couches enzymatiques a aiiuseralentissement de la diffusion de
H.O, dans cette couche d’enzyme qui devient de plyslesicompacte mais si on regarde a
nouveau les clichés obtenus par MEB, on peut exeliccette diminution du temps de
réponse par la formation des micro-cavités dandéf@dt de SWCNTs que I'on a mise en
évidence et leur agrandissement en fonction degmes successivement déposeées.

Les seuils de détection et les gammes de linédegérois couches enzymatiques sont
identiques.

On peut remarquer que les valeurs des courantsatleation et de sensibilité
présentées dans Tableau IlI-7 n'ont pas été rapportées a 'activité enzymatiguieolution
(méme si celle-ci est tout de méme mentionnée, pdormation) ; ceci vient du fait que les
valeurs obtenues correspondent a la réponse simgaltde plusieurs enzymes (sauf pour la
premiére couche) et gu'il serait alors incorrectrdgporter ces valeurs a celle d’'une seule
enzyme.

On remarque que I'évolution du courant de satonati'est pas linéaire pour les trois
couches puisque nous avons obtenu 5,3 pApourB-CD-GOX puis une augmentation de +
3,1 pA.cn¥ lors de I'immobilisation de B-GOX suivie d’une augntation de + 5,1 pA.cf
pour His-GOX.

De la méme facon, la sensibilité obtenue pourréangere couche d’enzym@-CD-
GOX) était de 0,30 mA.mdIL.cm? et cette valeur a presque doublé lors de I'imnisdion
de B-GOX (+ 0,23 mA.mdl.L.cm?) tandis qu'elle a trés peu évoluée pour la troigiéet
derniére enzyme immobilisée (+ 0,06 mA.thelcm? pour His-GOX).

Ces évolutions paraissent tres compliquées agulimais I'état de la surface change
aussi considérablement en fonction des ajouts greag sur la surface de I'électrode comme
nous l'avions vu par microscopie a balayage élaaue. Effectivement, nous avions mis en
évidence un compactage et une réticulation des SV¢adts de I'augmentation du nombre
d’enzymes immobilisées qui vont alors réduire ldasie des nanotubes de carbone accessible
aux enzymes mais celle-ci vont pouvoir par la mé@eeasion s’ancrer dans les cavités crees

de fagon concomitante.
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Enzyme B-CD-GOX B-GOX His-GOX

temps de réponse (s 60 40 20
Jimax (MA.cm™) 5,3 8,4 13,5
sensibilité
0,30 0,53 0,59

(mA.mol™.L.cm™?)

seuil de détection

) 3,6.10° 3,6.10° 3,6.10°
(mol.L™)
amme de linéarite
) ) 3,6.10°-6,3.10° | 3,6.10°-6,3.10 3,6.10°- 1,6.10°
(mol.L™)
activité de I'enzyme
230 220 150

en solution (U.mgl)

Tableau 1lI-7 : Comparatif des valeurs obtenues sur des électradedifiées avec des
SWCNTSs (3 x 20 puL a 0,1 mg.indlans le THF) et le mélange équimolaire des trgi®pes
(pyrene-NTA/pyrene-adamantane/pyrene-biotine ; oaapp molaire 1/1/1) lors de
'immobilisation successive des glucose oxyd#€®-GOX, B-GOX et His-GOX.

111.2.6. Bilan

Cette premiere partie du chapitre a permis diitersles propriétés des nanotubes de
carbone mono-paroi en vue de leur incorporatiorsdas biocapteurs. Nous avons réussi a
fonctionnaliser des SWCNTs avec trois systemessaffiour I'immobilisation des trois
glucose oxydases marquées mais aussi a combindrotesystemes d’affinité malgré les

interactions non-spécifiques qui existent entre eux

Cette fonctionnalisation multiple des SWCNTs pdsséles applications dans le
domaine des biocapteurs (détection multiple d’espemais elle pourrait aussi étre utilisée
dans le domaine des matériaux composites fonctisrameprofitant de I'effet de réticulation

des SWCNTs observé qui pourrait étre utilisé peuafarcer ce type de matériaux.

Cette étude a aussi permis de mettre en évideneela) formation de couches
enzymatiques trop compactes a la surface de liél@getpeut nuire aux performances des
biocapteurs pour les trois systemes d’affinité &sidCeci est clairement visible pour les
systémes NTA/Cii/Histidine et biotine/avidine puisque nous avonsenb de meilleures
performances sur des électrodes modifiées par alestubes de carbone fonctionnalisés par
le mélange des trois pyrenes que lorsque les SWQdhs fonctionnalisés par un seul
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pyréne. Pour le systtme NTA/Efhistidine, une explication pourrait étre égalemane
répulsion électrostatique entre les nanotubes deowca recouverts de pyrene-NTA et la
glucose oxydase qui sont tous deux négativememgéba avec le mélange des trois pyrenes
(1/1/1), ces phénomeénes de répulsion seraient déminQuant au systeme adamanf{ane/
cyclodextrine, il est moins évident de le remargaerniveau des valeurs de courant de
saturation et de sensibilité mais il faut regales attentivement et comparer les valeurs des

constantes apparentes de Michaelis-Menten pourcegihénomene.

Ceci est donc une propriété importante pour leeldgppement futur des biocapteurs
élaborés par cette méthode de fonctionnalisatignétectrodes. Cependant, notre but était de
démontrer simplement la possibilité de fonctiors®li sans liaison covalente et par simple
immersion des nanotubes de carbone, par trois Wbémmles différentes. Nous avons
également démontré la possibilité de moduler lesceotrations respectives de ces trois
biomolécules ouvrant ainsi des perspectives poweieloppement d'immunocapteurs avec

détection électroenzymatique combinée par exemple.

[11.3. Connexion d’'une hydrogénase NiFe sur les CNTs

Les hydrogénases NiFe sont présentes chez certa@aotries et archées ; ce sont des
enzymes clés du métabolisme de I'hydrogene paaitajfi’elles catalysent I'interconversion
H'/H, de fagon remarquable selon la réaction: 24H2 € < H,. Ces enzymes, et en
particulier celles du genifeesulfovibriq sont aussi les hydrogénases les mieux cara@srisé
tant d'un point de vue structural que fonctiorfihelelles représentent donc un axe de
recherche majeur dans le domaine de la bioconverdtol'énergie. En effet, I'hydrogéne
parait aujourd’hui étre une ressource énergéticee mlus durables afin de diminuer la

consommation mondiale des énergies fossiles quirgahbeaucoup de pollutithn

[11.3.1. L’hydrogénase NiFe : synthese et caractérisation

Dans l'optique d’étudier I'oxydation deyHbar les hydrogénases, nous avons choisi de
travailler avec I'hnydrogénase NiFe de la bactédesulfovibrio fructosovorans celle-ci
posséde plusieurs avantages tels que la possiléitééaliser la purification aérobie des
protéines tout en conservant une forte activitéyeraique pour la consommation et la

production d’hydrogene. Cependant, elle reste quaéthe tres sensible a I'oxygene mais
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peut étre réactivée de facon chimique ou électroichie aisément; aprés activation,
'enzyme considérée est environ 20 fois plus actju&n fin de purification aérobie. Ces

propriétés exceptionnelles proviennent de la streabriginale de cette protéine.

La premiére structure cristallographique d’'unerbgénase NiFe a été déterminée en
1995 par Volbeda et &t.pour la bactéri®esulfovibrio gigasjui posséde une structure trés
similaire & celle étudiée € Les hydrogénases NiFe sont constituées de deisxsutés (28
et 60 kDa) et le site actif qui est un complexet@timétallique a base de Fer et de Nickel se
trouve enfoui au coeur de la grosse sous-unité coommgeut le remarquer sur &héma
[lI-11 . La petite sous-unité posséde, quant a elle, tlosters Fe-S qui sont alignés : deux

+/+

d’entre eux (distal et proximal) sont de type [4/=¥""* tandis que celui du centre (médial)
est du type [3Fe-48f. Le cluster proximal est celui qui est le plusgi® du site actif tandis

que le distal en est le plus €loigné.

site actif
NiFe

3 clusters FeS

Schéma 1lI-11 : Structure cristallographique de I'hydrogénase Nidraite de la bactérie
Desulfovibrio fructosovorafd Les codes couleurs pour les atomes métalliquelsé(es)
sont: Fe = rouge, S = jaune, Ni = vert et Mg = k@t Les cylindres correspondent les
hélicesa de la protéine contenant au moins six acides asnia@dis que les hélicg$ sont
représentées par des fleches. La petite sous-oait@rend les parties bleues ciel (domaine
S1) et bleues (domaine S2) tandis que tous leseéténd’autres couleurs (violet, vert,
rouge...) correspondent a la grande sous-unité.
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l11.3.1.a. Synthese

111.3.1.a.a. Culture cellulaire

La culture cellulaire bactérienne deesulfovibrio fructosovorans été réalisée au
Laboratoire de Biochimie et Ingénierie des praside Marseille en collaboration avec M.

Rousset et S. Dementfn®

De méme, la purification des hydrogénases NiFmigas de ce
type de bactéries nécessite un marquage par up-taggqui sera présenté au paragraphe §
[11.3.1.a.x.) qui est introduit dans les génes de la protéiiveédét par des expériences de

PCR dan&scherichia coliselon le protocole établi par ce méme gréfipe

[11.3.1.a.5. Extraction

Les solutions de culture cellulaire bactérienneDasulfovibrio fructosovoransnt

ensuite été introduites dans une presse de Fr&otiga I11-12).

Pression appliquée avec le
piston :
Papp= 14000 atm

pointeau dévissable T I - ul
permettant le retour { oo cellules
I

aPym=1atm |

Schéma IlI-12 : Représentation schématique du principe de foreéorent de la Presse de
French.

Cet appareil est couramment utilisé en biologiergwiser la membrane plasmique et
la paroi cellulaire des bactéries afin d’isoler pestéines ou d’autres composants cellulaires.
Cette presse, en acier inoxydable, utilise une onydraulique externe qui permet d’exercer
une pression @B, = 14000 atm) sur I'échantillon liquide qui passsugte a travers une vanne

a aiguille et subir de fortes contraintes de desaieént puis un changement brutal de pression
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lors du retour a pression atmosphériqugr(B 1 atm) faisant éclater les cellules. Afin de
récupérer le maximum d’enzymes, I'échantillon ap&tésé deux fois dans la presse de French
en présence de DNAse qui va permettre d’éviterldi2N libéré lors de la lyse des cellules
reste en solution et gélifie le milieu qui doit tegsliquide pour ne pas abimer I'appareil et
d’'un cocktail anti-protéase permettant de dissoleseprotéases libérées qui sont capables
d’hydrolyser les liaisons peptidiques des protéimésdonc d’endommager la protéine

d’intérét : 'hydrogénase NiFe.
[11.3.1.a.x. Purification

Le liquide récupéré en sortie de la presse dechreloit ensuite étre purifié ; pour
cela, nous avons réalisé une purification sur awor Strep-Tactin Sepharose» commerciale
(Schéma 1lI-13).

colonne neuve (ou régénérée)
« Strep-Tactin® sepharose » @

. (:) dépobt du lysat cellulaire
ai?é%ha?/ge?: ?ﬁ]@ / \ contenant la protéine

d’intérét marquée
tampon de lavage « Strep-tag Il »

CYCLE DE '
PURIFICATION I
ﬁ « Strep-tag Il »
colonne @ @ élution de la protéine d'intérét
saturée par ajout de desthiobiotine
en HABA’ (compétiteur spécifique de la

streptavidine)

N |, &

"HABA : (2-[4’-hydroxy-benzeneazo] @ déplacement de la
benzoic acid) desthiobiotine par ajout de
HABA en exces

Schéma I11-13 : Représentation schématique du protocole utilisér gaypurification des
hydrogénases basée sur le systeme « Strep-tag_hague couleur représente I'accrochage
d’'un composé différent sur la colonne : gris = acule neuve ou régénérée, vert = protéine
d’intérét marquée « Strep-tag », jaune = desthitihmet rouge = HABA.
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Il s’agit d’'une chromatographie d’affinité permettala purification et la détection des
protéines marquées avec un Strep-tag ; ce derstiemepeptide synthétique composé de huit
acides aminés (Trp-Ser-His-Pro-GIn-Phe-Glu-Lys) ppdéisente une affinité pour la colonne
Strep-Tactin composée de streptavidine. Cette tgahnde purification permet d’isoler la
protéine marquée avec le Strep-tag directementtaé ga lysat cellulaire brut et en une seule
étape dans des conditions relativement douces égaph la production de protéines
fonctionnelle§’. Ce Strep-tag est introduit dans les génes dedgipe lors de la culture
cellulaire de la protéine recombinante d&ssherichia coliet, du fait de sa faible taille, il va

étre quasiment inerte d’un point de vue biochimique

La purification de I'échantillon de cellules lyséa donc été réalisée sur une colonne
Strep-Tactin neuve ou régénérée (étape Bchema 111-13) conditionnée avec du tampon
TRIS salin (0,15 mol.'; pH = 8 ; NaCl 0,15 mol.t) qui sera utilisé pour I'élution des
différents composeés sur la colonne. Cet échantdlaaut d’abord été déposé sur la colonne
Strep-Tactin (étape 2 dichéma Ill-13 ou la protéine est représentée en vert) puis éuée
le tampon TRIS salin. La purification a été suipa la mesure de I'absorbancg a 280 nm
en sortie de colonnéigure 111-20). On observe que les protéines non-marquées [srdp-
tag vont sortir de la colonne en premier du faitlaldaible adsorption non-spécifique des
protéines sur ce type de colonne. Lorsque cellesicété complétement éluées, une solution
de desthiobiotine faiblement concentrée (2,8.4®I.L™") dans le tampon TRIS salin (étape 3
du Schéma 111-13) est injectée et va permettre le décrochage geolggine marquée avec le
Strep-tag grace a son affinité forte pour la steipine. La régénération de la colonne est
alors réalisée par l'ajout d'une solution d’acidg42hydroxy-benzeneazo] benzoique
(HABA) en excés (5.186 mol.L'") dans le tampon TRIS salin (étape 43théma I11-13). La
suppression de la desthiobiotine sur la colonnéndgjuée par un changement de couleur du
jaune-orangé (HABA en solution) au rouge (HABA dida streptavidine) ; la colonne rouge
saturée en HABA (étape 5 dichéma III-13) est ensuite lavée avec un grand volume de
tampon TRIS salin (étape 6 @chéma IlI-13) jusqu’a disparition compléte de la coloration
rouge indiquant le décrochage de HABA de la coloremant ainsi celle-ci préte pour un

autre cycle de purification.
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protéines

Dozso nm (UA) non-retenues
A
15+
11 hydrogénase
NiFe Df
0,5+
HABA
(régénération)
O,
0 50 100 150 temps (s)

Figure 111-20 : Courbe obtenue lors du suivi de I'évolution déd$arbance a 280 nm en
sortie de colonne de purification « Strep-tag Bmfonction du temps.

