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Introduction générale 

 

  Les biopiles sont une source d’énergie prometteuse dans le domaine du développement 

d’énergie alternative et durable. En conséquence, la recherche sur les biopiles a un connu 

essor surprenant cette dernière décennie. Elles présentent de nombreux avantages par rapport 

aux piles à combustible conventionnelles et possèdent un large spectre d’applications 

potentielles telles que l’alimentation des dispositifs portatifs, les  dispositifs implantables, les 

robots, etc.  

  Parmi les différents types des biopiles existant, les biopiles enzymatiques sont les plus 

attractives. Les biopiles enzymatiques à glucose/O2 présentent un intérêt particulier, car elles 

pourraient alimenter des dispositifs médicaux implantables dans l’avenir. Les principaux 

challenges pour le développement des biopiles enzymatiques sont la stabilité des enzymes sur 

les électrodes et la communication électronique entre l’enzyme et l’électrode. De nombreuses 

méthodes d’immobilisation de l’enzyme ont été développées pour favoriser le transfert 

d’électron et stabiliser les enzymes. Les nouveaux matériaux sont également intégrés dans la 

configuration des biopiles enzymatiques afin d’améliorer leurs performances.  

  Au laboratoire, nous travaillons à développer une biocathode de la biopile enzymatique à 

glucose/O2 avec une bonne performance. La laccase a été employée en raison de son haut 

potentiel thermodynamique et de ses excellents paramètres catalytiques. Elle a été 

immobilisée à la surface de l’électrode de carbone fonctionnalisée par deux méthodes 

différentes, avec deux objectifs principaux : i) favoriser le transfert des électrons direct 

efficace entre l’électrode et l’enzyme, notamment en orientant le site actif d’oxydation de 

l’enzyme face à l’électrode par des méthodes de couplage appropriées. ii) comparer de façon 

systématique les performances obtenues pour chaque type de support par immobilisation de 

l’enzyme soit par physisorption, soit par greffage covalent, ce qui est peu réalisé dans la 

littérature. La première des méthodes de fonctionnalisation utilisée consiste à réduire sur la 

surface un sel de diazonium substitué avec les groupements avec lesquels on veut 

fonctionnaliser l’électrode. Cette méthode a été largement décrite dans la littérature, 

notamment avec des substituants de type amine ou carboxylique. Dans un premier temps, ce 

type d’électrode nous a servi de référence et de point de comparaison, puis a été élargi à de 

nouveaux types de groupements fonctionnels, notamment de type hydrazide. La seconde 
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méthode de fonctionnalisation des électrodes utilisée dans ce travail utilise un procédé plasma 

à pression atmosphérique dont l’utilisation pour réaliser des biopiles est originale. 

  Le premier chapitre contient les données bibliographiques concernant les biopiles, les 

biopiles enzymatiques à glucose/O2 dans l’application d’implantation et la configuration de la 

biocathode enzymatique.  

  Dans le deuxième chapitre, nous présentons les méthodes expérimentales pour développer 

une biocathode modifiée avec la laccase et les méthodes de caractérisation de la surface et 

d’étude des performances de l’électrode. 

  Le troisième chapitre présente les résultats expérimentaux obtenus. La première partie est 

dédiée à la fonctionnalisation de la surface par la réduction des sels de diazonium qui ont 

permis de fonctionnaliser la surface avec des groupements carboxyliques, amines ou 

hydrazides. La deuxième partie est consacrée à la fonctionnalisation de la surface par 

traitement du plasma. Différentes paramètres au cours du traitement du plasma ont été étudiés. 

  Enfin, différentes méthodes de fonctionnalisation de la surface et d’immobilisation de la 

laccase ont été comparées afin de conclure sur une stratégie optimale afin de développer une 

biocathode de bonne performance en utilisant la laccase. 
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I.1. Les biopiles à combustible   

 

I.1.1. Introduction 

  La demande mondiale en énergie s’accroît chaque année. Les énergies fossiles alimentent 

actuellement en grande partie cette demande, pourtant la ressource s’épuise et il existe des 

problèmes associés tels que la pollution et l’effet de serre. Ces difficultés sont à l’origine 

d’une nécessité de chercher des sources d’énergie alternative durables. Dans ce contexte, les 

biopiles semblent une source d’énergie électrique prometteuse [1]. 

  Le concept de biopiles est maintenant connu depuis près d’un siècle après la publication de 

la première biopile microbienne en 1911 [2]. Les biopiles sont des dispositifs capables de 

transformer directement l’énergie chimique en énergie électrique par des réactions 

électrochimiques impliquant des voie biochimiques [3]. Le principe des biopiles est identique 

à celui des piles à combustible : une réaction d’oxydation a lieu à l’anode et une réaction de 

réduction se produit à la cathode. La réaction d’oxydation libère des électrons qui se déplacent 

vers la cathode par un circuit externe et qui seront utilisés par la réaction de réduction. Le 

circuit est complété par le mouvement des charges de compensation souvent sous forme 

d’ions positifs à travers l’électrolyte [4]. Les biopiles utilisent des enzymes pour catalyser 

l’oxydation de réducteur tels que l’hydrogène [5], certains alcools [6], [7], le glucose [8], etc. 

et la réduction d’un oxydant, par exemple le dioxygène [9]. La figure 1.1 représente le modèle 

d’une biopile. 

 

 

Figure 1.1 Présentation du modèle d’une biopile 
 

  Cette dernière décennie, le nombre de publications concernant la recherche sur les biopiles a 

augmenté progressivement reflétant l’intérêt croissant pour cette recherche (voir Figure 1.2). 

D’un côté, des problèmes de fourniture et de pollution concernant l’utilisation de 

combustibles fossiles et les espoirs d’alimenter des petits appareils implantables dans le corps 

comme les pacemakers poussent cette recherche. D’un autre côté, les techniques développées 
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dans le domaine des biocapteurs favorisent la recherche dans le domaine des biopiles.  

 

Figure 1.2 Nombre d’articles entre 1998 et 2012 concernant l’étude des biopiles. 
Source Web of Knowledge, édité en août 2012. 

 
  Les biopiles possèdent divers intérêts comparés aux piles à combustible conventionnelles: 

1) Les piles à combustible conventionnelles requièrent des conditions extrêmes de pH ou une 

haute température, par exemple une SOFC (pile à oxyde solide) nécessite une température 

comprise entre 500°C et 1000°C et une PEMFC (piles à combustibles à membrane 

échangeuse de protons) entre 50°C et 100°C [10]. En revanche, les biopiles utilisant les 

enzymes comme catalyseur tendent à fonctionner de façon optimale sous des conditions 

douces (température ambiante et un pH quasi-neutre) [3]. Ainsi, les biopiles sont attractives 

parce qu’elles fonctionnent à température ambiante ou inférieur à 50°C. 

2) Les biocatalyseurs des biopiles pourraient offrir un avantage significatif de coût comparé 

aux catalyseurs des piles conventionnelles à hydrogène ou à alcool qui sont constitués de 

métaux précieux. Par contre, pour les biopiles, la production des enzymes reste onéreuse mais 

l’utilisation à grande échelle des biocatalyseurs pourra à terme abaisser le coût de  

production [3]. 

3) Les piles à combustible conventionnelles fonctionnent avec les combustibles fossiles issues 

d’énergies fossiles, tandis que les  biopiles sont alimentés par des combustibles renouvelables 

car issues de la biomasse ou le dioxygène [11]. 

4) Les biocatalyseurs permettent l’utilisation des combustibles plus complexes contrairement 

aux piles à combustible conventionnelles qui consomment typiquement de l’hydrogène et du 

méthanol comme combustibles, puisque les substrats naturels des biocatalyseurs sont 
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abondants dans la nature [12].  

  Néanmoins, actuellement, les biopiles, en termes de densité de puissance, de durée de vie et 

de stabilité opérationnelle, sont largement moins performantes que les piles à combustibles 

chimiques [13]. 

 

I.1.2. Classification des biopiles 
 
Les biopiles peuvent être classées selon le type de biocatalyseur utilisé : 
 
 
I.1.2.1. Les biopiles microbiennes 

  Les biopiles microbiennes utilisent des microorganismes vivants dont les systèmes 

enzymatiques sont mis à profit pour produire de l’énergie électrique. Les microorganismes 

utilisés sont soit une espèce pure isolée soit une culture complexe.  

  Ce sont généralement des systèmes robustes qui peuvent fonctionner sur une large gamme de 

substrats grâce aux nombreux enzymes d’oxydo-réduction présents dans les microorganismes. 

Ce type de biopile est généralement capable de décomposer complètement le combustible en 

dioxyde de carbone et eau avec plusieurs étapes de réaction catalysées par plusieurs enzymes. 

Elles disposent d’une durée de vie remarquable, parce que les microorganismes sont capables 

de produire tout au long de leur cycle de vie les enzymes nécessaires au fonctionnement de la 

biopile. Ces organismes peuvent aussi croître et s’adapter à l’environnement. Les biopiles 

microbiennes sont également résistantes à l’empoisonnement dû aux systèmes où elles 

résident [3]. 