[11.3.1.b. Caractérisations par spectroscopie UV-visible

[11.3.1.b.a. Dosage protéinique

Apres purification, nous avons réalisé le dosage gpectroscopie UV-visible des
enzymes. Pour cela, nous avons mesuré I'absortzahee280 et 400 nm qui permettent de
doser respectivement la quantité totale de pratéatdes centres FeS de I'hydrogénase. La
mesure de I'absorbancé.a& 400 nm suffirait & déterminer la concentratienndtre solution
mais le rapport Abgy/Abs,so permet de déterminer la pureté de I'échantillgour une

enzyme pure, ce rapport doit étre compris entré 6t2,26.

I [enzymeljige | [eNZymMek

Dilution Abs,g0 (UA) | Absoo (UA) Abs400d/AbS,g0 1 e 4 M
(9.L7) (9.L7)

1/5 1,670 0,411 0,25 0,74 3,6
1/10 0,804 0,192 0,24 0,35 3,5

Tableau 111-8 : Données relatives au dosage de I'hnydrogénase Niffesapurification par
spectroscopie UV-visible aux longueurs d’'onde d® 28 400 nm permettant aussi de
déterminer la pureté de I'échantillon considéréuPaotre enzymesgo = 50000 mof-.L.cmi*

et M = 90000 g.mdl. Les concentrations [enzymgke et [enzyme]u correspondent aux
concentrations dans la solution aprés et avanttaiturespectivement.
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Le Tableau I1I-8 présente les valeurs obtenues lors du dosagesiéutzon contenant
I'hnydrogénase NiFe ; on peut remarquer 'efficacigéla technique de purification utilisée en
observant les rapports AfagAbs;sp obtenus qui sont bien compris entre 0,24 et 0,26.
concentration de notre solution est alors de 3,65 ge qui correspond & 7,1 mg d’enzymes

extraites des cultures cellulaires étant donn@leme de solution obtenu (2 mL).

[11.3.1.b.5. Test d’activité

Nous avons ensuite procédé aux tests d’activie§reatique par spectroscopie UV-
visible a une longueur d’onde= 604 nm qui correspond a la longueur d’onde digitson

du diméthyl-viologene réduit.

Les enzymes ayant été purifiées en milieu aéraimes avons tout d’abord da les
activer. Cette activation a été réalisée dans efele spectroscopique hermétique contenant
500 pL de tampon TRIS (0,1 motL; pH = 8) et 2.18 mol.L* de diméthyl-viologéne qui a
été dégazée avegidendant 10 min avant I'injection de 10 pg d’hydrogse NiFe. Il faut en
principe ajouter un peu de dithionite de sodium rpéliminer les traces d’oxygene
éeventuellement présentes dans la solution et amsircer la réaction de réduction du
diméthyl-viologéne mais cela n'a pas été nécessiains notre cas puisque dés l'introduction
de I'enzyme, la solution a commencé a bleuir ; lsangement de couleur correspond a la
réduction du diméthyl-viologene qui est bleu sooisrie réduite. Les tubes ont ensuite été

placés a T = 37 °C pendant 1 heure afin d’obtemér activation totale des enzymes.

L'activité des enzymes a été ensuite mesurée dasscuvettes spectroscopiques
contenant 1 mL de solution de diméthyl-viologén8.18° mol.L'") dans du tampon TRIS
(0,1 mol.L*; pH = 8) dégazée pendant 10 min aveceHthermostatée a T = 30°C. Aprés
injection de 0,04 ug d’hydrogénase NiFe, nous awuid I'évolution de I'absorbanceXa=
604 nm; nous avons alors obtenu une droite deep8m9 UA.mift. On peut donc
déterminer que notre hydrogénase NiFe a une atiet450t 50 Unités.mg" (1 Unité.mg
correspond a 1 pmol de;ldonsommées par minute et par mg d’enzyme). Cetigita est
comparable & celles obtenues précédenithpotr cette enzyme marquée avec un Strep-tag
qui étaient de I'ordre de 500 Unités.fg
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[11.3.2. Etude du systéme hybride CNTs/hydrogénase/polygfmariologene)

L’hydrogénase NiFe de la bactébesulfovibrio fructosovorana déja été connectée
de facon covalente sur des nanotubes de catbq@NTs). Eu égard & I'expérience
développée depuis 25 ans dans le laboratoire siiires de poly(pyrrole) fonctionnalisés et,
plus particulierement, sur les films de poly(pyer@iologéne), nous nous sommes orientés
vers la combinaison des nanotubes de carbone et podgsneres-viologenes pour
immobilisation et la connexion électrique des mygénases. Cet axe de recherche
correspond a un enjeu important lié au développéuntiene nouvelle génération de biopiles
basées sur la production d’énergie a partir dudiibgene et non pas de sucres ou d’alcools.
Nous avons réalisé cette étude avec deux typesadetubes de carbone : les mono-paroi
(SWCNTs) et les multi-parois (MWCNTSs). Concernast polymére, notre choix s’est
naturellement porté vers un film de poly(pyrrolendtionnalisé par un meédiateur rédox
(méthyl-viologene) qui pourra ainsi interagir av&nzyme et permettre le transfert des
électrons de I'enzyme vers I'électrode. Les filmsarporant des motifs viologénes ont été
décrits pour la premiére fois en 1984.a synthése d’'un monomere-viologéne amphiphile a
permis, par la suite, d’électropolymériser ce darein milieu aqueux et donc d'immobiliser
simmultanément des biomolécules par encapsulatms da matrice polymériqefe Cette
stratégie a ainsi été appliquée au développementbcapteur a nitrat&s Pour notre part,
nous avons utilisé un dérivé de ce composé ampaidhifait que son électropolymérisation
peut étre réalisée en solution aqueuse ce qui pefdater d’'endommager I'hydrogénase par

I'utilisation de solvants organiques.

[11.3.2.a. Synthese et caractérisation du pyrrole-viologéne

[11.3.2.a.a. Synthése

La synthese du pyrrole;@viologéne a été réalisée selon un protocole siraiacelui

décrit précédemment au laboratotrgSchéma 111-14).

Le pyrrole-G-COOH (1) a tout d’abord été réduit en pyrrole:©OH (VII) en
présence de LiAld dans [I'éther diéthylique anhydre. Afin d’améliorée caractére
nucléofuge du groupement alcool, celui-ci a ensétiéeremplacé par un groupement tosylate

en mélangeant le compo3dl avec du chlorure de tosyle dans de la pyridiney@rh
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pendant 10 heures et a T = 4 °C. Apres isolatiaraetctérisation, le composé formal( ) a

été mélangé avec de la 4,4'-bipyridine dans leémduanhydre et porté a reflux pendant 18
heures ; on observe alors la formation d’'un pré€igorrespondant au proddX qui est
ensuite filtré et lavé avec du toluene anhydre.e8méchage, le compd3€ a été finalement
mis en présence d’'un grand exces d’iodure de netihghs I'éthanol absolu et porté a reflux
pendant 16 heures ; on obtient alors le compog@yrrole-Gi-viologene) qui précipite en
solution lors du refroidissement de celle-ci. Cécypité est alors filtré puis lavé avec de
I'éthanol absolu. Le pyrrole{gviologéne, 2BE (X) est finalement obtenu avec un

rendement) = 52 %.

o) LiAlH,

/\/\/\/\/\)L . ¢ N OH
CN OH Et,0 anhydre _
II VIl
/N OH
— /N o
+ pvridine anhvdre — |
0=S=0
0 §
o 4C
a-s@ VIII
1]
0
=
-
0 O
0=5:z0 ==
+
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—_— IX N=
— \ 100 T
N 7 N N\ /
\ / _
/
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-

o >
= + chu éthanol absolu CN N |
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Schéma 1l11-14 : Principe de la synthése multi-étapes du pyrrotdegene.
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Ce monomére a été caractérisé par RiMNpartie expérimentale).

[11.3.2.a.5. Etude électrochimique sur électrode de carbotrewk nue

Nous avons ensuite étudié le comportement éldutrogue de ce monomere en
solution électrolytique LiCI® (0,1 mol.L'") dans CHCN sur électrode de carbone vitreux (&

=3 mm).

Comme on peut le remarquer sur Hegure 1lI-21, le composé présente un pic
anodique intense vers 1,01 W Ag'/Ag correspondant a I'oxydation irréversible du ihot
pyrrole et en bon accord avec les données dedaalitiré® > On peut aussi clairement voir
deux systémes réversibles dans la partie cathodigl courbe a -0,72 et -1,16V¢Ag*/Ag
relatifs aux deux réductions monoélectroniques essizes du groupement viologéhe
(AEpic; = 60 mV etAEpic; = 110 mV).

| (LA) A
60+
30+
0 ’\N/\ ‘ >
-1 0 1 E(vvsAg'Ag)
-30+

Figure I11-21 : Voltampérogramme d’une solution de pyrrole-viologés.10°> mol.L") dans
CHsCN + 0,1 mol.L* LiCIO, sur électrode de carbone vitreux (& = 3 mm) ; 0, V.&".

L'électropolymérisation de ce monomére (pyrrolelegene) a été réalisée par
chronoampérométrie a potentiel imposé ; nous avboisi d’appliquer un potentiel E = 0,85
V vs Ag'/Ag qui se situe au pied du pic d’'oxydation du rhpgirrolique afin de réaliser la
polymérisation tout en limitant au maximum le ph@&éme de suroxydation du polymére

formé. LaFigure 111-22 montre le signal obtenu dans une solution LiC{@1 mol.L'") +
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CHsCN exempt de monomeére apres polymérisation de meedgoar électrolyse a E = 0,85 V
vs Ag'/Ag sur une électrode de carbone vitreux (@ = 3 ;n@n= 0,2 mC). Comme déja
observé pour plusieurs films de poly(pyrrole), ignal électrochimique réversible du film dd
a I'électroactivité du poly(pyrrole-viologéne) njagrait pas clairement sur cette courbe. La
différence entre les deux courbes présentées $uguae 111-22 obtenues pour une électrode
de carbone vitreux nue ou recouverte de poly(pgrridlogene) indique la formation d’'un

dépot sur la surface.

Electrode recouverte de
poly(pyrrole-viologéne)

0,5 HA

Electrode nue

| | >
0 0,3 06 E (vvsAg'/Ag)

Figure IlI-22 : Electrode de carbone vitreux (@ = 3 mm) modifieecale poly(pyrrole-
viologéne) polymérisé par électrolyse a potentmistant E = 0,85 V vs AfAg (Q = 0,2
mC) et transférée dans GEN + 0,1 mol.[* LiCIO, exempt de monomeére avec v = 0,I'V.s

[11.3.2.a.x. Etude électrochimique sur électrode de carborteewx
modifiée avec les CNTs (SWCNTs et MWCNTS)

Afin de vérifier que la présence de dépbts de ndres de carbone sur I'électrode ne
modifie pas (ou peu) le signal du monomére en ®oluhous avons réalisé la méme étude
gue celle effectuée sur I'électrode de carbonewitmue Figure I11-21) sur des électrodes
de carbone vitreux modifiées par un dépot (5 x L@june dispersion & 0,1 mg.ritldans le
THF) de nanotubes de carbone mono-paroi (SWCNHigure 111-23- A) ou multi-parois
(MWCNTSs ; Figure 111-23-B). On peut observer que les signaux électrochinsiqgdes
différents groupements électroactifs de ce mononfpyerole et viologene) sont assez
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similaires a ceux obtenus sur électrode de carbdreux nue. Pour une comparaison plus
aisée, les données concernant les intensités gtolestiels pour chaque électrode ont été

rassemblées dansTableau 111-9 et leTableau I1I-10 présentés ci-apres.

50 PA 50 HA}

N - 0 1"

-1 0 1 E (V vs Ag'/AQ)
E (V vs Ag'/AQ)

Figure 11I-23 : Voltampérogrammes d’une solution de pyrrole-violwg&3.10° mol.L%)
dans CHCN + 0,1 mol.[* LiClO, sur électrode de carbone vitreux (@ = 3 mm) médifpar
un dépdt (5 x 10 pL d'une dispersion & 0,1 mg-mdans le THF) de : A - nanotubes de
carbor;le mono-paroi (SWCNTSs) et B — nanotubes daeoocar multi-parois (MWCNTS) ; v =
0,1Vs.

Le Tableau I11-9 montre les valeurs d’intensité obtenues pour igsasix anodiques
des motifs pyrrole et viologene (premier systenaoxg et pour les différentes électrodes
étudiées. On peut remarquer que la présence desubas de carbone permet d’augmenter
I'intensité de tous les signaux qui sont tous agrés multipliés par deux. Cette augmentation

peut étre due a une augmentation de la surfacéigpécdes électrodega les nanotubes de

carbone.
E|eCtrOde Ipyrro|e (uA) | anodique (V2+/+) (HA)
carbone vitreux nue 70 15
carbone vitreux / SWCNTs 130 25
carbone vitreux / MWCNTS 150 40

Tableau I1I-9 : Récapitulatif des différentes intensités (pyrrolepeemier signal du motif
viologene) obtenus sur des électrodes de carbdneuxi nue ou modifiée avec un dépét de
nanotubes de carbone (SWCNTs ou MWCNTS) lors detesttdu pyrrole-viologene en
solution électrolytique LiCI® (0,1 mol.') dans CHCN par voltammétrie cyclique. Les
données ont éte extraites des courbes présentesisgure 111-21 et laFigure 111-23.
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Dans leTableau IlI-10, les potentiels des différents motifs sont raporinsi que
I'écart des pics obtenu pour le premier systemexédversible du viologene. On peut tout
d’abord remarquer que le potentiel correspondditixgdation du pyrrole varie peu mais se
déplace vers des potentiels Iégérement supérietsgu’'on passe de I'électrode de carbone
nue a celle modifiée par les SWCNTSs puis a celldifite par les MWCNTs. Concernant le
potentiel de demi-vague du motif viologéne, on obseu’il reste constant et a pour valeur
Ey, = -0,72 V vs AJ/Ag ; celui-ci a été défini comme suit 3,EV>"") = (Eox + Eed/2.
Cependant, si on observe I'écart entre les picgydiation et de réduction du premier signal
du viologene, on observe que celui-ci augmenteassgnt de I'électrode de carbone vitreux
nue a celle modifiee par les SWCNTs puis les MWCNCTsci illustre 'importance des

propriétés spécifiques des nanotubes de carboresssignaux électrochimiques.

Epyrrole E]/z (V2+/+) AE\/i0|0géne(V2+/.+)
Electrode N +
(V vsAg'/Ag) (V vsAg'/Ag) (mV)
carbone vitreux
1,01 -0,72 60
nue
carbone vitreux
1,05 -0,72 98
SWCNTs
carbone vitreux
1,08 -0,72 146
MWCNTSs

Tableau 11I-10 : Récapitulatif des différents potentiels (pyrrolepegémier signal du motif
viologene) obtenus sur des électrodes de carbdneuxi nue ou modifiée avec un dépét de
nanotubes de carbone (SWCNTs ou MWCNTS) lors detesttdu pyrrole-viologene en
solution électrolytique LiCI® (0,1 mol.") dans CHCN par voltammétrie cyclique. Les
données ont été extraites des courbes présentesisgure 111-21 et laFigure 111-23.

[11.3.2.b. Elaboration de I'architecture

Dans le but d’étudier I'oxydation de I'’hydrogérar fhydrogénase NiFe de la bactérie
Desulfovibrio fructosovoransious avons étudié la connexion de cette enzymerssystéeme
hybride a base de nanotubes de carbone (SWCNTs WCNTs) et de poly(pyrrole-
viologéne). Dans ces expériences, nous avonséutiisix types de nanotubes de carbone : les
mono- et multi-parois ; il a donc tout d’abord fales disperser afin de pouvoir les déposer

sur les électrodes de carbone vitreux (& = 3 mm3.nanotubes de carbone mono-paroi ayant
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subi un prétraitement (§ 111.2.2.) ont ensuite digpersés dans le THF (0,1 mg.MLLes
nanotubes de carbone multi-parois sont, quant akmaucoup plus faciles a disperser : sans
prétraitement, ceux-ci sont dispersés (0,1 mg.mans le THF) de facon exceptionnelle aux
ultrasons pendant 5 minutes seulement. Apres r@pags dispersions pendant 12 heures, 10
puL d’'une de ces solutions sont déposés sur legr@lies puis séchés ; cette opération a été
reproduite plusieurs fois afin d’augmenter la quérde nanotubes sur I'électrode. Aprées ces
dépots, I'élaboration de I'architecturghéma 11-15) a été réalisée de facon assez simple en
déposant 10 pL d'une solution contenant 0,2 mg-mlhydrogénase et 4.fomol.L™* de
pyrrole-viologéne dans de I'eau distillée. Ce dégxitensuite laissé 30 minutes sur I'électrode
a T =4 °C afin gu'il puisse imprégner le dépbtrdamotubes de carbone et séché sous vide
dans un dessiccateur. Cette électrode modifieefieatement placée dans une cellule
électrochimique contenant une solution aqueusei@OL (0,1 mol.L* dans I'eau distillée)
dégazée avec de largon et la polymérisation du amame est effectuée par
chronoampérométrie a E = 0,8W ECS en limitant la charge d’électrolyse a Q = 10Q2.
Cette électrode est finalement rincée dans du tanpbosphate (0,1 molL; pH = 7) sous

vive agitation pendant 5 minutes.

J/—\I\_J/Hz;\'_/,/

1 Hase ;| — H,ase = = hydrogénase
\l~ L\I/I_\ —
|, —, Hoase SLEEC

]
CNTs

| = viologene

électrode de carbone vitreux

Schéma IlI-15 : Représentation schématique de l'architecture biémdaire élaborée avec
les nanotubes de carbone (CNTs) mono- ou multitpakéenzyme (hydrogénase NiFe) a été
pieégée dans le film de poly(pyrrole-viologene) ttagenéré.

Nous avons décidé de réaliser ces études par desres en voltammétrie cyclique
mais il faut tout d’abord activer I'enzyme ; pouelad, nous avons choisi I'activation
électrochimique afin de pouvoir réaliser I'actiwatiet les études par voltammeétrie cyclique

de ces architectures dans la méme cellule éledtnigpne.

Nous avons donc mis au point une cellule électroicjue la plus hermétique possible
a I'oxygene qui est représentée suBtdéma 1l1-16. Nous avons inséré deux tubes d’arrivée
de gaz (argon et hydrogéne) dans cette celluléaeé un bulleur sur le tube de sortie des gaz
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afin de vérifier que la cellule reste toujours empsession et que I'on puisse alors admettre
gue I'oxygéne ne pourra pas pénétrer dans celle-ci.

Aprés introduction dans la cellule de I'électradke travail (carbone vitreux ; @ = 3
mm) modifiée par le dépbt de nanotubes de carbore ®m de poly(pyrrole-viologéne)
incorporant I'enzyme, la solution de tampon phospif@,1 mol.L* ; pH = 7 ; T = 40 °C) est
tout d’abord dégazée pendant 30 minutes avec dmhguis ensuite 30 minutes de plus avec
de 'hydrogene afin de saturer la solution avecieal L'enzyme est finalement activée par
chronoampérométrie a potentiel constant E = - 08 KCS pendant 15 minutes en laissant le
bullage de H dans la solution. L’architecture ainsi élaboréeadivée est alors préte pour
réaliser les études électrochimiques.

dégazage
vers bulleur
Ar cVJ H;
modifiée
CE: Pt\ Ref : ECS
1/

T=40<C —

Schéma 111-16 : Représentation schématique de la cellule électroichie utilisée pour les
expériences avec I'hydrogénase NiFe élaborée aipermettre de travailler a I'extérieur
d’'une boite a gants. Le flux d’argon est maintefin de rester en surpression dans la cellule
et celle-ci est contrélée grace au bulleur placésertie de la cellule tandis que I'hydrogene
est injecté dans la solution uniquement pour leafion et les mesures de courant
catalytique. Les notations sont: CVJ modifiee ecélode de travail en carbone vitreux
modifiée, CE (Pt) = contre-électrode (fil de Pla)ret Ref (ECS) = électrode de référence.

l11.3.2.c. Comparaison des performances électrochimiques obemnavec
les deux types de nanotubes de carbone : SWCNMWCNTSs

Afin de choisir quel type de nanotubes était lesgbrometteur pour la réalisation de
cette architecture, nous avons tout d’abord rééikséde électrochimique sur les deux types
de nanotubes de carbone en déposant 5 x 10uL deelspersion sur des électrodes de
carbone vitreux (@ = 3 mm). L'architecture a ers@te construite puis activée et nous avons

enregistré une premiére courbe de voltammétrieiquyel en présence de;Huis une
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deuxieme apres avoir retiré I’hydrogéne de la smugrace a un dégazage avec de l'argon
pendant 15 minutes. Les deux courbes de voltamenégdlique obtenues pour les nanotubes
de carbone mono-paroi (SWCNTSs) sont présentéekstigure 111-24- A tandis que celles
obtenues avec les MWCNTs sont montrées suridgaire 111-24- B. Les courbes ont des
allures similaires et on peut observer le couratalgtique d0 a I'enzyme ; celui-ci est en
effet un courant anodique car lors de I'oxydatienH par I'enzyme, celle-ci va se réduire de
facon concomitante et utiliser les viologenes stwrsne oxydée présents dans le film
poly(pyrrole-viologéne) pour se régénérer en leliisant. Des que les viologenes vont étre
oxydés de fagon électrochimique, 'enzyme va adgs pour réduire ceux-ci et provoquer
une augmentation de l'intensité du pic d’oxydatfehune diminution du pic de réduction de
ce dernier). Notre étude s’est focalisée sur lenpre systeme de ce motif viologéene centré
vers -0,45 Ws ECS du fait que le motif viologene s’adsorbe & électrodes de carbone

lorsqu’il est totalement réduit et neutre.

Les courants catalytiques obtenus ont pour valeur= 103 pA.crif avec les
SWCNTSs et ¢ = 301 pA.cnf avec les MWCNTSs. Ces courants représentent lérdifte

d’intensité mesurée a E = - 0,4W ECS entre les courbes enregistrées sous hydragene

sous argon.
A
H
2
Ar
| | >
0
E (V vs ECS)
-2
}100 HA.CcmM E (V vs ECS)

Figure 1lI-24 : Courbes de voltammeétrie cyclique obtenues ave@lesrodes de carbone
vitreux (@ = 3 mm) modifiées par un dépét (5 x 10dune dispersion a 0,1 mg.fMlidans le
THF) de : A - nanotubes de carbone mono-paroi (SWCNTH et nanotubes de carbone
multi-parois (MWCNTS), et un film de poly(pyrrolieegene) (Q = 0,2 mC) incorporant
I'hydrogénase NiFe (2 png) dans du tampon phospfaiemol.L* ; pH = 7 ; T = 40 °C) sous
argon puis sous hydrogéne avec v = 10 mV.s
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A guantité de monomére et d’enzyme égales, il @palairement que I'activité
bioélectrocatalytique est plus importante avemigsotubes de carbone multi-parois qu'avec
les nanotubes de carbone mono-paroi. Il faut égatesouligner I'excellente reproductibilité
de cette activité enzymatique. En effet, quel cuiels type de nanotubes de carbone utilisé,
I'intensité du courant catalytique pour trois éledes modifiées conduit a des RSD de 8 % et
6 % pour les SWCNTSs et les MWCNTS respectivement.

[11.3.2.d. Caractérisations par microscopie a balayage élentoque
(MEB)

Nous avons voulu essayer de voir comment étagsnibpographies de chaque type de
nanotubes de carbone. Pour cela, nous avons engegpiscliché des nanotubes de carbone
directement apres leur dépbt puis apres leur fongtilisation par le film de poly(pyrrole-
viologene) incorporant I'hydrogénase. Dans un pegrtémps, nous Nous sommes intéressés
aux nanotubes de carbone multi-parois (MWCNTSs) ay&théma III-17-A) et aprés
(Schéma 111-17-B) leur fonctionnalisation. On remarque clairememt ses images que ce
type de nanotubes forme peu d’agrégats comme feisrs déja observé précédemment (8§
[ll.1.1.a.). La fonctionnalisation de ceux-ci avec le polyfple-viologene) incorporant
'enzyme semble permettre de conserver les poresnéies dans I'échafaudage
tridimensionnel de nanotubes de carbone ; en éffethanotubes apparaissent seulement plus
gros que ceux qui ne sont pas fonctionnalisés depgut étre di a la couche de
polymére/enzyme a leur surface. Dans un secondstengus avons regardé l'effet de la
fonctionnalisation sur les nanotubes de carboneorspanoi (SWCNTS) : l&chéma [11-17-C
montre des SWCNTs non-fonctionnalisés tandis qu&deéma IlI-17D représente ces
derniers aprés la fonctionnalisation décrite préo@ment. On peut remarquer la forte
présence d'agrégats de SWCNTs dans le dépbt natidonalisé et il semble que lors de
leur fonctionnalisation, ce type de nanotubes pere grande parties des pores de la structure
tridimensionnelle des SWCNTs. On peut donc effectignt relier les performances
électrochimiques obtenues avec les deux types hitaoture a ces observations : il est
possible que la présence des pores facilite lesfeande toutes les especes mais aussi la
diffusion de H jusqu’a I'enzyme. Nous n’avons pas pu analyserdégmts en profondeur.
Toutefois les SWCNTs ayant un caractére plus hywbp que les MWCNTSs, le dép6t de
SWCNTSs est peut étre moins imprégné de solutiotec@amt le monomere et I'enzyme ; ceci

conduirait alors & une polymérisation plus en sigrfet donc a la formation d’'une couche plus
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compacte. Dans le cas des MWCNTSs, plus hydrophilede polymeérisation interviendrait
dans la totalité du volume du dépét d’'une facors plomogene.

MWCNTs

SWCNTs

Schéma 1l1-17 : Clichés obtenus en microscopie électronique a lzajaypour :A — un dépbt
de nanotubes de carbone multi-parois (MWCNBs), un dépot de MWCNTs modifié par le
poly(pyrrole-viologene) incorporant I'hydrogénasaFl, C — un dépdt de nanotubes de
carbone mono-paroi (SWCNTSs) Bt— un dépdt de SWCNTs modifié par le poly(pyrrole-
viologene) incorporant I’hydrogénase NiFe.

[11.3.2.e. Etude électrochimique du systeme avec les MWCNTs

Comme nous avons vu précédemment que les nanotlitbemrbone multi-parois
semblent plus efficaces pour I'élaboration de hitecture considérée, I'optimisation des
électrodes a donc été entreprise avec les MWCN&sisun premier temps, nous avons
décidé de faire varier la quantité de MWCNTs dépaadr I'électrode en gardant tous les

autres param etres constants.

[11.3.2.e.a. Evolution du courant catalytique en fonction degluantité

de MWCNTSs déposés sur I'électrode
Selon le protocole utilisé lors de la comparaistas deux types de nanotubes de
carbone, nous avons réalisé les mémes expériemcasgardant I'évolution du courant

catalytique en fonction de la quantité de nanotutbescarbone multi-parois déposés sur
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I'électrode. Pour cela, nous avons déposé surrdiifés électrodes des volumes croissants de
la dispersion de MWCNTSs dans le THF (0,1 mg:htont les valeurs sont les suivantes : 0,
10, 20, 30, 40, 50 et 80 pL.

La Figure 111-25- A présente, pour des raisons de clarté, uniqueraguartie anodique
des courbes de voltammeétrie cyclique obtenues kpdiogene lors de cette étude. On peut
remarguer que le courant augmente lorsque la qéatdi nanotubes de carbone multi-parois
déposés sur I'électrode augmente jusqu’a une saiidn puisque les courbes obtenues pour
50 et 80 pL de la dispersion de MWCNTs déposéd'@ectrode sont presque superposées.
La Figure 1lI-25- B montre, quant a elle I'évolution du courant caiglye (obtenu par la
différence d’intensité entre les courbes sou®HAr a E = - 0,4 WS ECS) en fonction de la
quantité de MWCNTs déposés. On peut observer guellition est linéaire pour des dépbts
compris entre 10 et 50 uL de la dispersion de MWEXT,1 mg.mLY). Il semblerait donc
gue les MWCNTSs conduisent a des architecturesriadsionnelles dont la surface spécifique

augmente avec 'augmentation de la quantité de MW HEposee.