  Cependant, ce type de biopile présente en général une faible densité de puissance due à la 

limitation du transport de matière à travers la membrane des cellules et d’un faible transfert 

électronique. D’autre part, la biopile n’est pas immédiatement opérationnelle : il existe un 

temps de latence qui couvre la période de croissance des microorganismes avant qu’elles ne 

produisent les enzymes d’oxydo-réduction impliquées dans le fonctionnement de la biopile[4]. 

 

I.1.2.2. Les biopiles à mitochondrie 

  Les biopiles à mitochondrie sont une nouvelle classe de biopile qui utilise des organites 

entiers comme catalyseurs [14]. La mitochondrie est un organite qui contient de nombreux 

enzymes et cofacteurs qui sont responsables du métabolisme cellulaire. Comme les systèmes 

biologiques utilisés dans les électrodes des biopiles sont principalement des microbes ou des 
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enzymes, les biopiles à mitochondrie sont effectivement un groupe intermédiaire.  

  Ces biopiles sont encore très nouvelles dans le domaine de bioélectrocatalyse, mais elles 

sont prometteuses. Car elles contiennent toutes les enzymes et les voies nécessaires pour 

atteindre l’oxydation complète d’un substrat comme un microorganisme entier. En revanche, 

contrairement à un microorganisme, il n’y a plus de parois cellulaires responsables du 

ralentissement du transport du substrat et de la charge limitant la performance. Pourtant, la 

stabilisation des mitochondries est une étape importante parce qu’elles ne sont pas capables de 

se reproduire [15].  

  En 2008, l’équipe de Minteer a montré que les mitochondries immobilisées pouvaient rester 

intègres, viables sans larguer leur NAD(P)+ ou NAD(P)H intériorisé. D’ailleurs, les 

mitochondries immobilisées à l’électrode du papier du carbone ont manifesté un transfert 

d’électron direct par contact de la cytochrome c oxydase présente à la surface de la 

mitochondrie. Ce transfert d’électron direct est avantageux parce qu’il diminue la complexité 

du système en évitant le recours à des médiateurs externes [14].   

  Les mitochondries contiennent tous les composants nécessaires, y compris le cycle de l’acide 

citrique pour catalyser l’oxydation complète du substrat tel que le pyruvate et une large 

variété d’acides gras [16]. L’équipe de Minteer a montré l’oxydation complète du pyruvate à 

l’anode d’une biopile mitochondrie [14] et a évalué la capacité de cette anode d’oxyder des 

acides gras [15]. 

 

Figure 1.3 Schéma d’une électrode modifiée avec mitochondrie où la réaction chimique se 
produit avec des acides gras ou pyruvate [15]. 
 
I.1.2.3. Les biopiles enzymatiques 

  Le premier travail concernant une biopile à base d’enzyme a été publié en 1964 et utilisait la 
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glucose oxydase (GOx) comme catalyseur anodique et du glucose comme oxydant, 

dit “combustible” [17]. Aujourd’hui, la recherche sur les biopiles enzymatiques est toujours 

attractive grâce à leur turnover élevé [1].  

  Les biopiles enzymatiques utilisent des enzymes isolés et purifiés pour catalyser une réaction 

spécifique. Les enzymes sont immobilisés à la surface des électrodes. Plusieurs enzymes 

peuvent être combinés, ‘‘une cascade d’enzymes’’ [18], [19], [20], pour oxyder complètement 

le combustible.  

Le temps de réponse de ce type de biopile est plus court que celui des biopiles microbiennes 

car elle sont directement opérationnelles [4]. Elles offrent généralement des densités de 

courant (ou puissance) supérieures à celles obtenues dans le cas de biopiles microbiennes 

limitées par la résistance du transport de matière à travers la membrane cellulaire des 

bactéries [21]. 

Dans certains cas, les biopiles requièrent la séparation de l’anode et de la cathode dans des 

compartiments séparés généralement par une membrane semi-perméable parce que les 

combustibles nécessaires respectivement pour les réactions à l’anode et la cathode interfèrent 

très souvent avec la réaction à l’électrode opposée [1]. Par conséquent, la puissance serait 

nulle ou négligeable. Par contre, dans d’autres cas, la grande sélectivité des enzymes vis-à-vis 

de leurs substrats évite des réactions non désirées à l’autre électrode. Ainsi la conception de 

biopiles ne nécessite pas forcément la présence d’une membrane séparatrice entre bioanode et 

biocathode contrairement aux autres piles à combustibles [12]. L’absence de membrane 

séparatrice permet la miniaturisation de biopile à micro-échelle.  

  Un autre facteur qui conditionne les performances de la biopile est l’efficacité du transfert 

d’électrons à l’électrode. L’optimisation du transfert d’électrons entre des enzymes et 

l’électrode devient un challenge pour augmenter la puissance de ce type de biopile [1]. 

Différents types de méthodes d’immobilisation des enzymes à la surface de l’électrode ont été 

développées [22] et permettent de faciliter considérablement le transfert d’électron entre des 

enzymes et la surface de l’électrode. 

  Malheureusement, les enzymes ne sont pas encore compétitifs avec les microbes en terme 

d’oxydation complète du combustible et de stabilité à long terme [12]. La durée de vie des 

biopiles enzymatiques  est très limitée à cause de la faible stabilité de certaines enzymes [13].  

  En plus, la performance de la biopile enzymatique est limitée du fait de l’oxydation 

incomplète des combustibles utilisés, parce que la plupart des biopiles enzymatiques 
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développées ne se servent que d’une seule enzyme pour l’oxydation du substrat à l’anode. 

Cela ne conduit qu’à un transfert de 2 électrons [23] et provoque la perte d’une grande partie 

de l’énergie chimique de la molécule initiale. Pour limiter l’oxydation incomplète du 

combustible due à l’utilisation d’un seul enzyme et ainsi bénéficier de l’énergie chimique du 

substrat, différents enzymes peuvent être couplés à l’anode. Par exemple, si une molécule de 

glucose était  oxydée complètement en CO2 (généralement par O2 atmosphérique qui joue le 

rôle de l’oxydant), il y aurait 24 électrons disponibles pour la génération du courant. Ce 

phénomène de cascade enzymatique permettrait l’accumulation des électrons de chaque 

réaction simple et augmenterait ainsi la densité de courant total délivrée par la pile [19].  

 

Réactions anodiques 

- Combustibles utilisés̟  

  De nombreux réducteurs, dits "combustibles", y compris plusieurs sucres et alcools 

aliphatiques peuvent être utilisés au niveau de l’anode.  

  Parmi les sucres, le glucose [24] est le combustible le plus commun pour les biopiles 

enzymatiques dû à sa grande abondance dans la nature et son rôle essentiel dans le 

métabolisme humain. D’autres sucres tels que le fructose [25], le lactose et la cellobiose 

peuvent aussi être utilisés comme combustibles. 

  Les alcools aliphatiques les plus employés comme combustibles sont le méthanol [19], 

l’éthanol [26] et le glycérol [18], etc. Le méthanol est identifié comme un des meilleurs 

combustibles dans les piles à combustible conventionnelles alimentant les dispositifs portatifs. 

L’éthanol présente des avantages parce qu’il peut être produit par fermentation de la biomasse. 

Le glycérol est attractif car sa haute densité d’énergie, sa faible pression de vapeur et sa faible 

toxicité (contraire à méthanol et éthanol). De plus le glycérol est un sous produit peu utilisé de 

la production de biodiesel. 

  Il existe d’autres sources de combustibles tells que le pyruvate [27] qui est intéressant en 

raison de son abondance et son rôle comme intermédiaire métabolique et l’hydrogène [28] qui 

est un combustible sans carbone et un substrat optimal pour les piles à combustibles 

conventionnels. 
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Combustible Enzyme Cofacteur Demi-réaction 
Accepteur 

naturel 

glucose 

glucose oxydase, EC 1.1.3.4 FAD ŐůƵĐŽƐĞ ї ŐůƵĐŽŶŽ-1,5-lactone + 2H
+
 + 2e

о
 O2 

glucose déshydrogénase, 

 EC 1.1.1.47 
NAD voir ci-dessus NAD 

glucose déshydrogénase,  

EC 1.1.5.2 
PQQ voir ci-dessus quinone 

cellobiose déshydrogénase,  

EC 1.1.99.18 
FAD, hème voir ci-dessus accepteur 

fructose 
fructose déshydrogénase,  

EC 1.1.99.11 
FAD, hème ĨƌƵĐƚŽƐĞ ї ϱ-déshydrofructose + 2H

+
 + 2e

о
 accepteur 

cellobiose 
cellobiose déshydrogénase,  

EC 1.1.99.18 
FAD, hème 

ĐĞůůŽďŝŽƐĞ ї ĐĞůůŽďŝŽŶŽ-1,5-lactone  

+ 2H
+
 + 2e

о
 

accepteur 

lactose 
cellobiose déshydrogénase,  

EC 1.1.99.18 
FAD, hème 

ůĂĐƚŽƐĞ ї ϰ-O-(galactopyranosyl)-glucono-1,5-

lactone + 2H
+
 + 2e

о
 

accepteur 

méthanol 

alcool déshydrogénase,  

EC 1.1.1.1 
NAD ĂůĐŽŽů ї ĂůĚéhyde + 2H

+
 + 2e

о
 NAD 

aldéhyde déshydrogénase,  

EC 1.2.1.5 
NAD aldéhyde + H2O ї ĂĐŝĚ н ϮH+

 + 2e
о
 NAD 

formiate déshydrogénase,  

EC 1.2.1.2 
NAD formiĂƚĞ ї CO2 + 2H

+
 + 2e

о
 NAD 

alcool déshydrogénase, EC 

1.1.99.8 
PQQ, hème ĂůĐŽŽů ї ĂůĚéhyde + 2H

+
 + 2e

о
 accepteur 

éthanol 

alcool déshydrogénase,  

EC 1.1.1.1 
NAD voir ci-dessus voir ci-dessus 

aldehyde déshydrogénase,  

EC 1.2.1.5 
NAD voir ci-dessus voir ci-dessus 

alcool déshydrogénase,  

EC 1.1.99.8 
PQQ, hème voir ci-dessus voir ci-dessus 

glycérol 

alcool déshydrogénase, - PQQ, hème ĂůĐŽŽů ї ĂůĚéhyde + 2H
+
 + 2e

о
 - 

aldéhyde déshydrogénase, - PQQ, hème aldéhyde + H2O ї ĂĐŝĚe  + 2H
+
 + 2e

о
 - 

oxalate oxydase, EC 1.2.3.4 FAD, Mn ŽǆĂůĂƚĞ ї 2CO2 + 2H
+
 + 2e

о
 O2 

pyruvate 
pyruvate déshydrogénase,  

EC 1.2.4.1 
NAD ƉǇƌƵǀĂƚĞ н CŽAї ĂĐétylCoA + 2H

+
 + 2e

о
 NAD 

hydrogène 
Hydrogénase associée à la 

membrane, - 
- H2 ї ϮH+

 + 2e
о
 - 

Table 1.1 Combustibles et enzymes utilisés dans les biopiles enzymatiques [12]. 

 
- Les enzymes utilis s à l’anode˖ 

  Parmi les enzymes capables d’oxyder le glucose, la glucose oxydase (EC 1.1.3.4, GOx) est 

la plus largement utilisée dans le domaine des biocapteurs électrochimiques et des biopiles. 

Elle catalyse la conversion du glucose en gluconolactone qui est hydrolysé spontanément en 

acide gluconique. La présence du dioxygène au cours de la réaction doit être évitée car le 
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dioxygène est un co-substrat naturel pour la GOx et peut être réduit en peroxyde d’hydrogène 

qui a des fortes propriétés oxydantes et qui peut être nocif pour les composants biologiques 

tels que les enzymes [29]. Surtout, dans une pile sans membrane, le dioxygène pourrait être 

compétitif avec l’électrode et accepter les électrons libérés, entrainant une diminution de la 

densité de courant anodique. 

  La cellobiose déshydrogénase (EC 1.1.99.18, CDH) est un enzyme prometteur récemment 

utilisé pour les applications de biopile [30]. Son substrat naturel est la cellobiose mais il peut 

également oxyder d’autres disaccharides comme le lactose, ainsi que divers monosaccharides 

y compris le glucose [31]. 

  D’autres enzymes de la famille des déshydrogénases [19] peuvent également employés pour 

l’oxydation des combustibles à l’anode. Les hydrogénases associées aux membranes avec un 

centre catalytique de Ni-Fe et qui présente une grande tolérance au monoxyde de carbone et à 

l’oxygène sont utilisés pour l’oxydation de l’hydrogène [32]. 

 

Réaction cathodique 

- Les oxydants utilisés̟  

  L’oxydant le plus largement utilisé dans les biopiles enzymatiques est l’oxygène. C’est un 

oxydant typique dans les piles à combustible conventionnels où il est utilisé sous forme de gaz 

pur ou l’air. D’un autre côté, la molécule de dioxygène est un élément essentiel pour la 

respiration de tous les organismes aérobies et son omniprésence chez l’homme dirige ses 

utilisations comme oxydant des systèmes des piles à combustibles potentiellement 

implantables [33], [34]. 

  Il y a très peu de données dans la littérature concertant d’autres oxydants. Le peroxyde 

d’hydrogène a été rarement utilisé parce qu’il peut être nocif pour les enzymes comme un 

oxydant très fort [35]. L’hydroperoxyde de cumène a été utilisé comme oxydant dans une 

biopile basée sur deux solvants non miscibles [36]. 
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Oxydant Enzyme 
Métal/  

Cofacteur 
Demi-réaction 

oxygène 

laccase, EC 1.10.3.2 Cu O2 + 4H
+
 + 4e

о
 ї ϮH2O 

bilirubine oxydase, EC 1.3.3.5 Cu voir ci-dessus 

cytochrome oxydase, EC 1.9.3.1 Cu, Fe / hème voir ci-dessus 

cytochrome c, - Fe / hème - 

peroxyde  

Ě͛hydrogène 

microperoxydase-11, - Fe / hème H2O2 + 2H
+
 + 2e

о
 ї ϮH2O 

peroxydase du raifort, EC 1.11.1.7 Fe / hème voir ci-dessus 

(glucose, GOx) microperoxydase-8, - Fe / hème voir ci-dessus 

hydroperoxyde 

de cumène 
microperoxydase-11, - Fe / hème C9H12O2 + 2H

+
 + 2e

о
 ї C9H12O + H2O 

Table 1.2 Oxydants et enzymes utilisés dans les biopiles enzymatiques [12]. 

 
- Les enzymes utilisés à la cathode˖ 

  Les enzymes typiques capable de catalyser la réduction du dioxygène sont des 

oxydoréductases qui contiennent des atomes de cuivre (Multi-Copper Oxidase, MCO en 

anglais) comme centres actifs tels que des laccases [34] et des bilirubines oxydases (BOx) 

[33]. La laccase présente une activité à un pH légèrement acide et elle est généralement 

utilisée à pH 5 alors que la  BOx a une activité maximale en milieu plus alcalin, ce qui permet 

son utilisation à pH neutre. 

  Il existe d’autres types d’enzymes utilisées  pour la réduction du dioxygène telle que la 

cytochrome oxydase (EC 1.9.3.1, COx) et le cytochrome c [37]. Tous les deux contiennent un 

centre hémique actif. Microperoxydase-11 (MP-11) [35] et horseradish peroxydase (EC 

1.11.1.7, HRP) [38] sont des enzymes capables de réduire peroxyde d’hydrogène. 

 

I.1.2.4. Les biopiles hybrides 

  Afin d’augmenter la stabilité et la performance des biopiles, les biopiles hybrides se sont 

développées en associant une électrode abiotique, généralement constituée d’un métal et 

d’une autre électrode possédant un catalyseur enzymatique. Une électrode abiotique à 

catalyseur métallique apporte une forte stabilité et permet d’atteindre un voltage le plus élevé 

possible. La performance des biopiles hybrides sont limitées par les électrodes enzymatiques 

(biotiques). On utilise également souvent une électrode conventionnelle à catalyseur 

métallique pour compléter le circuit électrique avec l’électrode enzymatique pour étudier les 

performances de l’électrode enzymatique [39], [40],  [41]. 
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  En 2011, l’équipe de R. Vazquez-Duhalt [40] a développé une biopile en associant une anode 

composée de zinc où la réaction d’oxydation du Zn en Zn2+ a lieu et une cathode modifiée 

avec la laccase qui catalyse la réduction de O2. Les deux électrodes ont été séparées par une 

membrane de Nafion. La densité de puissance maximale atteinte est de 1190µWͼcm−2 à 0,41 V, 

ce qui est la valeur la plus élevée obtenue avec les bio-cathodes modifiées avec des laccases. 

 

I.1.3. Les applications des biopiles 

  La plupart des études récentes ont été consacrées à des applications spécifiques˖ 

I.1.3.1. Génération de l’énergie et sécurité du transport 

  Le développement de l’utilisation des biopiles en utilisant des glucides combustibles 

atténuait les problèmes de pollution et d’épuisement d’énergie apportés par l’utilisation du 

combustible fossile, particulièrement le pétrole. L’utilisation des biopiles pourrait également 

éviter le risque lié au transport de grande quantité de combustibles de volatils et inflammables 

outre le risque d’incendie suite à un accident de la route [1]. 

I.1.3.2. La source électronique pour des dispositifs implantables 

  L’utilisation des biopiles comme la source d’alimenter les dispositifs implantables dans les 

systèmes vivants est une application potentiel et très active, car l’oxygène et le combustible 

nécessaire peut être raisonnablement pris dans l’environnement immédiat [1]. Idéalement, une 

biopile implantée utilise un métabolite biologique comme le combustible par exemple le 

glucose et le lactate qui sont tout disponibles dans les fluides physiologiques comme le sang. 