A guantité de B
MWCNTs -2
déposés / ‘]cat (A.cm™)
A
80 L 300
10 pA } — 200
| 100
0
| | | > 0- | | | >
-0,6 -0,45 -0,3 0 20 40 60 80
E (V vs ECS) quantité de MWCNTs déposés (uL)

Figure 111-25 : A - Courbes de voltammeétrie cyclique (parties anodijjobsenues avec des
électrodes de carbone vitreux (& = 3 mm) modiffgasune quantité croissante de nanotubes
de carbone multi-paroi (par incréments de 10 pLn@&wispersion de MWCNTs a 0,1 mg.mL
! dans le THF) et un film de poly(pyrrole-viologéi®)= 0,2 mC) incorporant I'hydrogénase
NiFe (2 pg) dans du tampon phosphate (0,1 rfal.pH = 7 ; T = 40 °C) sous hydrogéne
avec v = 10 mV:§ Les courbes présentées correspondent aux dépdis 1D, 20, 30, 40, 50
et 80 uL de MWCNTSB - Evolution du courant catalytique obtenu sur Eectrodes
modifiées dont les courbes de voltammeétrie cycligaeties anodiques) sont présentées ci-
contre Figure 111-25-A). RSD = 6 %.
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[11.3.2.e 5. Caractérisation de la surface des électrodes il par

les MWCNTSs avec une sonde électrochimique en goluti

Afin de corroborer les observations faites au gaahe précédent, nous avons
caractérisé de fagon électrochimique des électragesarbone vitreux (@ = 3 mm) sur
lesquelles des volumes croissants de la dispet#oMWCNTs dans le THF (0,1 mg.ii)L
ont été déposés et dont les valeurs sont les gewari0, 20, 30, 40, 50, 60, 70 et 100 pL.
Ces caractérisations ont été réalisées dans umigosotle tampon phosphate (0,1 mdi;LpH
= 7) contenant Fe(Ch) (5.10% mol.LY) comme sonde électrochimique étant donné que ce
composé présente un comportement réversible sutype de nanotubes de carbone
(MWCNTS).

A B

guantité de
MWCNTSs /‘
déposés (uL)
A
100
— 70
20 pA — 60
— 50
— 40
20 A / | 30
— 20
/ — 10
0,2 0,4 0,2 0,4
E (V vs ECS) E (V vs ECS)

Figure 111-26 : A — Courbe de voltammeétrie cycligue obtenue avecélewrode de carbone
vitreux (@ = 3 mm) modifiée par un dép6t de nanesutle carbone multi-parois (5 x 10 pL
d’'une dispersion de MWCNTs a 0,1 mgidans le THF) dans une solution de tampon
phosphate (0,1 moll; pH = 7) contenant Fe(CNY (5.10° mol.LY) avec v = 50 mV% B -
Partie anodique des courbes de voltammeétrie cylmptenues dans les mémes conditions que
pour la courbe ci-contreRigure 1lI-26 -A) mais en faisant varier la quantité de MWCNTs
déposés (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 et 100 pL).
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Figure 111-27 : Evolution de l'intensité du signal de Fe(GN)Y5.10% mol.L'") obtenu avec
des électrodes de carbone vitreux (@ = 3 mm) méelfipar une quantité croissante de
MWCNTSs (les données présentées ont été extraited-igure 111-26-B ).

La Figure I1I-26- A montre le type de courbe de voltammétrie cycligbgnues avec
une électrode de carbone vitreux (@ = 3 mm) moelif@r un dépdt de 5 x 10uL de la
dispersion de MWCNTSs (0,1 mg.rtldans le THF) dans une solution de tampon phosphate
(0,1 mol.L* ; pH = 7) contenant Fe(CH) (5.10° mol.L'™Y) & une vitesse de balayage v = 50
mV.s™.

On peut voir que le signal est bien réversiblatréesur &, = 0,185 VvsECS et avec
un écart de piddE = 130 mV. Pour des raisons de clartéFigure IlI-26-B présente
uniquement les parties anodiques des courbes danvoktrie cyclique réalisées dans les
mémes conditions expérimentales que la courbe mEsesur laFigure 111-26- A. Seule la
guantité de MWCNTs déposés sur I'électrode a étduhée avec des volumes compris entre
10 et 100 pL de dispersion de MWCNTs (0,1 mg’mdans le THF) déposés sur les
électrodes de carbone vitreux (& = 3 mm).

On peut, ici aussi, noter que lintensité du sigaagmente avec la quantité de
nanotubes de carbone multi-parois déposée etdé tta I'intensité du signal d’oxydation de
Fe(CN)* en fonction du volume de MWCNTSs déposég(re 111-27) est linéaire pour des
volumes de dispersion de MWCNTs compris entre 160efiL. Ces observations nous ont
permis de valider que l'augmentation du courantalgitjue est surement due a une

augmentation de la surface spécifique des électrode
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[11.3.3. Etude du systéme hybride MWCNTs/hydrogénase/pyvésiegéne

Ayant démontré la possibilité d’établir une conoexélectrique entre I’hydrogénase,
le viologene, les nanotubes de carbone multi-pabli®lectrode, nous avons voulu explorer,
de maniére préliminaire, les potentialités de camrede cette enzyme via I'immobilisation
du viologene sur les MWCNTs par des interactionsPour cela, nous avons réalisé la

synthese d’'un dérivé du pyréne exhibant un motifogéne.

[11.3.3.a. Synthese et caractérisation du pyrene-viologéne

[11.3.3.a.a. Synthese

La synthese du pyrene-viologéne a été réalisém dal stratégie présentée sur le
Schéma I11-18 Dans un premier temps, le pyrene-butanol a &@éérpour former le 1-
bromo-4-pyrénebutane (compoX€) et ceci car le brome est un groupe partant pliapté
gue la fonction tosylate qui permettra ensuite dfanla 4,4’-bipyridine plus facilement.
Cette substitution nucléophile a été realisée emamgéant le pyréne-butanol avec du
tétrabromomeéthane et de la triphénylphosphine pentid heures a température ambiante
dans le THF. Ce composeél, isolé et caractérisé, est ensuite mélangé avela dg4’-
bipyridine dans de I'éthanol absolu puis portéfluxependant 18 heures permettant d’obtenir
le pyréne-4-(4’-pyridyl)pyridinium (compose€ll ). Apres extraction et séchage de ce dernier,
celui-ci a été finalement mis en présence d'undjexces d’'iodure de méthyle dans I'éthanol
absolu et porté a nouveau a reflux pendant 36 Beune obtient alors le compo3éll
(pyréne-viologéne). Le solvant est ensuite évamrde brut réactionnel est repris dans
CHsCN car le pyrene-viologene n'y est pas solubleitagde la bipyridine n’ayant pas réagit
lors de I'étape précédente se solubilise. Le soleahfinalement évaporé entrainant avec lui
I'excés d’iodure de méthyle restant. Enfin, I'écbardes contre-ions (1> BF,) a été réalisé
sur une colonne échangeuse d’ions (résine Ambeddaditionnée avec HBFdilué (1 %
VIV dans HO). Le pyréne-viologene, 2BHXIII ) est finalement obtenu avec un rendement
n = 58 %. Ce composé a été caractérisé par RMNet spectrométrie de masse (partie

experimentale).
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Schéma 111-18 : Principe de la synthese du pyréne-viologéne.

[11.3.3.a.5. Etude électrochimique sur électrode de carbores nu

Nous avons ensuite étudié le comportement éldutrogue de ce monomere en
solution électrolytique TBAP (0,1 moll) dans le DMF car ce composé n’était pas soluble
dans les solvants classiques utilisés en électroehiCette étude a été réalisée sur électrode
de carbone vitreux (@ = 3 mm) et , dans le but @pio des potentiels par rapport a la méme

référence que celle préecédemment utilisée dangCAHNous avons utilisée I'électrode de

référence AYAg (102 mol.L-1) dans TBAP (0,1 mol:t) + CH:CN munie d’une allonge
remplie de solution électrolytique TBAP (0,1 mét)l+ DMF.

Comme on peut le remarquer surHgure [11-28, le composé présente deux pics

anodiques a 0,91 et 1,05W Ag'/Ag correspondants aux oxydations irréversiblesduif

pyréne et en bon accord avec les données dedeatitté®. On peut aussi clairement voir
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deux systémes réversibles dans la partie cathodigl courbe a -0,81 et -1,200¢ Ag*/Ag
relatifs aux deux réductions monoélectroniquesesgizes du groupement viologéne qui sont
tres proches de ceux obtenus lors de I'étude dwlgyviologene réalisée précédemment
(AEpic; = 60 mV etAEpic; = 80 mV).

| (LA) A

20+

0 1 E(vvsAg'/Ag)

Figure 111-28 : Voltampérogramme d’une solution de pyréne-violog@n&0® mol.LY) dans
DMF + 0,1 mol..* TBAP sur électrode de carbone vitreux (@ = 3 mmJ¥;0,1 V.§.

[11.3.3.b. Modification d’électrodes par des MWCNTs fonctionies

avec le pyréne-viologener{stacking)

L'interaction qui existe entre les nanotubes dibaae et la molécule de pyréne a été
largement illustrée dans la premiére partie deheitre lors de la fonctionnalisation multiple
d’électrodes modifiees par des CNTs. Dans le cgsydene-viologene, nous avons utilisé des
nanotubes de carbone multi-parois afin de réatistée fonctionnalisation non-covalente des

nanotubes de carbone comme représenté Sahléma 111-19.
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Schéma 1lI-19 : Représentation schématique de l'interaction ergsenanotubes de carbone
multi-parois (MWCNTS) et le pyréne-viologéne.

Afin de réaliser cette fonctionnalisation, nousm choisi de disperser les nanotubes
de carbone multi-parois dans du méthanol car ceietepermet la solubilisation du pyrene-
viologéne qui n’est pas soluble dans le solvantR)I'glue nous avions utilisé pour les autres
dispersions de CNTs réalisées. Cependant, nous somsnes confrontés a un autre
probleme : les MWCNTSs ne se dispersent pas dam&tbanol comme on peut le remarquer
sur laFigure 111-29- A qui correspond a une solution de méthanol conteties MWCNTSs
(0,1 mg.mLY) placés pendant 30 minutes au bain & ultrasonfyténe-viologéne est aussi
soluble dans le DMF mais nous ne voulions passatilice solvant pour réaliser les
dispersions de part la difficulté de I'évaporer fmisuite (&, = 147 °C). Nous avons alors
préparé une solution de méthanol contenant 0,1 hifjae MWCNTs et 1,6.16mol.L™ de
pyréne-viologene puis placé celle-ci au bain aastins pendant 30 minutes. Egure
[11-29- B montre la dispersion obtenue aprés repos de cepjendant 12 heures ; on peut
noter que la dispersion est claire mais que lestoaes ont quand méme pu étre dispersés ce
qui nous a permis de penser gu’ils avaient bierfatétionnalisés par le pyrene-viologene.
Afin de ne garder que la partie supérieure de dpeaision et non pas les nombreux agrégats
qui ont sédimenté, nous avons récupéré et filtite artie de la dispersion sur une membrane
de Téflorf (PTFE ; diamétre des pores = 0,45 um). Le filmndmotubes de carbone
fonctionnalisés avec le pyrene-viologéne formélaunembrane est alors décroché de celle-ci
avec quelques millilitres d'éthanol absolu et |esVRINTs fonctionnalisés sont agités

mécanigquement jusqu’a évaporation compléte dedré&h puis finalement séchés a I'étuve
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pendant 12 heures. Nous avons ensuite essayémesdisa nouveau ce type de nanotubes de
carbone modifiés dans du THF et de I'éthanol maissssuccés ; par contre, dans l'eau
distillée, on obtient une dispersion trés clair®{0mg.mL) aprés 1 heure dans le bain a
ultrasons et repos pendant 12 heures. Cette solatjoeuse a alors été filtrée une nouvelle
fois sur une membrane de cellulose ester (MCEméiee des pores = 0,22 um); cette
membrane humide a ensuite été séchée sous videe @eimbrane étant soluble dans
I'acétone, nous avons ensuite découpé un disqubadectre @ = 3 mm dans la membrane
cellulose ester recouverte du film de MWCNTSs fometialisés par le pyrene-viologene puis
déposé celui-ci sur une électrode de carbone ¥it(@u= 3 mm). L'acétone est finalement
ajoutée au goutte a goutte jusqu’a dissolution détapde la membrane et I'électrode est

séchée sous vide afin d’éliminer toute trace d@et

Figure 111-29 : Dispersions (0,1 mg.mi) de : A - nanotubes de carbone multi-parois
(MWCNTSs) eB - MWCNTSs fonctionnalisés avec du pyréne-viologér@&10* mol.L'") dans
le méthanol aprés 30 minutes dans le bain a ulmaso

[11.3.3.c. Piégeage de I'hydrogénase dans un film polymere axactére

hydrophile sur les MWCNTSs fonctionnalisés avec lgrgne-viologene

Dans I'étude précédente, le polymére exhibantaetifs viologénes, le poly(pyrrole-
viologéne), servait a piéger I'enzyme et donc endantenir a la surface du transducteur. Ici,
ce n'est plus le cas puisque ce sont les nanotgbesont été fonctionnalisés par les
groupements viologénes. Nous avons donc voulu ejaut polymere a caractere hydrophile
et ne possédant pas de groupement rédox tel queldgene pour encapsuler I'hydrogénase
sur I'électrode modifiée par les MWCNTs fonctionigés avec le pyréne-viologene. Nous

avons donc retenu celle-ci dans un film de poly@egrtriethylammonium) qui est
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communément utilisé au laboratoire depuis plus Sl@ris pour I'élaboration de biocapteurs
enzymatiques.

[11.3.3.c.a. Présentation du pyrrole-triethylammonium
Le pyrrole-triethylammonium (pyrrole-ammonium)té éynthétisé selon un protocole

mixte de ceux déja décrits au laboratSire’ et dont le principe est représenté suBthéma
[11-20 .

<

(l) Nal / acétone @N
0=8=0 60 T =

X1V

+
PN NJ éthanol absolu @N ’/NK

N K 85T Pyrrole-ammonium
@ XV

Schéma 111-20 : Principe de la synthése du pyrrole-ammonium.