L’utilisation des biopiles sur les applications médicales tels que les biocapteurs pour surveiller 

les fonctions physiologiques et les systèmes de livraison de médicament est particulièrement 

proposée [12]. 

  Toutefois, il existe plusieurs problèmes à aborder. Le plus important est que la plupart des 

électrodes enzymatiques décrites dans la littérature jusqu’au présent ont une durée de vie de 

l’ordre de semaines, pourtant une longévité de l’ordre d’années serait nécessaire pour les 

dispositifs in vivo dans les applications pratiques. Malheureusement, la plupart des biopiles 

décrites aujourd’hui ne pourraient répondre qu’aux demandes des appareils biomédicales 

implantés pour les applications à court terme. Bien que les études de stabilisation des enzymes 

soient effectuées depuis de nombreuses années, l’état de l’art ne peut pas encore répondre aux 

demandes de stabilité à long terme des biopiles. A l’avenir, une solution à ce problème 

pourrait être apportée par des techniques d’ingénierie protéique. Le problème de la 
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biocompatibilité doit être également abordé. Une biopile doit être capable de fonctionner dans 

l’environnement physiologique sans produire du biofouling à un niveau inacceptable pendant 

une période prolongée, ce qui conduirait à l’entartrage du dispositif ou le préjudice 

physiologique aux patients [1], [21]. 

 

I.1.3.3. Robots 

  La conception de robots qui utilisent des biopiles pour générer une source électrique a été 

décrite et les différents enjeux à surmonter ont été discutés [1], [3]. Un des premiers exemples 

est le robot chasseur de limaces (“Slugbot” en anglais) [43]. Il est alimenté par une batterie 

rechargeable et garde les limaces dans un récipient de stockage. Dès que la batterie est épuisée, 

“Slugbot” retourne à une biopile microbienne qui transfère les limaces stockées et produit de 

l’énergie par cet effet de “digestion” pour recharger leur batterie. 

 

I.1.3.4. La source électrique des dispositifs portable 

  Les biopiles ont le potentiel d’alimenter les dispositifs électroniques portatifs. Quoique la 

densité de puissance qu’ils offrent soit tout de même faible [4], ils sont envisagés pour les 

dispositifs qui requièrent de faibles puissances et qui peuvent être facilement rechargés [44].  

  Par exemple, la compagnie SONY® en collaboration avec l’équipe de Kenji Kano a proposé 

une biopile enzymatique à glucose/O2, fonctionnant dans une solution concentrée de glucose 

(0,4 molͼL-1), qui peut délivrer une puissance de 50 mW. Un montage de quatre piles 

connectées en série est capable d’alimenter un lecteur MP3 [45]. En 2009, la biopile de même 

principe qui est capable d’alimenter une voiture radiocommandée a été développée  [46]. 

 

Figure 1.4 Une biopile à glucose/O2 et le montage de 4 piles qui alimente un lecteur MP3[45]. 

 

I.1.4. Conclusion 

  Les biopiles sont une source d’énergie durable et prometteuse qui possède de nombreux 

avantages avec diverses applications potentielles telles que l’alimentation des dispositifs 

portatifs, les  dispositifs implantables, les robots, etc. La recherche sur ce domaine s’accroit et 
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jouit d’un nouvel essor depuis une dizaine d’années.  

  Dans le développement des biopiles, la puissance, la stabilité opérationnelle et la duré de vie 

de la biopile sont les enjeux essentiels. Dans ces domaines, les biopiles sont inférieures aux 

piles à combustibles chimiques. Les connaissances de la biocatalyse, les processus 

électroniques à la surface et la stabilité du matériel biologique et d’autres matériaux devraient 

être améliorées pour résoudre tous ces problèmes. Il est également important d’étudier la 

performance à long terme. 

  Les biopiles microbiennes disposent d’une durée de vie remarquable mais présentent une 

faible densité de puissance et une limitation de temps de réponse. Les biopiles enzymatiques 

ont un temps de réponse plus court et des densités de puissance plus élevées, malgré 

l’oxydation incomplète des substrats et leur durée de vie est très courte. La recherche 

antérieure a été ciblée le développement de la chimie des enzymes [3]. Depuis 5 ans, 

beaucoup d’efforts ont été faits pour développer de nouvelles méthodes et des matériaux 

permettant l’immobilisation des enzymes sur l’électrode pour maximiser la quantité 

d’enzymes à l’électrode et optimiser le transfert d’électron entre les enzymes et l’électrode. 

La recherche s’oriente également vers l’utilisation de matériaux présentant une grande surface 

spécifique ou nanostructurées, permettant ainsi d’immobiliser une plus grande quantité 

d’enzymes [4]. 

  Le développement de la recherche des biopiles augmente leur potentiel et elles seront 

employées communément dans des applications pratiques. 
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I.2. La biopile à glucose/O2 
 
 
I.2.1. Introduction  

  La plupart  des études récentes consacrées aux biopiles sont orientées vers des applications 

spécifiques telles l’alimentation d’appareils portatifs, de dispositifs médicaux implantables, de 

livraison de médicaments ou de micro-puces. Les biopiles enzymatiques à glucose/O2 sans 

membrane présentent un intérêt particulier, car ils pourraient alimenter les dispositifs 

médicaux implantés [21], [47]. Les dispositifs médicaux implantés, y compris les pacemakers, 

stimulateurs nerveux, les pompes de livraison de médicament, moniteurs de glucose et 

biocapteurs offrent des avantages non négligeables aux patients, par exemple la régulation de 

la glycémie chez les patients atteints du diabète [12].  

  Les biopiles glucose/O2 pourraient fournir une source d’énergie en utilisant les combustibles 

endogènes présents dans l’hôte [8]. Le glucose et l’oxygène sont en effet naturellement 

présents dans l’organisme. Pour des hôtes mammifères, le sang est une excellente source de 

glucose et d’oxygène qui peuvent être utilisés respectivement comme combustible et oxydant 

par une biopile à glucose/O2. L’atout des piles enzymatiques à glucose/O2 est donc de pouvoir 

utiliser des combustibles renouvelables dans l’organisme mais également leur 

biocompatibilité avec les systèmes vivants. Pour alimenter un dispositif de manière autonome , 

la biopile doit pouvoir fournir une puissance minimale de 3µW [48].   

 

Puissance Requise      Application envisagée 
10 ȝW – 100 nW Électrodes de neuromodulation 

100 nW – 10 ȝW Appareils de mesures implantables 

10 ȝW – 1000 ȝW Délivrance de médicaments 
1 mW – 10 mW 1 mW – 10 mW Micro-actionneurs 

 (sphincter urinaire artificiel robotisé) 
Mesure et délivrance de médicaments (pompe à insuline) 

10 mW – 1 W Suppléances de fonctions vitales défaillantes 

       - Rein artificiel implantable 

       - Myopathies 
        - Assistance vasculaire 

Tableau 1.3 : Les différents types de dispositifs médicaux implantables et des puissances 
requises. 

 
  Une autre application des biopiles à glucose/O2 serait la fabrication des micropiles. Nous 

pouvons moduler les conditions de fonctionnement de la pile (pH, concentration des 
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réactifs…). Il est possible d’éliminer du milieu électrolytique toutes les espèces qui peuvent 

empoisonner et/ou d’inhiber les catalyseurs [21]. 

  Cependant, la puissance et la stabilité de la biopile glucose/O2 ne sont pas suffisant malgré le 

développement de la performance des biopiles enzymatiques. Ces limitations sont 

généralement attribuées à la cathode dans la plupart des cas [49]. 

  La puissance et la stabilité de la biopile à glucose/O2 sont souvent perturbées par certaines 

espèces. Par exemple, l’O2, un accepteur naturel pour GOx, pourrait être compétitif avec 

l’électrode pour accepter les électrons libérés par GOx, cela conduit une diminution de la 

densité du courant anodique [50] et surtout générer du peroxyde d’hydrogène (H2O2). La 

production de peroxyde d’hydrogène  n’est pas recommandable in vivo, car il a des fortes 

propriétés oxydantes et peut être nocif pour les composants biologiques. Ainsi, elle tend à 

diminuer la stabilité de l’enzyme et donc la durée de vie de la biopile [51]. D’ailleurs, il est 

possible que certaines espèces endogènes (p.ex. l’urate ou l’ascorbate) ou exogènes (ex. le 

paracétamol) puissent s’oxyder sur les électrodes et diminuer leur durée de vie [52]. 