La synthese du composé 11-pyrrol-1-ylundécyl 4hylbenzenesulfonateV(ll )
ayant été décrite lors de la synthése du pyrragéne $chéma I11-14), nous ne décrirons
ici que la suite du protocole. Ce composé a enstéenélangé avec Nal dans de l'acétone
pendant 3 heures sous reflux permettant d’obtenit-(11-iodoundecyl)pyrrole (composé
XIV') de facon quantitative. Ce dernier est ensuitabilidé dans de I'éthanol absolu et un
grand exces de triéthylamine est ajouté ; la smuéist agitée pendant 16 heures sous reflux
puis le solvant ainsi que I'exces de triethylamsoait €liminés par évaporation. On obtient
donc le pyrrole-ammonium (compoX&) avec des contre-ions iodures et dans une derniere
étape, nous avons effectué I'échange des conteetion BF,). Celui-ci a été réalisé sur une
colonne échangeuse d’'ions (résine Amberlite) camtiée avec HBFdilué (1 % V/V dans
H.0). Le pyrrole-ammonium, BF(XV) est finalement obtenu avec un rendement67 %

puis caractérisé par RMN et spectrométrie de masse (partie expérimentale).
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Le comportement électrochimique de ce monomersoértion électrolytique LiCIQ
(0,1 mol.L'Y) dans CHCN sur électrode de carbone vitreux (@ = 3 mm)nalément été
étudié. Comme on peut le remarquer sufigure 111-30- A, le composé présente le pic
anodique caractéristique de I'oxydation irrévemsiolu motif pyrrolé® >3 vers 1,03 Vvs
Ag'/Ag. Lélectropolymérisation de ce monomére en sofu électrolytique organique
LiClO4 (0,1 mol.L) dans CHCN a été réalisée par chronoampérométrie & potémii@sé E
= 0,85 Vvs Ag'/Ag dans une solution contenant®mol.L* de pyrrole-ammonium sur une
électrode de carbone vitreux (@ = 3 mm; Q = 0,2)m@ transfert de I'électrode ainsi
modifiée dans CECN + LiClO, (0,1 mol.L') exempt de monomére permet d'obtenir la
courbe de voltammétrie cyclique présentant le $igleatroactif du poly(pyrrole-ammonium)
(Figure 111-30- B). Ce signal est centré su, E 0,25 VvsAg'/Ag (Eox = 0,35 et kq= 0,15V
vs Ag'/Ag) ce qui correspond au signal électrochimiquedye des films de poly(pyrrole-N-
alkyl)®2

B Electrode recouverte de
poly(pyrrole-ammonium)

50 pA W 0,5 uAI

Electrode nue

| | -
I T T Ll

0 0,5 1 ‘ ‘ ;
E (V vs Ag'/AQ) 0 0,3 0,6
E (V vs Ag'/AQ)

|-
)

Figure 111-30 : A - Voltampérogramme d’une solution de pyrrole-amimon(1.10* mol.L%)
dans CHCN + 0,1 mol.[* LiCIO, sur électrode de carbone vitreux (@ = 3 mm) ; 0,1 V.$

! etB - Electrode de carbone vitreux (@ = 3 mm) modifiéec le poly(pyrrole-ammonium)
polymérisé par électrolyse a potentiel constant B),85 V vs AJAg (Q = 0,2 mC) et
transférée dans C}N + 0,1 mol.[* LiClO, exempt de monomeére avec v = 0,I%V.s

I11.3.3.cS. Elaboration de I'architecture

Le systeme étudié a été élaboré selon une proeéduilaire a celle employée pour la

construction de I'architecture hybride MWCNTSs/pglyfrole-viologene)/hydrogénase NiFe.
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Dans le cas présent, les nanotubes de carbonepatdis étant déja fonctionnalisés par du
pyréne-viologéne, nous avons piégé I’hnydrogénase ans un poly(pyrrole) hydrophile : le
poly(pyrrole-ammonium). Une représentation schémuatide cette électrode modifiée est

présentée sur 8chéma IlI-21

Le dépdt des MWCNTSs fonctionnalisés par le pyréiodéegéne sur des électrode de
carbone vitreux (@ = 3 mm) a été formé comme déuriparagraphg 111.3.3.b. et nous
avons ensuite déposé sur ces électrodes 10 pL dalngon aqueuse contenant 6>1@ol.L
! de pyrrole-ammonium et 0,2 mg.thLd’hydrogénase. Afin d'imprégner le fim de
nanotubes de carbone fonctionnalisés avec ce n&langs avons laissé ce mélange incuber
avec I'électrode pendant 30 minutes a T = 4 °C [sudepot a été finalement séché sous vide
dans un dessicateur. La polymérisation du pyrroleaanium a été effectuée par
chronoampérométrie a potentiel constant E = 0, 88¥CS en limitant la charge d’électro-
oxydation & Q = 0,2 mC. Cette électrode est final@mincée dans du tampon phosphate (0,1

mol.L'™ ; pH = 7) sous vive agitation pendant 5 minutes.

_ Hase Hzase\/
T \_/—\ 1
Hzase\/ Hzase\ Hyase = hydrogénase

MWCNTSs / pyréne-MV

électrode de carbone vitreux

Schéma llI-21 : Représentation schématique de l'architecture éldéd@ur les nanotubes de
carbone multi-parois (MWCNTSs) fonctionnalisés pastacking avec le pyréne-viologene.
L’hydrogénase NiFe a ensuite été piégée dans Ie file poly(pyrrole-ammonium)
électrogénéré.

111.3.3.d,. Etude électrochimique

Pour l'activation et les études par voltammeétgelique, nous avons utilisé la méme
cellule électrochimique que précédemment afin daffranchir le plus possible des
phénomenes d’inactivation de I'hydrogénase liekexygéne Schéma I11-16). L'activation
de I'enzyme a été effectuée électrochimiqguementneernmous l'avions fait auparavant (8
[11.3.2.b.). Une premiére courbe de voltammeétrie cycliqupesence de Ha été enregistrée

puis une seconde apres avoir retiré I'hydrogenéadmlution grace a un dégazage avec de
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I'argon pendant 15 minutes. lRgure 111-31 montre les courbes obtenues pour cette étude ;
on observe bien le courant catalytique de I'enzynags celui-ci reste assez faible et a pour
valeur : 3= 43 pA.cnif. Cependant, dans cette architecture, les nanohgssnt recouverts
que d’'une monocouche de pyréne-viologene ; le gnogmt viologéne servant au transfert
d’électrons, si sa quantité diminue, il est probafle le transfert des électrons soit plus
difficile a réaliser. De plus, dans I'architectypgécédente, ces groupements étaient situés a
proximité immeédiate des enzymes et présents dandddilm polymere favorisant alors la
médiation des électrons jusqu’a I'électrode. Il anayit toutefois extrémement intéressant que
cette stratégie de modification des nanotubes d®ona multi-parois puisse conduire a une
connexion électrique de I'enzyme. Cette approcherpd donc étre combinée a la précédente

afin d’améliorer le processus de connexion.

| (MA.cm™) 4

H

2
100+

50 Ar

0 | — >
-9 0O E(vvsECS)

50+

Figure 111-31 : Courbes de voltammétrie cyclique obtenues avecélewrode de carbone
vitreux (@ = 3 mm) modifiee par un dépbét de nanetulde carbone multi-paroi
fonctionnalisés avec le pyréne-viologene (MWCNT&h®rviologene ; 10 x 10 pL d’'une
dispersion & 0,1 mg.riLdans le méthanol) et un film de poly(pyrrole-ammon (Q = 0,2
mC) incorporant I'hydrogénase NiFe (2 pug) dans dmpon phosphate (0,1 mof.L. pH =

7 : T = 40 °C) sous argon puis sous hydrogéne aved0 mV.g.

[11.3.4. Comparaison des deux voies de connexion de I'hyarase
Dans cette partie du chapitre, nous avons réussinaecter une hydrogénase NiFe

avec les nanotubes de carbone mono- et multi-paroiacorporant le médiateur (viologéne)

nécessaire au transfert d’électrons de deux manidiféérentes : dans un premier temps,
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celui-ci a été couplé a un motif pyrrole afin daliger le piégeage de I'enzyme par la méme
occasion lors de processus d’électropolymérisataonlis que dans un second temps, nous
avons couplé ce médiateur a un motif pyrene q@renis la fonctionnalisation des nanotubes
de carbone multi-parois. Les résultats obtenus apeemier cas, avec le pyrrole-viologene,
sont plus conséquents mais aussi plus promettéwsce peut étre expliqué par le fait que
dans cette architecture, le viologene est situébrimité directe de I'enzyme et donc de son
site actif permettant ainsi de faciliter le tramsfiles électrons. Dans le meilleur des cas, nous
avons obtenu un courant catalytiqug 3 301 pA.crif qui est environ six fois plus grand que
les valeurs récentes de la littérature concerndammbbilisation de cette enzyme
(hydrogénase NiFe dd®esulfovibrio fructosovoranssur les nanotubes de carbGhe
cependant, il faut tenir compte que ces auteursubigé des nanotubes de carbone mono-
paroi (SWCNTs) et que nous avons clairement dérdogtre les MWCNTSs utilisés ici
permettent d’obtenir des signaux plus intensesplDs, les résultats publiés par Lojou ef®al.
en 2008, concernaient I'immobilisation d’'une monaaiwe d’hydrogénases tandis que, dans
les résultats présentés ici, nous avons profitévalume créé par l'architecture hybride
MWCNTs/poly(pyrrole-viologene) pour piéger I'enzymei doit donc étre en quantité plus
importante. Nous avons méme réussi a obtenir desirgasimilaires a celles obtenues pour
d’autres hydrogénases plus résistantes a I'oxygenaectées sur les nanotubes de carbone
comme I'hydrogénase NiFe | de la bactéfiquifex aeolicu® si on se place dans des
conditions expérimentales comparables (T = 40 *G;ug de nanotubes déposés). Ces deux
architectures méritent d'étre étudiées en profonden essayant d’optimiser certains
parametres tels que : la quantité de monomeresésgilipour le piégeage de I'enzyme, la
quantité d’hydrogénase piégée dans le film polynmreencore la température et le pH

choisis pour réaliser I'étude.

[11.4. Conclusions du Chapitre Il

Tout au long de ce chapitre, nous avons illuse® possibilités offertes par les

nanotubes de carbone pour I'élaboration de biocaptet d’une bioanode.

Dans la premiére partie du chapitre, nous avonsodé&é la possibilité de réaliser la
fonctionnalisation multiple de nanotubes de carbgréece a l'interaction non-covalente de
type TETT qui existe entre les nanotubes de carbone et lacole de pyrene et la mise en

ceuvre de trois systemes affins différents fonctdisés par un motif pyréne. Outre la facilité
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de biofonctionnalisation des nanotubes de carbare spnple immersion, la possibilité
d'immobiliser des biomolécules différentes et dedaler leurs rapports respectifs ouvre de
nombreuses voies pour le développement d’archiestunultienzymatiques a activités
combinées ou d’immunocapteurs voire de capteursD&l Aassociés a une amplification
enzymatique du signal de reconnaissance. Cett@ampipeut éventuellement étre appliquée
a des nanotubes de carbone unigues. Nous avongatem&nt mettre en évidence par la
méme occasion que ce type de fonctionnalisationraibypermettre de renforcer certains

matériaux composites a base de nanotubes de caghfweea la réticulation de ces derniers.

Dans la deuxiéme partie de ce chapitre, nous somsnes intéressés a la connexion
d’'une hydrogénase (NiFe dzesulfovibrio fructosovoranssur les nanotubes de carbone en
élaborant des architectures hybrides CNTs/médiatédox/enzyme de facon relativement
rapide et simple. Nous avons ainsi démontré quectépolymérisation du pyrrole-viologene
ou l'adsorption spécifique par interactions p duepe-viologéne conduisait a des systemes
efficaces pour la transformation de KEn courant électrique. Bien que ces configurations
n'aient pas été optimisées, elles présentent dedtaiés prometteurs en comparaison avec les

résultats présents dans la littérature.
Parmi les nanomatériaux, nous avons pu vérifiee tgs nanotubes de carbone

représentent un candidat excellent en vue de bétdion de biocapteurs, biopiles ou méme

de matériaux bio-composites.
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Conclusion générale

L'objectif du travail présenté dans ce mémoiratéta développer des assemblages
hybrides macromolécules biologiques/polymeéres cotedus en vue de leur utilisation dans
les biocapteurs ou les biopiles. Nous avons puioef le fait que les films de poly(pyrrole)
fonctionnalisés occupent une place tres importaisies ce domaine. Afin d’obtenir des
architectures biomoléculaires plus sensibles etfmcifiques, ca travail a été divisé en deux
grandes parties : I'utilisation d'un polymére t@®metteur, le poly(pyrrole-NTA)/Ci;, et

I'incorporation de nanotubes de carbone fonctiosgaldans ces assemblages.

Dans la premiére partie de ces travaux de théserecherches se sont axées sur
I'utilisation du poly(pyrrole-NTA)/CG" pour I'élaboration de biocapteurs & ADN ou
enzymatiques.

Dans un premier temps, nous avons choisi d’anglilzr sensibilité d’un capteur a
ADN en utilisant le systéme d'affinité NTA/Clhistidine comme plateforme d’ancrage
d’oligonucléotides sondes combiné a une méthoddétection sans marquage de la cible
(oligonucléotide complémentaire) : la spectroscopiégmpédance électrochimique. Ce
systeme a permis I'obtention d’'un seuil de déteckoplus faible obtenu jusqu’a présent pour
des biocapteurs & ADN impédancemétriques dé® Ifol.L" et des possibilités de
régénération comparables a celles obtenues préogel@mavec des enzymes malgré la
complexité de la biomolécule choisie : 'ADN.

Dans un second temps, nous avons introduit un epdnoriginal et novateur
d'immobilisation de biorécepteurs biotinylés sur m@&me film polymeére. Celui-ci a été
illustré par I'ancrage d’enzymes et d’ADN marquesades groupements biotines et offre
une alternative intéressante au systeme avidingibideux enzymes, la glucose oxydase et
la polyphénol oxydase, ont été judicieusement d®igpour réaliser cette étude par
chronoampérométrie a potentiel constant et motdaréarge gamme de potentiels utilisables
pour ce systeme (- 0,2 a + 0,6V ECS). Par la suite, nous avons confirmé cette eltaiv
voie d'immobilisation de biomolécules en realisentétection du phénomene d’hybridation
de 'ADN par spectroscopie d’'impédance électrochimi L'intérét de cette technique vient
du fait que les molécules biotinylées ou les kiggsnmettant I'ancrage de biotines sur les

biomolécules sont disponibles dans le commerce.
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Nous avons ensuite examiné une autre voie conuelémboration de biomatériaux a
base de nanotubes de carbone fonctionnalisés de fap-covalente.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéradag®nctionnalisation multiple
de nanotubes de carbone par la glucose oxydasélisant les trois systemes d’affinité les
plus courants dans le domaine des biocapteursdinabiotine, NTA/C@'/histidine et
adamantan@fcyclodextrine. Cette étude a mis en évidence dieffiefaste de couches
enzymatiques trop compactes qui est un parameertamt & considérer dans le futur des
biocapteurs. Cette architecture a été élaborée amecenzyme modéle mais ouvre des
perspectives pour le développement de capteursa@ezymatiques a détection combinée.

Dans un second temps, nous avons entrepri la gammeélectrique d’'une hydrogénase
par piégeage dans des films de poly(pyrrole) fomectalisés conducteurs en décrivant
I'élaboration de matériaux hybrides CNTs/médiateéniox/enzyme. Bien que ce ne soit
gu'une étude préliminaire, nous avons pu mettre égidence ['efficacité de ce type

d’architectures pour la transformation du dihydrmgen courant électrique.

En résumé, ce travail démontre le potentiel reoetstp des films conducteurs de
poly(pyrrole) et des nanotubes de carbone pourditipn de biocapteurs tres sensibles,
d’architectures multifonctionnelles et de nouvellegthodes d’immobilisation. Celui-ci a

aussi permis d’entrouvrir la voie de productionmgégie propre.
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Partie expérimentale

E.1. Organic compounds synthesis
E.1.1.Synthesis of pyrrole-NTAIll )
E.1.1.a.Synthesis of pyrrole-COOH)

To a solution of 11-aminoundecanoic acid (20.149.@, mol) in a mixture of acetic
acid (40 mL) and distilled water (60 mL) was ad@8-dimethoxytetrahydrofuran (13 mL,
0.1 mol). The solution was stirred for 2 h at 1@ Before extraction with 3 x 50 mL of
diethylic ether. Organic phases were basified usodjum carbonate and dried with sodium

sulphate. The solution was evaporated to give §1y&eld: 85 %) of pyrrole-COOH].

'H NMR (CDCk, 400 MHz):5 (ppm) = 11.29 (1H, s), 6.65 (2H, s), 6.15 (2H,387
(2H, ), 2.36 (2H, 1), 1.30-1.77 (16H, m).

13C NMR (CDCE, 300 MHz):5 (ppm) = 120.4 (2C), 107.7 (2C), 49.6 (1C), 34.0)(1
31.5 (1C), 29.4 (1C), 29.3 (1C), 29.1 (1C), 29.0),126.7 (1C), 24.6 (1C).

ESI/MS: m/z = 250 ([M-H] CisH26NO,).

IR (KBr): v (cmi®) = 3421, 2927, 2853, 1706, 722.

E.1.1.b.Synthesis of pyrrole-NH®&)

To a solution of 11-pyrrol-1-yl-undecanoic acif (2.1 g, 8.3 18 mol) andN-
hydroxysuccinimide (978.4 mg, 8.5 i@nol) in distilled THF (15 mL) was added a solution
of 1,3-dicyclohexylcarbodiimide (1.8 g, 8.7 i@nol) in distilled THF (5 mL). The mixture
was stirred for 23 h at room temperature underraggomosphere and concentrated in vacuo.
The crude was dissolved in @El; (2-3 mL) and, after filtration, the resulting sttun was

evaporated to give 2.4 g (yield: 83%) of pyrrole-8Id ).

'H NMR (CDCk, 300 MHz):8 (ppm) = 7.19 (1H, s), 6.57 (2H, s), 6.06 (2H,%Y9
(2H, 1), 2.76 (4H, s), 2.53 (2H, 1), 1.21-1.68 (15H).
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3%C NMR (CDCE, 300 MHz):8 (ppm) = 169.2 (1C), 120.4 (2C), 107.7 (2C), 49.6
(1C), 31.5 (1C), 31.0 (1C), 31.5 (1C), 29.4 (11®,2(1C), 29.2 (1C), 29.1 (1C), 29.0 (1C),
28.7 (1C), 26.7 (1C), 25.6 (1C), 24.5 (1C).

ESI/MS: m/z = 349.2 (IM+H] CigH20N-04), 371.1 ([M+Na], CigH2gN204Na), 387.1
(IM+K] ", CigH28N204K).

IR (KBr): v (cmt) = 2925, 2854, 1741, 1654, 721.

E.1.1.c.Synthesis of pyrrole-NT@I)

11-Pyrrol-1-yl-undecanoic acid succinimid este8§% mg, 8.3 18 mol) was
dissolved with N',Nq-bis(carboxymethyl)-L-lysine (328.3 mg, 1.253@nol) in DMF (5
mL), TEA (300uL, 2.15 10° mol), NaOH (69.2 mg, 1.73 Tomol), and water (2 mL). The
solution was stirred for 48 h at 55 °C. After eviagion of the solvent under vacuum
atmosphere, the crude product was redissolved tarwa mL) and the aqueous solution was
filtered. 210.5 mg of pyrrole-NTAIll ) was then obtained as oil (yield: 51%) after water

evaporation.

'H NMR (CD;OD, 300 MHz):5 (ppm) = 6.65 (2H, s), 6.01 (2H, s), 3.88 (2H 352
(5H, q), 3.18-3.46 (4H, m), 2.17 (2H, t), 1.30-1(20H, m).

3%C NMR (CD:0D, 300 MHz):5 (ppm) = 193.4 (1C), 191.6 (1C), 179.6 (1C), 176.3
(1C), 175.9 (1C), 171.3 (1C), 121.3 (1C), 108.5)(1%5.3 (1C), 32.8 (1C), 30.5 (1C), 30.3
(1C), 27.7 (1C).

ESIIMS: m/z = 496 ([M+H], CosH42Nz0y).

E.1.2.Synthesis of pyrene-NTAY)

To a solution of pyrene butyric acid succinimideeg400 mg, 18 mol) in 50 mL of
dry DMF, Ny,Ng-bis(carboxymethyl)-L-lysine (350 mg, 1.25 3i0mol) was added. To
dissolve the NTA, NaOH (50 mg, one pellet) solgat in 2 mL of water was added and one
drop of triethylamine was also added to assureb#sc environment in the organic phase.
The mixture was stirred for 3 days at 60 °C. Afiemoval of the volatiles, the residue was
dissolved in water and the produet (pyrene-NTA) was precipitated after titration wHCI
(1 mol LY. 450 mg of pyrene-NTAIY ) was obtained as slight yellow solid and therefiéd
and washed with water (yield: 83 %).
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'H NMR (CD;OD, 300 MHz):8 (ppm) = 8.38 (1H, d), 8.17 (1H, dd), 8.15 (1H, d)
8.11 (2H, 2d), 8.02 (2H, 2d), 8.00 (1H, d), 7.98Id), 3.87 (2H, t), 3.63 (4H, q), 3.45 (1H, 1),
3.39 (2H, 1), 3.17 (2H, t), 2.17 (2H, 1), 1.95-1(BH, m).

13C NMR (DMSO-@, 300 MHz):8 (ppm) = 174.0 (1C), 173.2 (2C), 171.6 (1C), 136.6
(1C), 130.8 (1C), 130.4 (1C), 129.3 (1C), 128.1)(1127.5 (1C), 127.4 (1C), 127.2 (1C),
126.5 (1C), 126.1 (1C), 124.9 (1C), 124.8 (1C),.I24C), 124.2 (1C) 124.1 (1C), 123.5
(1C), 64.3 (1C), 53.5 (2C), 38.3 (1C), 35.0 (13, 23(1C), 29.3 (1C), 28.9 (1C), 27.5 (1C),
23.1 (1C).

MS (EI, 200 °C): m/z = 534 ([M+H] CagH32N,05).

IR (KBr): v (cmi®) = 3399, 3313, 3032, 2932, 2861, 1730, 1641, 13361, 1349,
1179, 841, 705.

UVIVis (THF): Amax (NM) = 243, 255.5, 266, 276.5, 313.5, 327.5, 343.5

E.1.3.Synthesis of pyrene-adamantaig (

To a solution of pyrene butyric acid (290 mg;>hdol) in 50 mL dry dichloromethane,
adamantylamine (150 mg, ¥0mol) and DCC (280 mg, 1.2 Fomol) were added. The
reaction mixture was stirred for 72 h at room terapge under reaction control by TLC
(CH.Cl;, 100%). The produced solid was then filtered amsl dbtained yellow liquid was
concentrated to obtain 320 mg of pure pyrene-adtanar{/) as slightly yellow powder after
flash chromatography (SYECH,Cl, 100 %) (yield: 74%).

'H NMR (CDCk, 300 MHz):8 (ppm) = 8.31 (1H, d), 8.17 (1H, dd), 8.15 (1H, &)1 1
(2H, 2d), 8.02 (2H, 2d), 8.00 (1H, d), 7.87 (1H,8))2 (1H, s), 3.39 (2H, t), 2.05 (2H, q),
2.18 (2H, 1), 2.16 (3H, m), 1.98 (6H, d), 1.66 (8H,

3C NMR (CDCE, 300 MHz):5 (ppm) = 171.0 (1C), 136.0 (1C), 131.4 (1C), 130.8
(1C), 129.8 (1C), 128.7 (1C), 127.4 (1C), 127.3)(1126.6 (1C), 125.8 (1C), 125.1 (1C),
124.9 (1C), 124.9 (1C), 124.8 (1C), 124.7 (1C) T34C), 123.4 (1C), 75.1 (1C), 51.8 (1C),
41.6 (3C), 36.3 (3C), 32.6 (1C), 29.4 (3C), 216

MS (El, 200 °C): m/z = 424 ([M+H] C3oH33NO).

IR (KBr): v (cmi') = 3411, 3291, 3035, 2904, 2848, 1641, 1542, 14889, 1181,
1095, 842, 752, 719, 679.

UV/Vis (THF): Amax (NM) = 243, 256, 266, 276.5, 313.5, 327.5, 343.5.
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E.1.4.Synthesis of pyrene-biotity()

Pyrenebutanol (280 mg, f0mol) was dissolved in 20 mL DMF under argon
atmosphere. The coupling reagents DCC (280 mg, 033nol) and DMAP (100 mg, 4.2 10
% mol) were added to this solution as well as bi¢g80 mg, 1G mol). The reaction was
observed by TLC (CpCl, 95% / EtOH 5%). After one week reaction time, sidvent was
evaporated and the yellow solid was dissolved in@} Biotin pyrene was purified by flash
chromatography (mobile phase &, / EtOH 95:5) on silica gel 60 um particle size as
stationary phase. 200 mg of pure pyrene-bid¥ih) (vere obtained as slightly brown powder
(yield: 40 %).

'H NMR (CDCk, 300 MHz):3 (ppm) = 8.23 (1H, d), 8.17 (1H, dd), 8.15 (1H, 8l)1
(2H, 2d), 8.02 (2H, 2d), 8.00 (1H, d), 7.85 (LIHBE2 (1H, s), 5.12 (1H, S), 4.25 (1H, 1), 4.12
(2H, t), 4.05 (1H, d), 3.35 (2H, 1), 2.92 (1H, @72 (2H, 2 x dd), 2.27 (2H, t), 1.90-1.23
(10H, m).

13 NMR (CDCI3, 300 MHz)35 (ppm) = 173.7 (1C), 163.4 (1C), 136.3 (1C), 131.4
(1C), 130.8 (1C), 129.8 (1C), 128.5 (1C), 127.4)(1127.3 (1C), 127.2 (1C), 126.6 (1C),
125.8 (1C), 125.1 (1C), 125.0 (1C), 124.9 (1C),.834C) 124.7 (1C), 123.2 (1C), 64.2 (1C),
61.7 (1C), 60.0 (1C), 55.2 (1C), 40.4 (1C), 33.€)(133.0 (1C), 28.6 (1C), 28.2 (1C), 28.1
(2C), 28.1 (2C), 24.7 (1C).

MS (EI, 200 °C): m/z = 503 ([M+H] CagHaaN,05S).

IR (KBr): v (cm®) = 3502, 3237, 3037, 2930, 2858, 1694, 1601, 14831, 1262,
1171, 842, 757, 707, 681.

UVIVis (THF): Amax(Nm) = 243, 256, 266, 276.5, 313.5, 327.0, 343.5.

E.1.5.Synthesis of pyrrole-viologerX]
E.1.5.a.Synthesis of pyrrole-OKV/Il)
To a solution of LiAlH (1.15 g, 3 18 mol) in diethylic ether (10 mL) was slowly
added a solution pyrrole-COOH)((5 g, 1.99 18 mol) in diethylic ether (40 mL). The

solution was stirred for 2 h at 35 °C and let tmne at room temperature. Water was added (3

x 50 mL) to remove completely remaining LiAJHOrganic phases were then dried with
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sodium sulphate. The solution was evaporated te 4i% g of pure pyrrole-OH/(1 ) (yield:
95 %).

'H NMR (CDCk, 300 MHz):8 (ppm) = 6.65 (2H, s), 6.14 (2H, s), 3.87 (2H,364
(2H, t), 1.29-1.79 (18H, m).

13C NMR (CDC}, 300 MHz):8 (ppm) = 120.4 (2C), 107.7 (2C), 63 (1C), 49.6 (1C)
32.7 (1C), 31.5 (1C), 29.5 (1C), 29.4 (1C), 29.8)(129.1 (1C), 26.7 (1C), 25.7 (1C).

E.1.5.b.Synthesis of pyrrole-Tosylagelll)

To a solution of pyrrole-OHMI ) (2.3 g, 1& mol) in distilled pyridine (50 mL) was
added toluenesulfonylchloride (2.1 g, 1.1?1@o0l). The solution was stirred for 10 h at 4 °C
and let to return overnight at room temperatureearsdirring condition. Diethylic ether (50
mL) was added and the solution was first washet Wil (50 mL) and then with water (3 x
50mL). Aqueous phase was then washed another titediethylic ether and all organic
phases were then dried with sodium sulphate. Th&igo was evaporated and the crude
product was purified by flash chromatography (melphase CECIl, 100 %) on silica gel 60
um particle size as stationary phase. 3.28 g a# pyrrole-Tosylate\(lll ) was obtained as

slightly yellow oil (yield: 86 %).

'H NMR (CDCk, 300 MHz):8 (ppm) = 7.79 (2H, d), 7.34 (2H, d), 6.65 (2H,&)]14
(2H, s), 4.03 (2H, 1), 3.87 (2H, 1), 2.46 (3H, 5)23-1.80 (18H, m).

¥C NMR (CDCk, 300 MHz):5 (ppm) = 129.7 (2C), 127.8 (2C), 120.4 (2C), 107.7
(2C), 70.6 (1C), 49.8 (1C), 32.6 (1C), 31.5 (11,42(1C), 29.3 (1C), 29.1 (1C), 28.8 (2 x
1C), 26.7 (1C), 25.3 (1C), 21.6 (1C).

ESI/MS: m/z = 376 ([M-CH", Co1H3oNOsS).

E.1.5.c.Synthesis of pyrrole-BipyridingX)
To a solution of pyrrole-Tosylat&/(ll ) (1.38 g, 3.52 16 mol) in dry toluene (40 mL)
was added 4,4"-bipyridine (366.1 mg, 2.35°180l). The solution was stirred for 18 h at 100

°C and the obtained precipitate was filtered off ansed with dry toluene. The solution was

evaporated and the product was purified by flastorolatography (mobile phase @E, /
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EtOH 80:20) on silica gel 60 um particle size agiehary phase. 1.355 g of pure pyrrole-
Bipyridine (X ) was obtained (yield: 70 %).

'H NMR (CDCk, 300 MHz):3 (ppm) = 9.25 (2H, d), 8.72 (2H, d), 8.21 (2H, ©)70
(2H, d), 7.54 (2H, d), 7.03 (2H, d), 6.61 (2H, 809 (2H, s), 5.27 (4H, S), 4.62 (2H, 1), 3.84
(2H, 1), 2.21 (3H, s), 1.12-1.87 (15H, m).

13 NMR (CDCE, 300 MHz):5 (ppm) = 151.1 (2C), 145.7 (2C), 128.5 (2C), 125.8
(2C), 125.5 (2C), 121.3 (2C), 120.2 (3C), 107.6)(3&L.4 (1C), 53.3 (2C), 49.4 (2C), 31.4
(1C), 31.3 (2C), 29.2 (2C), 29.1 (2C), 29.0 (1®.8(1C), 26.5 (2C), 25.8 (1C), 21.0 (1C).