 

I.2.2. Principe 

  A l’anode, la GOx est plus communément utilisée dans les anodes de biopiles [53], [54]. Le 

glucose est électro-oxydé à l’électrode. Son oxydation totale permet théoriquement sa 

transformation en dioxyde de carbone (CO2) en libérant 24 électrons: 

C6H12O6   +   6 O2   ї   6 CO2   +   6 H2O                            (Eq 1.1) 

  Pourtant, cette oxydation totale n’a jamais été observée [55], [56]. L’oxydation du glucose 

conduit généralement à la formation gluconolactone qui est hydrolysé spontanément en acide 

gluconique [29]. L’oxydation du glucose en gluconolactone se produit selon la réaction 

suivante : 

C6H12O6   ї   C6H10O6   +   2 H+   +   2 e-                           (Eq 1.2) 

  A la cathode, deux enzymes, en particulier, sont utilisés pour bioélectrocatalyse : la laccase 

(Lc) et la bilirubin oxydases (BOx). Tous les deux appartiennent à la famille des oxydases 

multicuivre (MCO an anglais) qui utilise quatre ions cuivriques pour catalyser la réduction du 

dioxygène en eau à quatre électrons sans libérer H2O2 [57]. L’oxygène est réduit en eau à la 

cathode : 

O2   +   4 H+   +   4 e-   ї   2 H2O                                  (Eq 1.3) 
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La réaction globale associée au fonctionnement de la pile et donc : 

2 C6H12O6   +   O2   ї   2 C6H10O6   +   2 H2O                        (Eq 1.4) 

 

I.2.3. Quelques exemples des biopiles à glucose/O2 implantées 

  La recherche sur les biopiles à glucose a considérablement progressée depuis la biopile 

développée par SONY en 2007. La plupart des nouvelles biopiles à glucose se servent d’une 

solution avec une concentration en glucose identique à celle du milieu physiologique [58], 

[59], [60] (5,5×10-3molͼL-1 en moyenne).  

  Néanmoins, le nombre de biopiles à glucose/O2 complètement implantées n’est pas encore 

élevé. Initialement, elle a pu être implantée dans des végétaux: une biopile à glucose/O2 

miniaturisée a été implantée dans un grain de raisin [50]. Cette biopile contient deux 

électrodes en fibre de carbone de sept µm de diamètre et de deux centimètres de long. Les 

enzymes (GOx à l’anode et BOx à la cathode respectivement) ont été immobilisés sur les 

électrodes avec des médiateurs à base d’osmium à l’aide d’hydrogel. Cette pile présente une 

f.e.m. de 0,8V et délivrait une densité de puissance maximale de 240 µWͼcm-2. 

       

Figure 1.5 (a) Modèle de la biopile à glucose/O2. I et II sont les polymères redox à base 
d’osmium utilisés comme médiateurs. (b) Biopile à glucose/O2 dans un grain de raisin [50]. 

 
  Un autre exemple de biopile à glucose implantée dans des végétaux est dans un cactus [61]. 

Cette biopile est basée sur le même système enzymes/médiateurs que celui de biopile 

implantée dans le grain de raisin. Les courants anodique et cathodique sont augmentés ou 

diminués suivant qu’une lampe éclairait (ON) ou non (OFF) le cactus, ce qui confirme la 

génération du courant en présence de glucose et O2 généré au cours de la photosynthèse induit 

par l’éclairage et démontre la possibilité de la mesure en continu de O2 et glucose générés. 

(a) (b) 
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Figure 1.6 Biopile implantée dans un cactus(a). Courant cathodique(b) et courant anodique (c) 
suivant que la lampe éclairait (ON) ou non (OFF) le cactus [61]. 

 
  En 2010, une biopile implantée dans un animal a été développée. Cette biopile a été implanté 

dans un rat. Une membrane semi-perméable permettant le passage du glucose, de l’O2 et de 

leurs produits après la réaction a été utilisée pour confiner le collecteur d’électron, l’enzyme 

et le médiateur redox et éviter la contamination due aux espèces exogènes [62]. Cette biopile 

implantée présente une différence de potentiel de 0,275V et délivre puissance maximale de 

6,5µW. 

 

      

Figure 1.7 Biopile (b) implantée dans un rat (a) [62]. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) 
(b) (c) 

(a) (b) 
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I.3.  Biocathode enzymatique 

 

I.3.1. Les enzymes employés pour la réduction du dioxygène 

  Les oxydases au cuivre bleues tels que la laccase (Lc) et la bilirubine oxydase (BOx) sont les 

enzymes utilisés à la biocathode pour catalyser la réduction du dioxygène. La laccase et la 

bilirubine oxydase appartiennent à la famille de l’oxydase multicuivre (MCO en anglais) [57]. 

Les ions cuivriques de ces enzymes sont classés en trois types en fonction de leurs propriétés 

optiques et magnétiques. Le centre de cuivre de type 1 (T1) accepte les électrons des substrats 

qui sont donneur d’électron et les transmet au site de réduction de O2. Le site de réduction est 

un cluster trinucléaire qui contient un ion cuivrique de type 2 (T2) et une paire d’ions 

cuivriques de type 3 (T3) couplés de manière antiferromagnétique par l’intermédiaire d’un 

hydroxyde. 

  Les laccases ont la propriété d’être très actives à faible pH (4~5) et de posséder un potentiel 

élevé (jusqu’à + 0,57 V/ENH à pH 6 [63]). Elles sont considérées comme un électrocatalyseur 

efficace pour l’électroréduction du dioxygène [49], [64], [65], [66]. Cependant, elles sont très 

peu actives en milieu pseudo-physiologique (pH 7,4 et en présence de chlorure [21], [47]). Par 

contre, les BOx conservent une bonne activité à pH neutre et en présence de chlorure [67]. 

 

1.3.1.1. La Laccase (Lc, E.C. 1.10.3.2) 

  La laccase est une oxydase multicuivre qui catalyse l’oxydation de différents composés 

phénoliques et d’amines aromatiques à la fois avec la réduction de l’oxygène en eau à quatre 

électrons [57]. Les oxydases multicuivres sont largement distribuées chez les plantes et les 

champignons et ont été identifiées chez les bactéries et les insectes [68], [69].  

 

Figure 1.8 T. versicolor, champignon de la pourriture blanche produisant la laccase. 
 
  Les substrats des laccases sont généralement des dérivés phénoliques ou arylamines. Etant 

donné qu’elles ont une faible spécificité de substrat, elles peuvent oxyder une large gamme de 
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substrats d’origine naturelle ou industrielle. Les laccases fongiques sont commercialisées en 

tant que molécule du blanchiment dans l’industrie du textile et du colorant. D’autres 

applications potentielles existent dans l’industrie du papier, la conversation enzymatique de 

produits chimiques intermédiaires, la transformation oxydative des polluants 

environnementaux, etc [68]. 

  Les laccases ont un potentiel redox élevé et d’excellents paramètres catalytiques, ce qui est 

bénéfique pour les technologies de biocapteur et de biopile. Le potentiel redox de site T1 pour 

différents laccases est compris entre +430 et +790mV par rapport à une électrode normale à 

hydrogène (NHE) [70], [71]. Le potentiel redox du site de T1 déterminé pour la laccase T. 

versicolor est de près de 780mV par rapport à NHE et celui de T2 site est proche de 400 

mV[72]. 

 

Figure 1.9 Structure de la laccase de T. versicolor [68]. 

 
  La laccase de T. versicolor a une dimension approximative de 70×50×50Å [68]. Le site T1 

qui est mononucléaire contient un ion cuivre Cu1, sa coordination à une cystéine très proche 

est responsable d’une bande d’adsorption intense autour de 600nm, ce qui donne sa couleur 

bleue à l’enzyme. Le cuivre T1 est situé à environ 6,5 Å en-dessous de la surface de l’enzyme. 

Le site T2 qui est aussi mononucléaire a une résonance paramagnétique électronique (RPE) 

caractéristique. Dans le site T3, une paire d’ions cuivrique T3 fortement couplés de manière 

antiferromagnétique est ponté par une espèce oxygénée, ce qui rend ces cuivres silencieux en 

RPE. Les sites T2 et T3 forment un centre de cuivre trinucléaire T2/T3 qui est situé à environ 

12 Å au fond d’une crevasse au sein de l’enzyme. Le cuivre T1 est relié au site trinucléaire 

T2/T3 par un histidine-cysteine-histidine tri-peptide [68], [73]. 
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1.3.1.2. La Bilirubine Oxydase (E.C. 1.3.3.5) 

  La bilirubine oxidase (BOx) est un autre enzyme largement utilisé pour l’élaboration de 

biocathode. Elle a attire l’attention car, contrairement à la laccase, elle conserve son activité à 

pH neutre et montre une grande tolérance envers le chlorure, ce qui confère un avantage dans 

les applications en milieu physiologique. Pourtant, le potentiel de site T1 de BOx est plus bas 

que celui de la laccase, ce qui conduit à une diminution de la puissance des biopiles. Cet 

enzyme a des limitations significatives de faible turnover de l’activité et d’instabilité, ce qui 

motive la recherche de nouveaux BOx avec des propriétés améliorés [67]. De plus, elle est 

désactivée par les ions uréate [52].  

 

I.3.2. Réduction du dioxygène 

  La catalyse implique que le substrat réducteur soit oxydé au site T1, ce qui s’accompagne de  

la réduction de l’ion Cu2+ de ce site T1 en Cu+, puis le transfert d’électron de T1 au cluster 

T2/T3. où a lieu la réduction subséquente d’une molécule de O2 en H2O [74]. 

 

Figure 1.10 Réaction catalysée par la laccase. 