ESI/MS: m/z = 376 (M CosHasN3).

E.1.5.d.Synthesis of pyrrole-Violog€iX)

To a solution of pyrrole-bipyridindX) (243 mg, 4.4 16 mol) in absolute ethanol (10
mL) was added a 3-fold molar excess of methyl iedit®0 mg, 1.33 Idmol). The solution
was stirred for 18 h at 85 °C and the obtained ipitate was filtered off and rinsed with
absolute ethanol. The solution was evaporated lamgitoduct was dissolved in methanol to
realize anion exchange—+BF, by deposition on the column conditioned with
tetrafluoroborhydric acic (1 % V/V in water). Aftetinsing step of the column with
acetonitrile and evaporation of the solvents, 22ig3of pyrrole-Viologen X) was obtained
(yield: 91 %).

'H NMR (CDCk, 300 MHz):5 (ppm) = 9.01 (2H, d), 8.81 (2H, d), 8.44 (2H, 828
(2H, d), 6.44 (2H, s), 6.08 (2H, s), 4.66 (3H, B1B2-3.94 (4H, m), 1.68-2.20 (4H, m), 1.10-
1.28 (14H, m).

E.1.6.Synthesis of pyrene-viologenxI{l )
E.1.6.a.Synthesis of pyrene-Brorn(¢l)

Pyrenebutanol (1 g, 3.65 iénol) and tetrabromomethane (1.46 g, 4.% &l) were
dissolved in 50 mL THF under argon atmosphere.lEryylphosphine (1.15 g, 4.4 ienol)
dissolved in a few mL of THF was then slowly adtedause of the exothermic reaction. The

mixture was stirred for 16 h at room temperatungphienylphosphine oxide which is a by-
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product of the reaction precipitates in THF dudtsopoor solubility and was removed by
filtration and the solution was evaporated. Bronyoepe was purified by flash

chromatography (mobile phase &, / cyclohexane 95:5) on silica gel 60 um partichke s

as stationary phase. 1.2 g of pure bromo-pyr&hgwas obtained (yield: 97.5 %).

'H NMR (CDCk, 300 MHz):5 (ppm) = 7.96-8.32 (8H, m), 7.85 (1H, d), 3.55 (2},
3.45 (2H, 1), 2.05 (4H, m), 1.52 (2H, m).
IR (KBr): v (cmi®) = 3024, 2965, 2918, 1582, 1465, 1188, 841, 712.

E.1.6.b.Synthesis of pyrene-Bipyridii(%11)

A solution of bromo-pyreneX() (500 mg, 1.48 18 mol) and 4,4"-bipyridine (694
mg, 4.44 10 mol) in absolute ethanol was stirred for 18 h &t°€. The solution was
evaporated and the crude product was washed wathydic ether and cyclohexane. 1.355 g

of pyrene-Bipyridine XIl ) was obtained as slightly brown solid (yield: 83 %

'H NMR (CDCk, 300 MHz):5 (ppm) = 9.24 (2H, d), 8.74 (2H, d), 8.24 (2H, 822
(1H, d), 8.15 (1H, dd), 8.14 (1H, d), 8.10 (2H, 28)03 (2H, 2d), 8.00 (1H, d), 7.84 (1H, d),
7.83 (2H, d), 3.57 (2H, 1), 1.45-2.08 (6H, m).

ESI/MS: m/z = 413 (M CaoHasNo).

IR (KBr): v (cmi’) = 3024, 2984, 2922, 2863, 1497, 1265, 1218, 843.

E.1.6.c.Synthesis of pyrene-Violog€xilll)

To a solution of pyrene-bipyridin&(l ) (100 mg, 2 19 mol) in absolute ethanol (20
mL) was added a 3-fold molar excess of methyl iedi®4.4 mg, 6 16 mol). The solution
was stirred for 36 h at 85 °C and, after solverdgpevation, the crude product dissolved in
acetonitrile. The solvent was evaporated allowhgremoval of excess methyl iodide and the
product was dissolved in methanol to realize amrchange +>BF,; by deposition on the
column conditioned with tetrafluoroborhydric acik % V/V in water). After rinsing step of
the column with acetonitrile and evaporation of gwvents, 92.5 mg of pyrene-Viologen
(XIII ) was obtained (yield: 72 %).
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'H NMR (CD5OD, 400 MHz):5 (ppm) = 9.17 (2H, d), 8.74 (2H, d), 8.18 (1H, 817
(1H, d), 8.14 (1H, d), 8.12 (2H, 2d), 8.03 (2H, 2809 (1H, d), 7.83 (1H,d), 7.74 (2H, d),
7.23 (2H, d), 3.57 (2H, m), 2.08 (2H, d), 2.00 (2, 1.41 (3H, s), 1.61-1.78 (4H, m).
ESIIMS: m/z = 413 ((M-Ch]*, CaoHzsN>), 214 (IMF*, CaiH2eNo).

E.1.7.Synthesis of pyrrole-ammoniunxy/)

E.1.7.a.Synthesis of pyrrole-lod&IV)

Pyrrole-Tosylate \(lll ) (1.25 g, 3.2 18 mol) was dissolved in a fresh solution of
acetone saturated with sodium iodide and the swolutias stirred for 3 h at 60 °C. After the
mixture has been left overnight at room temperatR@emL of CHCI, and 20 mL of water
were added. Organic phases were washed with water §0mL) and dried with sodium
sulphate. The solution was filtrated and evaporategive 1.1 g of pyrrole-IXIV ) (yield: 99
%).

'H NMR (CDCk, 300 MHz):5 (ppm) = 6.65 (2H, s), 6.13 (2H, s), 3.86 (2H,3t19
(2H, t), 1.27-1.85 (18H, m).
ESIMS: m/z = 348 (IM+H], CisHa7NI), 220 ([M-I]*, CrsHaeN).

E.1.7.b.Synthesis of pyrrole-ammoniypxVv)

Pyrrole-lode XIV) (1.11 g, 3.2 18 mol) was dissolved in 30 mL of absolute ethanol
and a 4-fold molar excess of triethylamine (1.6 mh2,10° mol) was added:; the solution was
stirred overnight at 85 °C. Excess of triethylamarel the solvent were evaporated and the
product was dissolved in methanol to realize ampchange +>BF, by deposition on the
column conditioned with tetrafluoroborhydric acit % V/V in water). After rinsing step of
the column with acetonitrile and evaporation of gwvents, 1.4 g of pyrrole-ammonium
(XV) was obtained (yield: 98 %).

'H NMR (CDCk, 300 MHz):8 (ppm) = 6.60 (2H, s), 6.06 (2H, s), 3.83 (2H,363
(6H, ), 3.45 (2H, 1), 3.21 (2H, m), 1.16-1.73 (25h).

13C NMR (CDCE, 300 MHz):5 (ppm) = 120.3 (2C), 107.5 (2C), 53.6 (1C), 49.8)(1
31.3 (1C), 29.1 (2C), 28.9 (1C), 26.5 (1C), 22.6)18.1 (3C).
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ESIIMS: m/z = 321 (M CpiHaiNy).
E.2. Tagged biomolecules synthesis
E.2.1.Histidine-tagged glucose oxidase (His-GOX)
E.2.1.a.Synthesis of His-GOX

(9-2-Amino-3-(4-imidazolyl)propionic acid (L-histide, 6.07 mg, 39.1 10mol) and
1-ethyl-3-(3-dimethylamino-propyl)carbodiimid hyatdoride (EDC, 5.08 mg, 26.5 fanol)
were dispersed in phosphate buffer (0.1 mdj pH = 6) using an ultrasound bath. To this
solution, glucose oxidase (5.148 mg, 32.2° iol) was added. The reaction mixture was
vigorously stirred for 24 h at 4 °C.

His-GOX was purified by centrifugation using a 800MWCO concentrator with PES
membrane at 6000 G maintained at 4 °C.

The obtained His-GOX in phosphate buffer (0.1 rmdt pH = 7) solution was
guantified using UV spectroscopy. After ten-timakitcbn of the solution obtained after
purification, the 280 nm-band intensity of the ¢wo was 0.319 corresponding to a
concentration of His-GOX of 1.91 mg.iL(yield: 37 %). Stock solutions of His-GOX
(0.5 mg mL*) were prepared with phosphate buffer (0.1 miglpH = 7) and stored at -20 °C
as aliquots (25 pL) until needed.

E.2.1.b.His-GOX enzymatic activity determination

His-GOX enzymatic activity was determined usingpanometry at 0.6 Ws SCE. An
electrochemical three-electrode cell was employddtinum electrode, saturated calomel
electrode (SCE) and a platinum wire placed in asgpd compartment containing phosphate
buffer (0.1 mol Y} pH= 7) were used as working, reference and @suelectrodes
respectively. 10 mL of phosphate buffer (0.1 mdj pH = 7) was thermostated at T = 25 °C
in this electrochemical cell in presence of # 1ol L™ of glucose. After stabilization of the
current during almost 1 hour, 200 pL of 0.1 mg htis-GOX solution were added in the
solution to have a His-GOX final concentration ofud mL* in the electrochemical cell.
Activity of the enzyme was determined by measuthmgslope of the linear part of the curve

after His-GOX injection which had a value of 5.9 mAn™®. The same experiment was done
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with unmodified glucose oxidase (enzymatic activit$5.5 U m¢) and gave a slope value of
9.3 pA mint. His-GOX enzymatic activity was calculated by camigon of these values and
was 150 U mg.

E.2.2.3-cyclodextrines-tagged glucose oxida@edD-GOX)

E.2.2.a.Synthesis gf-CD-GOX

Mono-6-deoxy-6-aming-cyclodextrin (14.91 mg, 13.1 fomol) and 1-ethyl-3-(3-
dimethylamino-propyl)carbodiimid hydrochloride (EDG.13 mg, 26.8 10 mol) were
dispersed in phosphate buffer (0.1 mdt pH = 6) using an ultrasound bath. To this sohytio
glucose oxidase (5.145 mg, 32.2°1@0l) was added. The reaction mixture was vigonpusl
stirred for 24 h at 4 °C.

B-CD-GOX was purified by centrifugation using a 300WCO concentrator with
PES membrane at 6000 G maintained at 4 °C.

The obtained3-CD-GOX in phosphate buffer (0.1 mol*L.pH = 7) solution was
guantified using UV spectroscopy. After ten-timakitcbn of the solution obtained after
purification, the 280 nm-band intensity of the ¢wo was 0.306 corresponding to a
concentration of-CD-GOX of 1.83 mg.mL (yield: 36 %). Stock solutions @CD-GOX
(0.5 mg mL*) were prepared with phosphate buffer (0.1 migl pH = 7) and stored at -20 °C
as aliquots (25 pL) until needed.

E.2.2.b.3CD-GOX enzymatic activity determination

B-CD-GOX enzymatic activity was determined using amometry at 0.6 Ws SCE
following the same procedure as the one describetlis-GOX. Activity of the enzyme was
determined by measuring the slope of the linear giathe curve aftef-CD-GOX injection
which had a value of 9.2 pA nilnThe same experiment was done with unmodifiedaglec
oxidase (enzymatic activity: 235.5 U fgand gave a slope value of 9.3 pA thifs-CD-

GOX enzymatic activity was calculated by comparisbthese values and was 230 U'ng
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E.2.3.Biotin-tagged glucose oxidase (B-GOX)

E.2.3.a.Synthesis of B-GOX

Glucose oxidase (5.307 mg, 33.2°1f0l) was biotinylated with sulfo-NHS-LC-
biotin (67 pL of 1 mol L™ solution, 675.4 1&mol) in 5 mL phosphate buffer (0.1 mofL
pH = 6) during 2 h at 4 °C.

B-GOX was purified by centrifugation using a 300@BVCO concentrator with PES
membrane at 6000 G maintained at 4 °C.

The obtained B-GOX in phosphate buffer solutionswauantified using UV
spectroscopy. After ten-times dilution of the simntobtained after purification, the 280 nm-
band intensity of the solution was 0.359 correspantb a concentration of B-GOX of 2.15
mg.mL* (yield: 41 %). Stock solutions of B-GOX (0.5 mg tLwere prepared with
phosphate buffer (0.1 mol't.pH = 7) and stored at -20 °C as aliquots (25 yrit)l needed.

E.2.3.b.B-GOX enzymatic activity determination

B-GOX enzymatic activity was determined using aropeetry at 0.6 Vvs SCE
following the same procedure as the one describedlis-GOX. Activity of the enzyme was
determined by measuring the slope of the lineat pathe curve after B-GOX injection
which had a value of 8.6 pA nmilnThe same experiment was done with unmodifiedaglac
oxidase (enzymatic activity: 235.5 U fgand gave a slope value of 9.3 pA thiB-GOX

enzymatic activity was calculated by comparisotheke values and was 220 Ung

E.2.4.Biotin-tagged polyphenol oxidase (B-PPO)

E.2.4.a.Synthesis of B-PPO

Polyphenol oxidase (5.0 mg, 39.1°1fol) was biotinylated with sulfo-NHS-LC-
biotin (78 pL of 1¢ mol L™ solution, 780 18 mol) in 5 mL phosphate buffer (0.1 mot‘L
pH = 6) during 2 h at 4 °C.

B-PPO was purified by centrifugation using a 3000/CO concentrator with PES
membrane at 6000 G maintained at 4 °C.
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The obtained B-PPO in phosphate buffer solutions wpantified using UV
spectroscopy. After three-times dilution of theusimin obtained after purification, the 280
nm-band intensity of the solution was 0.374 coroesiing to a concentration of B-PPO of
0.723 mg.mL* (yield: 51 %). Stock solutions of B-PPO (0.3 mgHhlwere prepared with
phosphate buffer (0.1 mol't.pH = 7) and stored at -20 °C as aliquots (25 yrit)l needed.

E.2.4.b.B-PPO enzymatic activity determination

B-PPO enzymatic activity was determined in phosphaffer solution (16.7 Tdmol
L% pH = 6.5) containing catechol (6.7 i@nol L") and Fe(CNy* (4 10 mol LY. This
solution was mixed and kept until equilibration3@t °C during 10 min. Biotinylated or wild
PPO (500 pL of 24 pg mtto obtain 4 pg mt in the spectroscopic cuvette) were added to
this solution. The 420 nm-band intensity was reedras the function of time for 5 min
allowing the enzymatic activity determination. T$lepe of the linear part of the curve after
PPO and B-PPO injections were 0.247 AU Thiand 0.234 AU mitl respectively. As we
know that wild PPO enzymatic activity is 5370 U gB-PPO enzymatic activity was
calculated by comparison of these values and waé 5omg".

E.3. Apparatus, solvents and reagents
E.3.1.Solvents

All aqueous solutions were prepared with ultrapwater obtained from Milli-Q
Purelab UHQ system (ELGA), resistivity: 18.XMm™.

Organic solutions for electrochemistry were pregawith acetonitrile (Rathburn,
HPLC grade, [HO] < 100 ppm). Dimethylformamide (DMF): CHROMASO[®\Plus, for
HPLC & 99.9 %) was used for electrochemistry of pyreraegen only.

E.3.2.Biomolecules
Glucose oxidase (GOX, EC 1.1.3.4.) frospergillus niger polyphenol oxidase

(PPO, EC 1.4.18.1.) frorMushroom avidin (EC 215.783.6) froniHen egg whitg FITC-
labelled avidin fronEgg whiteand biotin (EC 200.399.3) were obtained from Sighidrich.

218



Hydrogenase NiFe (jdse, EC 1.12.1.3.) fromesulfovibrio fructosovoranperiplasm
was extracted and purified in BIP laboratory (Mdlsgin collaboration with Marc Rousset
and Sébastien Dementin.

DNA oligonucléotides were synthesized in DCM ladory (Grenoble) in by Eric

Defrancq and the sequences were the following :

- Interaction NTA/C&'/histidine:

- Histidine-tagged “ADNynge (22 mer):
5'-NH,-(His)ss-GAGACCATCAATGAGGAAGCTG-3.

- Biotin-tagged “ADNipie” (33 mer):
5'-biotin-ATCCCATTCTGCAGCTTCCTCATTGATGGTCTC-3

- Unlabelled “ADN;jpie” (48 mer):
5-GCTATTTGGCTACCGATCCCATTCTGCAGCTTCCTCATTGATGGTCTC-3
- Non-complemantary “ADMye’ (48 mer):
5-GCTATTTGGCTACCGATCCCATTCTGTTATCCTTCTTCCATCAACTCT-3

- Interaction NTA/Cf'/biotin:

- Biotin-tagged “ADNonge (15 mer):

5-CGGTAGCCAAATAGC-3.

- Unlabelled “ADN;jpie” (48 mer):
5-GCTATTTGGCTACCGATCCCATTCTGCAGCTTCCTCATTGATGGTCTC-3

E.3.3.0ther reagents

Lithium perchlorate (LICIGQ) and tetrabutylammonium perchlorate (TBAP) were
obtained from Fluka (purified, electrochemical ggael99.9 %)

NaHPO,, NaHPQ,, dimethylviologen, sodium acetate, potassium fgraoide,
imidazole and catechol were provided from Sigmariétd

AgNQO;, glucose, hydroquinone and Cy@lere purchased from Prolabo

EZ-link Sulfo-NHS-LC-biotin for biotinylation of iomolecules was acquired from
Pierce.

All chemicals were of analytical grade and usecdeasived.
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Solutions of glucose were allowed to mutarotateoatm temperature for one day and
were kept refrigerated.

E.3.4.Apparatus

E.3.4.a.Electrochemistry

Cyclic voltammetry and electropolymerization expemts were performed with a
VMP3 multipotentiostat controlled by the EC-Labtsare (Biologic, France). Amperometric
measurements were carried out with a PRG-DEL piosat (Tacussel, France) connected to
a computer with E-corder interface and controllgdhHe E-chart software (eDAQ, Australia).
Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) wasedaout with an Autolab potentiostat
100 (Eco Chemie, Utrecht, The Netherlands) usingA Fftware. A ZView software
(Scribner Associates Inc.) was used to simulate dag obtained using an appropriate

equivalent electrical circuit.

An electrochemical three-electrode cell (Metrolwas employed. Platinum or glassy
carbon disk electrodes (& = 3 - 5 mm) were useda@ging electrodes and polished with 2
um diamond paste (MECAPREX Press PM) before use ghg (AgNO; 102 mol L™ in
CHsCN + 0.1 mol [* LiClO,) electrode and a saturated calomel electrode (S@# used
as reference electrode in acetonitrile electrodyté aqueous solutions, respectively. A Pt wire
placed in a separated compartment containing theasting electrolyte was used as a counter

electrode.

All experimental impedance spectra were recordeadratation rate of 500 rpm at 25
°C in phosphate buffer solution (0.1 mof-LpH = 7) containing hydroquinone (famol L™
as redox probe. The frequency sweep ranges fronkBaao 0.1 Hz at 0.4 Ws SCE with a
sine wave potential modulation of 5 mV rms. A Ptemised as counter electrode was directly

placed in the cell.

E.3.4.b.Spectroscopies

Electron spray ionisation Mass spectra (ESI/MS/is€)e obtained on an Esquire
3000 (Bruker) and Electron impact Mass spectraMBIGC) on an Agilent 6850 or 5975.
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NMR spectra were recorded on BRUKER Avance 300 40@ spectrometers. UV-
visible scans were recorded with Cary 100 spectteme

E.3.4.c.Microscopies

Fluorescence microscopic images were recorded with OLYMPUS BX61
microscope (exciter: HQ470/40, emitter: HQ522/40garnsplitter: Q4971p; Japan).
Experiments were performed on platinum microeletgrarray wafers provided by the

Biosensors and Biocatalysis Group of the Universitieeds (U.K.).

FEG-SEM images were recorded using ULTRA 55 FESkdded on the GEMENI
FESEM column with beam booster (Nanotechnology egst Division, Carl Zeiss NTS
GmbH, Germany) and tungsten gun.

E.3.4.d.Quartz Crystal microbalance (QCM)

QCM experiments were carried out with AT-cut 9-Mélzartz crystals (CQE, Troyes,
France) coated with two identical Au layers (@ m#f, thickness = 200 nm). One gold layer
was modified with an electrogenerated poly(pyrfdlEA) film by oxidative electrolysis (0.1
mC). A Plexiglas cell\{cen = 50 uL) connected to a micro pump (P1, Pharmacia) wasl us
with an applied constant flow rate of 50 min™*. The inlet and outlet tubes were placed in
the same sample for circulating flow. A labmadeiltagor was used to drive the crystal at 27
MHz which corresponds to the third overtone of artgiresonator (9 MHz). Gravimetric
measurements were realized in phosphate buffeb (@@ L, pH = 7) containing 0.5 mol
L™ of NaCl (PBS). The microbalance frequency shifswonitored by a frequency counter
(Fluke PM6685) as a function of time.
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Liste des
abréviations
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Liste des abréviations

Notations

Ag*/Ag : électrode de référence en solution organayes [Ad] = [NOs] = 102 mol.L™.

ADN : acide désoxyribonucléique.

ADNipie, B-ADN,ipie : Oligonucléotide cible non marqué ou biotinylé.
ADNgondge B-ADNgonge: Oligonucléotide sonde non marqué ou biotinylé.
B-GOX : glucose oxydase marquée avec des biotines.

CNTs : nanotubes de carbone.

EC : numéro attribué aux enzymes par I' « Enzyme@sion ».
ECS : électrode de référence en solution aqueleser@e au calomel saturée).
F : constante de Faraday (1 faraday = 96 485,3415 C

GOX : glucose oxydase.

H.ase : hydrogénase.

His-GOX : glucose oxydase marquée avec des histdin

HCIO, : acide perchlorique.

Jnax : courant de saturation.

Kwm : constante de Michaelis-Menten.

Ku®P: constante apparente de Michaelis-Menten.

LiCIO4 : lithium perchlorate.

Me?" : cation métallique chargé 2 fois.

MCE : membrane en ester de cellulose.

MEB : microscopie électronique a balayage.

MWCNTSs : nanotubes de carbone multi-parois.

NHS : N-hydroxysuccinimide.

NTA : acide nitrilotriacétique.

Q : charge.

Pm : coefficient de perméabilité d’'une membrane.

PBS : tampon phosphate salin.

PPO : polyphénol oxydase.

PTFE : Polytétrafluoroéthyléne (Téff®n

QCM : microbalance a quartz.

SWCNTSs : nanotubes de carbone mono-paroi.

TBAP : tétrabutylammonium perchlorate.
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UA : unités arbitraires.

Vv : vitesses de réactions.

B-CD-GOX : glucose oxydase marquée avecfiiegclodextrines.
A :longueur d’'onde.

n : rendement.

Q : vitesse de rotation de I'électrode tournante.

@ : diametre.

Notations en synthése organique (partie expériment)

CDCls : chloroforme deutéré.

CDsOD : méthanol deutéré.

CHClI; : dichlorométhane.

CH3CN : acétonitrile.

Cn (C11, C12) : nombre de carbone n =11, 12.

DCC : dicyclohexylcarbodiimide.

DMF : diméthylformamide.

DMSO-d; : diméthylsulfoxyde deutéré.

EDC :N-(3-DimethylaminopropylN'-ethylcarbodiimide.

El : ionisation électronique.

ESI : ionisation par électrospray.

EtOH : éthanol.

IR : spectroscopie infra-rouge.

m/z : rapport masse/charge d’un composé (en M8epérimentale).
MeOH : méthanol.

MS : spectrométrie de masse.

RMN (ou NMR): spectroscopie de résonance magnétigucléaire 'H : proton, *C :
carbone).

THF : tétrahydrofurane.

UV/Vis : spectroscopie UV-visible.

o (ppm) : déplacement chimique (en RMN, partie expéntale).

v (cm*) : nombre d’onde (en IR).
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Noms IUPAC des produits organiques synthétisés (pairdre de numérotation)
| — pyrrole-COOH : 11-pyrrol-1-ylundecanoic acid.

II — pyrrole-NHS : 1-(11-pyrrol-1-ylundecanoyl)pyridihe-2,5-dione.

Il — pyrrole-NTA :
2-[bis(carboxymethyl)amino]-5-(11-pyrrol-1-ylundews/lamino)pentanoic acid.
IV — pyrene-NTA :
2-[bis(carboxymethyl)amino]-6-(4-pyren-1-ylbutanagiino)hexanoic acid.

V — pyréne-adamantane : N-(1-adamantyl)-4-pyrenduyhnamide.

VI — pyréne-biotine :

4-pyren-1-ylbutyl 5-(2-ox0-1,3,3a,4,6,6a-hexahytdreno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanoate.

VIl — pyrrole-OH : 1-dodecanol-pyrrole.

VIII — pyrrole-tosylate : 11-pyrrol-1-ylundecyl-4-melibgnzenesulfonate.

IX — pyrrole-bipyridine : 1-(11-pyrrol-1-ylundecyl}4t-bipyridinium, tetrafluoroborate.
X — pyrrole-viologene :

N-methyl-1-(11-pyrrol-1-ylundecyl)-4-4’-bipyridinm, di(tetrafluoroborate).

Xl — pyréne-brome : 1-(4-bromobutyl)pyrene.

XIl — pyréne-bipyridine : 1-(4-pyren-1-ylbutyl)-4-4igyridinium, tetrafluoroborate.
Xl — pyrene-viologéne :
N-methyl-1-(4-pyren-1-ylbutyl)-4-4’-bipyridinium,i¢tetrafluoroborate).

XIV — pyrrole-iode : 1-(11-iodoundecyl)pyrrole.

XV — pyrrole-ammonium : 11-pyrrol-1-ylundecyl-tri(gtfammonium,tetrafluoroborate.
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Résumeé

Ce mémoire est consacré au développement d'assgesblhybrides a base de
biomolécules et de polymeres avec ou sans nanotidbearbone en vue de leur application
dans des domaines tels que les biocapteurs ouplgebs.

Dans un premier temps, le poly(pyrrole-NTA)fCa été utilisé pour I'élaboration de
capteurs a ADN ou de biocapteurs enzymatiques.iAirsspu étre utilisé avec son partenaire
d’affinité, I'histidine, pour I'immobilisation réwsible d’oligonucléotides sondes marqués
avec des histidines. Grace a une détection sangquage de la cible, la spectroscopie
d'impédance électrochimique, le plus faible seeildgtection de la littérature (}0mol.L™)
pour les biocapteurs a détection impédancemétraqété décrit. Par la suite, un concept
totalement novateur et original a été étudié pcutiliation ce polymere afin de réaliser
limmobilisation de biomolécules biotinylées. Cetteuvelle interaction NTA/Cil/biotine a
éte illustrée par I'ancrage d’enzymes et d’oligdéatides marqués avec des biotines.

Dans un second temps, des architectures tridimensiles & base de nanotubes de
carbone fonctionnalisés de facon non-covalente &gt considérées. Tout d’abord, la
fonctionnalisation multiple de nanotubes de carbpae interactiongt1 avec des pyrénes
modifiés en utilisant les trois systemes affinsplss courants (adamantaefyclodextrine,
avidine/biotine et NTA/Cti/histidine) a été entreprise. Cette étude a pedtusvrir de
nombreuses perspectives dans le domaine des keocamiu des biomatériaux. Ensuite, la
connexion d'une hydrogénase sur des matériaux dgdrpolymere rédox/nanotubes de
carbone a été réalisée. Bien que ce ne soit qutude préliminaire, les résultats obtenus ont
montré l'efficacité de ce type d’architecture pdairproduction d’énergie propre a partir du
dihydrogéne.

Mots-clés : Electrochimie, Biocapteurs, Polyméres, Nanotukesatbone, Capteur a ADN,
Hydrogénase.

Abstract

This work is dedicated to the development of hylassemblies based on polymers
and biomolecules with or without carbon nanotubéhk the aim to show their applications in
different areas such as biosensors or bio-fues cell

Firstly, poly(pyrrole-NTA)/C@" was used for the elaboration of DNA or enzymatic
biosensors. So, it was able to be used with itsigffpartner, histidine, for the reversible
immobilization of oligonucleotide probes tagged hwihistidines. Thanks to a detection
without labelling step of the target, the electrmical impedance spectroscopy, the lowest
detection limit described in the literature (namé§™®> mol L) for impedimetric DNA
sensors was reached. Following this, an innovative original concept was studied for the
immobilization of biotinylated biomolecules on thpslymer. This new interaction between
NTA/Cu?** and biotin was illustrated by biotinylated biommlées (enzymes and
oligonucleotides) anchoring.

Secondly, three-dimensional architectures basedoorcovalent functionalization of
carbon nanotubes were considered. First of all, rthétiple functionalization of carbon
nanotubes byt interactions with modified pyrenes by using thestmcommon affinity
systems (adamantafetyclodextrine, avidine/biotin and NTA/Elhistidine) was studied.
These experiments elucidated numerous perspeciivethe field of biosensors and
biomaterials. Then, the hydrogenase electrical ection on hybrid materials based on redox
polymer/carbon nanotubes was realized. Although ainly a preliminary study, the obtained
results showed the efficiency of this kind of atebture for the clean energy production from
dihydrogen.

Keywords : Electrochemistry, Biosensors, Polymers, Carbonondes, DNA sensor,
Hydrogenase.