 
  Le mécanisme accepté de la laccase propose que les électrons intra-moléculaires sont 

transférés du groupe donneur à celui d’accepteur par un « hopping mécanisme» [57], [75], 

[76], [77], [78]. Les ions cuivriques de la protéine offrent les réactions du transfert d’électron 

par « switch » leurs états d’oxydation entre Cu2+ et Cu+. La fonction de centre T1 la fonction 

du site T1 est d’oxyder le substrat réducteur est de fournir le transfert d’électron 

intramoléculaire à grande distance du substrat ou médiateur à centre de cuivre redox T2/T3 

[57], [78], [79]. Quatre électrons sont fournis successivement par le site T1, les trois ions Cu2+ 

du centre trinucléaire sont ainsi réduits et en Cu+ [21], [80]. Le centre cuivre T2/T3 joue un 

rôle crucial dans la réduction de l’oxygène en eau. Le solvant et l’oxygène accèdent au centre 

T2/T3 à travers deux chenaux [73]. Le centre cuivrique trinucléaire qui est complètement 

réduit réagit avec dioxygène et le réduit en eau : 

O2   +   4H+   +   4e-                           2H2O                                (Eq. 1.5) 

Cu
Cu3a 

Cu3b 

Cu2 

(T1) 
(T2/T3
) 

O2 

2 H2O 

Substrat réducteur 
phénol, amine

 

e- 
4 RH 

4 R• 

Radical 

4 Cu2+ 
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Figure 1.11 Mécanisme de la réduction du dioxygène en eau à 4 électrons par l’oxydase 
multicuivre [80].  

 

I.3.3. Méthode d’immobilisation des enzymes 

  L’étape d’immobilisation des enzymes est cruciale pour la fabrication des électrodes 

enzymatiques. Le choix de la méthode d’immobilisation influe directement sur les 

performances des électrodes. L’immobilisation doit être réalisée de façon à fixer une quantité 

maximale d’enzymes et orienter correctement l’enzyme. De plus, l’immobilisation ne doit pas 

modifier la structure tridimensionnelle des enzymes. Les méthodes principales 

d’immobilisation des enzymes sont : 

 

I.3.3.1. Adsorption 

  C’est la technique la plus simple à réaliser. Les enzymes peuvent être déposés à la surface de 

l’électrode pour un temps défini. Les enzymes sont fixés à la surface de l’électrode par des 

interactions de type Van der Waals ou hydrophobes. L’avantage de cette méthode est sa 

grande simplicité, puisqu’elle ne nécessite ni fonctionnalisation de la surface ni modification 

de l’enzyme. Des électrodes enzymatiques utilisant les laccases ont été développées par 

l’adsorption des enzymes à la surface du graphite spectrographique [81].  

  Cependant, cette méthode souffre d’un manque de stabilité dans le temps, puisque les 

interactions impliquées entre les enzymes et la surface de l’électrode sont faibles [82]. 

 

I.3.3.2. Assemblage biomoléculaire 

  Cette technique consiste à utiliser l’affinité entre différentes molécules. Un exemple de cette 

méthode est d’immobilisation des enzymes par le biais de complexe métallique : un polymère 
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(ou une couche auto-assemblée, SAMs en anglais) qui porte un groupe nitrilotriacétique (NTA) 

peut former un complexe avec des ions tels que le nickel ou le cuivre. Les acides aminés 

histidines des enzymes jouent alors le rôle de ligands conduisant à leur fixation[83], [84], [85].  

 

 I.3.3.3. Encapsulation dans une matrice polymère 

  Une autre technique consiste à inclure des enzymes dans une matrice de polymère. Les 

enzymes présentes dans la solution dans laquelle immerge l’électrode au cours de 

l’électropolymérisation du monomère sont emprisonnées physiquement dans le film de 

polymère durant sa formation. Les polymères conducteurs tels que polypyrrole (Ppy) [86] et 

polyaniline [87] sont souvent employés afin de réaliser ce type d’immobilisation. 

  Il est possible d’immobiliser une quantité importante d’enzyme grâce à cette méthode. De 

plus, dans cet environnement, l’enzyme se dénature moins rapidement. Pourtant, le film 

polymère gène la diffusion de matière, ce qui entraine une limitation des courants catalytiques. 

  Des polymères médiateurs sont développés pour favoriser le transfert d’électrons entre le site 

actif de l’enzyme et l’électrode. Les polymères à base d’osmium sont les plus étudiés. Ils ont 

l’avantage de posséder une large gamme de potentiel, un taux de transfert d’électrons élevé et 

une bonne stabilité chimique [82] (voir paragraphe I.3.4.2.) 

 

I.3.3.4. Greffage covalent 

  Le greffage covalent est la technique d’immobilisation la plus irréversible et stable.  Le 

greffage covalent de l’enzyme sur une surface modifiée avec des groupements fonctionnels 

fait le plus souvent intervenir une réaction entre un acide et une amine via un agent de 

couplage  de  type  carbodi imide.  L’agent  de  couplage  le  plus ut i l i sé  est  le  

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) et N-Hydroxysuccinimide (NHS). 

  Pourtant, la quantité d’enzyme immobilisé sur l’électrode est limitée [82]. Et la formation de 

liaisons covalentes risque de conduire à une diminution de la réactivité des enzymes à cause 

de la mauvaise orientation du site actif ou de la dénaturation en présence de substance 

chimique. Enfin, le temps de fabrication des électrodes enzymatiques est prolongé à cause du 

processus d’au moins deux étapes. 

  La première étape du greffage chimique consiste à modifier la surface de l’électrode avec les 

groupements fonctionnels, c'est ce que l’on appelle la fonctionnalisation de la surface. 
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Certaines méthodes courantes sont présentées ci-dessous : 

1. SAMs 

  La chimisorption des monocouches auto-assemblées (self assembled monolayer, SAM en 

anglais) est une méthode généralement utilisée pour fonctionnaliser la surface de l’électrode 

d’or. Cette méthode utilise l’affinité des thiols pour l’or, qui forment des SAMs. 

R-SH   +   Au   ї   R-S-Au   +   e-   +   H+ 

  Chaque molécule déposée porte un groupement thiol et un groupement fonctionnel aux deux 

extrémités d’une chaîne alkyle (C-C)n. Le groupement thiol s’accroche à la surface de 

l’électrode, le groupement fonctionnel peut ainsi interagir avec des fonctions des enzymes 

afin de l’immobiliser [88]. 

 

2. R duction  lectrochimique d’un sel de diazonium 

  Une méthode employée très souvent pour fonctionnaliser la surface des électrodes de 

carbone est de réduire les sels de diazonium de façon électrochimique. Elle permet de former 

une liaison covalente entre la couche fonctionnelle et l’électrode. Ces systèmes possèdent une 

haute stabilité et une grande variété de groupements fonctionnels. 

  Cette méthode a été découverte au début des années 90 par Delamar et al. [89] et appliquée 

aux substrats tels que le carbone, les métaux, les semi-conducteurs. Le mécanisme de cet 

électrogreffage a été éclairci par Andrieux et Pinson [90] ce mécanisme met en jeu un 

transfert d’électron vers le sel de diazonium ce qui entraine le clivage de l’azote lors de la 

réduction conduisant à la formation d’un radical aryl, puis la formation d’une liaison 

covalente carbone-carbone ou carbone-métal (voir figure 1.12). Une couche organique liée à 

la surface de l’électrode de façon covalente se forme lorsque la réduction du diazonium se 

prolonge.  

 
 

Figure 1.12 : Mécanisme d’électrogreffage. 

3. Plasma 

  Le plasma est une méthode alternative pour fonctionnaliser la surface de l’électrode. Cette 

technique a l’avantage d’être rapide, stable et non polluante et de posséder un faible coût. 
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Cette méthode peut également éviter la formation de couches qui provoquent une résistance 

électrique à la surface de l’électrode. Effectivement, les techniques de plasma sont largement 

utilisées pour les différentes applications industrielles. 

  Récemment, le jet de plasma à pression hors équilibre atmosphérique (APPJ) est 

particulièrement utilisé car  il est facile à intégrer dans les chaînes de production existantes et 

capable de traiter les parties spécifiques d’un substrat de manière sélective. De plus, il peut 

être employé pour des structures tridimensionnelles sans être limité aux supports plats et 

fins[92].  

  Les plasmas contenant l’azote créent généralement une large gamme des fonctions azotées 

telles que des groupements amines, imines, cyanos, etc. Et les plasmas contenant l’oxygène 

peut fonctionnaliser la surface d’une électrode de carbone par l’apport de groupements 

oxygénés tels que l’hydroxyle, carbonyle, carboxyle, etc. La densité des groupements 

fonctionnels peut être contrôlée à partir des paramètres au cours du traitement de plasma [91].  

  L’utilisation d’APPJ pour traiter les polymères [93], les métaux [94] et les nanotube de 

carbone [95] a été rapportée. L’immobilisation de la laccase sur des membranes de polymère 

traitées par plasma à basse pression a été étudiée et une bonne stabilité pour l’enzyme 

immobilisé a été démontrée [96], [97]. 

 

 

I.3.4. Mode de transfert des électrons: MET contre DET 

  Le mode de transfert d’électron pour les  électrodes enzymatiques peut être classé en deux 

catégories : le transfert d’électron médié (MET) et transfert d’électron direct (DET) [3].  

 

I.3.4.1. Influence de l’enzyme sur le transfert d’électrons 

  Les enzymes redox peuvent être classées en trois groupes en fonction de la localisation du 

site actif et le mode de transfert d’électron entre les enzymes et les électrodes [3], [98], [82].  
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Figure 1.13 Trois groupes d’enzyme basée sur la location du site actif : (A) Site actif diffusif 
(B) Site actif situé à la périphérie de l’enzyme (C) Site active fortement lié à l’enzyme et 
enterré profondément [82].  

 

  1. Les co-facteurs nicotinamide adénine dinucléotide (NADH/NAD+) ou nicotinamide 

adénine dinucléotide phosphate (NADPH/NADP+) sont souvent faiblement liés à l’enzyme 

[82]. Cette interaction faible permet à ces centres redox de diffuser hors de l’enzyme. Ainsi,  

ils jouent le rôle du transporteur d’électron, ce qui est une de leur fonction biologique dans la 

cellule [3]. La glucose déshydrogénase et l’alcool déshydrogénase appartiennent à ce groupe. 

  2. Enzymes dans lesquels au moins une partie du centre redox est situé à la périphérie de 

l’enzyme ou à proximité. Ces enzymes sont donc capables de transférer directement des 

électrons à l’électrode [3]. La peroxydase, la laccase et d’autre oxydase multicuivre entrent 

dans cette catégorie. 

  3. Les enzymes avec un centre redox fortement lié à l’enzyme et enfoui à l’intérieure de 

protéine ou glycoprotéine. Ce type d’enzyme ne communique pas facilement avec les 

électrodes et ne libère pas le centre actif pour qu’il  agisse comme une navette d’électrons [3]. 

Le glucose oxydase est l’enzyme le plus étudié dans ce groupe. 

  Les enzymes du premier groupe sont en mesure d’effectuer un transfert d’électron direct 

(DET) entre le site actif de l’enzyme et la surface de l’électrode. Les enzymes du troisième 

groupe ne sont pas capables d’effectuer un transfert d’électron direct à cause de la distance 

large séparant le centre redox et la surface de la protéine. Par contre, la communication 

électrique entre le site actif de ces enzymes et l’électrode peut être réalisée par l’intermédiaire 

(A) 

(B) 

(C) 
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d’un médiateur, on parle de transfert d’électron médié (MET). Le médiateur collecte ou 

apporte des électrons à l’électrode après avoir été oxydé ou réduit, respectivement, par 

l’enzyme. 

  Pour les enzymes du deuxième groupe auquel la laccase appartient, le DET entre le site actif 

et l’électrode est possible. Le challenge principal pour est d’orienter l’enzyme sur l’électrode 

en gardant son activité optimale pour permettre un transfert d’électron rapide tout en 

minimisant les limitations diffusionnelles du co-substrat, en l’occurrence le dioxygène dans le 

cas de la laccase [82]. 

 

I.3.4.2. Transfert d’électron médié (MET) 

  Afin de favoriser le transfert d’électron, certains systèmes engagent plusieurs types des 

médiateurs. Un médiateur agit comme un relais électronique et donc raccourcit la distance du 

transfert d’électron. 

  Les médiateurs  circulent en continu entre l’enzyme et l’électrode. Ils peuvent être libres 

dans la solution mais aussi être immobilisés à la surface de l’électrode [82].  

  Le  potentiel redox du médiateur choisi doit être inférieur à celui de l’enzyme redox à la 

cathode et inversement à l’anode. En effet le courant, correspondant à une électrode 

enzymatique combinée avec une électrode de référence, s’accroît suivant l’augmentation de la 

force motrice du transfert électronique entre l’enzyme et le médiateur [99], [100]. Et la force 

motrice du transfert électronique entre l’enzyme et le médiateur augmente en fonction de la 

différence de potentiel entre ces deux espèces redox. En conséquence, une différence de 

potentiel importante entre l’enzyme et le médiateur favorise la densité du courant. Cependant, 

plus la différence de potentiel entre les deux espèces redox est importante, plus la force 

électromotrice de la pile (f.e.m.) diminue. Un bon médiateur résulte d’un compromis entre le 

courant délivré et la tension d’une biopile pour atteindre une puissance optimale [100]. 

  D’ailleurs, les médiateurs doivent être stables chimiquement sous l’effet des cycles de 

transfert d’électrons et en fonction du temps. Pour les applications d’implantation, les 

médiateurs utilisés doivent être surtout non toxiques et biocompatibles [21].  

  Pour les laccases, le médiateur le plus courant est 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-

acide sulphonique) (ABTS). 
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Figure 1.14  Structure d’ABTS 
 

 La forme de ABTS2- peut être oxydée en radical ABTS-∙ par la laccase. Le couple redox 

ABTS2-/ ABTS-∙ a un potentiel élevé (~0,67V vs ENH) [101] mais inférieur à celui de laccase 

de T. versicolor. Cela permet de garder un potentiel le plus élevé possible pour la biocathode 

et donc une différence de potentiel le plus importante possible pour la biopile. Il peut être 

immobilisé à la surface de l’électrode dans les matrices de polymère pyrrolique par 

encapsulation [86], [102]. 

 

Figure 1.15 Transfert d’électron à l’aide du médiateur ABTS à la biocathode. 

 

 
  Un autre type de médiateur, les polymères ou hydrogel redox à centre d’osmium, a été 

également développé par certaines équipes [103], [104]. Cette méthode est basée sur une 

technique initiée par l’équipe de Heller [105]. Les complexes à base d’osmium sont fixés sur 

des monomères de type poly(vinyle-pyridine) (PVP) [106], [107], poly(N-vinyleimidazole) 

(PVI) [103],[99], copolymère poly(vinylimidazole)/poly(acrylamide) (PVI/PA) [108] par des 

espaceurs. Le potentiel redox des centres métalliques est modulé par le changement de la 

nature de leurs ligands [103], [104]. 
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Figure 1.16 (a) Diffusion de l’électron dans l’hydrogel redox par la collision entre les centres 
redox mobiles qui sont attachés au squelette du polymère. 
(b) Structure d’un polymère redox à base de PVP qui est destiné à connecter le site actif de la 
laccase et l’électrode [107]. 

 
  Les médiateurs peuvent également être immobilisés sur des électrodes préalablement 

fonctionnalisées (par un film de polymère ou par l’électroréduction d’un sel de diazonium 

comportant un groupement fonctionnel) par former une liaison covalente [109].   

  L’inconvénient de l’utilisation d’un médiateur est la diminution la différence du potentiel de 

la biopile. Il faut choisir un médiateur qui permet un bon compromis entre le courant délivré 

et la tension d’une biopile afin d’obtenir une puissance optimale. Le risque majeur concernant 

les médiateurs, est la fuite des médiateurs dans les systèmes. D’ailleurs la toxicité de 

nombreux médiateurs limite les applications d’implantation des biopiles. 

 

I.3.4.3. Transfert d’électron direct (DET) 

  La réalisation du transfert d’électron direct entre l’enzyme redox et l’électrode peut éviter 

d’abaisser la tension d’une biopile et favorise de biocompatibilité des biopiles pour les 

applications in vivo en absence des médiateurs généralement toxiques. 

  La première publication sur DET pour une enzyme redox concernait la laccase de Polyporus 

versicolor. Dans ce travail, une électroréduction du dioxygène sans médiateur catalysée par la 

laccase adsorbée à la cathode a été montrée. Depuis 1978, plusieurs publications ont rapporté 

des phénomènes de DET par la laccase de P. versicolor. En 2005, l’équipe de Shleev a 

rapporté des phénomènes de DET pour différents types de laccases et le mécanisme de DET à  
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la surface d’électrode [34]. Ils ont également étudié le DET pour les enzymes à base de cuivre  
[110].  

 

Figure 1.17 Un mécanisme possible de DET pour la laccase adsorbée sur une électrode de 
carbone [34]. 
 
  Le mécanisme proposé l’électroréduction du dioxygène au niveau de l’électrode de carbone 

modifiée avec la laccase est le suivant : 

Les électrons sont transférés de l’électrode au site T1 de l’enzyme adsorbée. La distance la 

plus courte entre la surface de l’enzyme et le site T1 est d’environ 6,5 Å [73]. Et si la laccase  

est orientée correctement sur la surface, une telle distance permettrait  un effet tunnel efficace 
[111]. 

L’électron est ensuite transféré par un mécanisme de transfert d’électron interne du site T1 

au cluster T2/T3 (la distance est 12~13Å) où la molécule d’oxygène est réduite en eau. Le 

processus du transfert d’électron entre le carbone de l’électrode et le cuivre au site T1 est 

probablement indépendant de l’état redox du cluster T2/T3. Ce mécanisme peut également 

être proposé à toutes les ‘‘bleu’’ oxydases multicuivres sur l’électrode de carbone [34]. 

  Le défi principal pour le DET est actuellement d’orienter l’enzyme sur l’électrode pour 

favoriser le transfert DET entre l’enzyme et la surface de l’électrode. Des méthodes 

différentes ont été développées pour l’immobilisation de la laccase avec une orientation 

correcte.  

 

  En 2007, Blanford et al. [112] ont éffectué des expériences avec une orientation de la laccase 

à la surface de l’électrode graphite modifiée avec de l’anthracène qui est une espèce analogue 

au substrat de la laccase. 

  La surface du graphite pyrolytique a été modifiée avec de l’anthracène par la réduction 

d’anthracène-2-diazonium. L’immobilisation de la laccase orientée est réalisée par 

l’interaction affine de l’anthracène à la surface de l’électrode avec la poche hydrophobe sur 

l’enzyme pointant vers le site T1. Cependant, il n’y a pas de liaison covalente impliquée entre 
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l’électrode modifiée et l’enzyme. 

  Vaz-Dominguez et al. [113] ont immobilisé la laccase de T. hirsuta par une liaison covalente 

stable à la surface de l’électrode graphite modifiée avec des dérivés de phényle avec une 

orientation adéquate pour le DET. La densité du courant allant jusqu’à 0,5mAͼcm-2 pour la 

réduction électrocatalytique du dioxygène a été obtenu en absence de médiateur. 

  Ils ont modifiée la surface de l’électrode avec une monocouche de groupements 

aminophényle ou 2-aminophénol par réduction des diazoniums. La laccase a ensuite été 

immobilisée à l’électrode modifiée de façon covalente à l’aide de 1-ethyl-3-(3-

diméthylaminopropyle) carbodiimide (EDC) et N-Hydroxysuccinimide (NHS) qui active le 

couplage amide. 

  Probablement, ces dérivés d’aryle qui portent des groupements fonctionnels interagissent 

favorablement avec la région de la laccase autour du site T1, ce qui conduit à une orientation 

préférentielle de la laccase avec le site T1 en face de l’électrode ce qui permet un DET entre 

ce site de cuivre de la laccase et l’électrode. Une de ces interactions favorables peut être 

l’interaction électrostatique entre les groupements amines chargés positivement de la 

monocouche sur l’électrode et la région chargée négativement de la surface de l’enzyme. 

Deux autres types d’interactions sont possibles : i) la liaison d’hydrogène entre les résidus de 

l’acide aspartique et d’histidine conservés au site T1 de la laccase et les groupements 

fonctionnels de l’électrode, ii) l’interaction hydrophobe entre les cycles aromatiques de la 

monocouche de l’électrode et certains acides aminés qui forment la cavité du site T1. 

 

  L’équipe de Vazquez-Duhalt [40] a orienté la laccase à la surface de l’électrode du graphite 

modifiée avec la fonction d’acide benzoïque, un DET entre le site T1 de laccase et la surface 

de l’électrode a été réalisé. 

  Ils ont modifié la surface de l’électrode graphite avec l’acide 4-(2-aminoéthyl) benzoïque 

(AEBA) qui ressemble au substrat de la laccase. La fonction d’acide benzoïque de l’AEBA 

peut interagir avec le site T1 de la laccase comme un ligand avec une affinité importante 

(constante d’association Ka = 6,6×10-6M). La laccase a été ensuite immobilisée à la surface 

par une liaison covalente activée par EDC. 

  Une biopile semi-enzymatique a ensuite été constituée avec une anode de zinc et une 

biocathode sur laquelle la laccase a été immobilisée. Elle présente une densité de courant de 

2977 µAͼcm−2 et délivre une densité de puissance de 1190 µWͼcm−2 à 0,41 V. 
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  Les exemples présentés ci-dessus concernent tous l’immobilisation de la laccase sur une 

électrode de carbone. Un exemple d’orientation de la laccase sur l’électrode d’or est le travail 

de Pita et al. [114]. 

  Ils ont modifié la surface de l’électrode d’or avec une monocouche mixte de p-amino-

phényle et de 6-mercapto-1-hexanol. Les sucres existant à la surface de l’enzyme ont été 

oxydés par NaIO4. Les groupements aldéhydes ainsi formés sur l’enzyme ont ensuite réagi 

avec les groupements d’aminophényle à la surface de l’électrode, formant une base de Schiff. 

Cela conduit à l’orientation de la laccase parce que la plupart des résidus de sucre ont situées 

près de site T1. Dans une seconde étape, des liaisons amides ont été formées entre les 

groupements carboxyliques présents à la surface de la laccase et les groupements amines à la 

surface de l’électrode à l’aide d’EDC et NHS. L’immobilisation de la laccase est donc 

orientée et stable avec cette stratégie. 

  L’immobilisation de la laccase à la surface d’or est moins efficace par rapport à la surface de 

carbone. En effet l’adsorption physique sur l’or provoque une forte dénaturation de l’enzyme, 

alors que l’utilisation de la monocouche auto-assemblée (SAMs) conduit à l’électroréduction 

du dioxygène en H2O2 [115], [116]. Les densités du courant catalytique obtenus sur 

l’électrode d’or, même en utilisant des médiateurs, sont beaucoup plus faibles par rapport aux 

électrodes en carbone modifiées avec la laccase à base de DET [117], [118]. De plus, la 

plupart des électrodes d’or utilisent les laccases de faible potentiel [116], [77] ou la 

bioélectrocatalyse est observé à des potentiels beaucoup plus faibles que prévu pour les 

enzymes de haut potentiel [116], [119]. 

Sur cette électrode d’or modifiée avec la laccase oxydée, le courant catalytique 

correspondant à la réduction du dioxygène commence à 650 mV (vs Ag/AgCl), ce qui 

correspond aux potentiels sur l’électrode du graphite modifiée avec la laccase [112], [113]. 

  La densité du courant jusqu’à 40µA∙cm-2 a été obtenue par la réduction électrocatalytique du 

dioxygène en absence de médiateur. Cette stratégie est un grand progrès dans le 

développement de l’électrode d’or modifiée avec la laccase pour la réduction 

bioélectrocatalytique de O2 [114]. 
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I.4. Conclusion, enjeux et description de l’étude 

 

  La biopile est une source électrique ayant de grands potentiels. Parmi les différents types des 

biopiles, les biopiles enzymatiques, surtout celles à glucose/O2, attirent de plus en plus 

l’attention en raison de leurs taux biocatalytiques bien élevés et les applications in vivo. Les 

challenges principaux pour le développement des biopiles enzymatiques  sont la stabilité des 

enzymes sur les électrodes à long terme et l’efficacité du transfert d’électron entre l’enzyme et 

l’électrode, ce qui influence la puissance des biopiles. 

  Une grande partie de la recherche se focalise sur la réalisation d’une communication 

électronique efficace entre l’enzyme et l’électrode. Pour cela, beaucoup de nouveaux 

méthodes et matériaux pour l’immobilisation de l’enzyme sont développés. Et les 

nanomatériaux commencent à être intégrés dans la structure de l’électrode enzymatique. 

L’ingénierie des protéines est également une stratégie favorable. 

  Cette thèse se concentre sur le développement de la biocathode enzymatique en carbone 

modifiée avec la laccase qui est capable de catalyser la réduction du dioxygène. L’objectif est 

d’optimiser la performance de cette biocathode en augmentant la quantité de la laccase 

immobilisée et favoriser le transfert d’électron entre la laccase et l’électrode.  

  La laccase a été immobilisée de façon covalente à la surface de l’électrode fonctionnalisée 

avec des méthodes différentes : la réduction du diazonium et le plasma à pression atmosphère. 

Les différentes méthodes de fonctionnalisation et immobilisation ont été étudiées en mesurant 

le courant catalytique de la réduction du dioxygène et l’activité de la laccase pour atteindre 

une quantité maximale de la laccase immobilisée.  

  L’oxydation des sucres à la surface de la laccase a été effectuée pour permettre l’orientation 

de la laccase à la surface de l’électrode afin de favoriser le transfert d’électron entre l’enzyme 

et l’électrode. 
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II. 1. Prétraitement de la surface de l’électrode graphite 

 

  Les électrodes de carbone utilisées sont préparées avec des tiges de carbone graphite 

commercialisées (S = 0,385 cm2, d = 7 mm, Mersen, France). 

  Deux types de surface ont été préparés : 

  Surface ‘‘lisse” : l’électrode est polie avec du papier de carbure de silicium (SiC)  de type 

P800 (la taille moyenne des grains est de 21,8 µm, Struers, Danemark) avec de l’eau pendant 

une minute puis avec du papier abrasif de type P1200 (taille moyenne des grains est 15,3 µm) 

et P2400 (la taille moyenne des grains est de 10 µm) pendant deux minutes pour chaque type 

d’abrasif. Ensuite, l’électrode est polie sur des toiles à polir (LAM PLAN, France) avec de la 

pâte à diamant (LAM PLAN, France) constituée de particules de tailles décroissantes (1 µm 

puis 1/4 µm) pendant deux minutes respectivement. Elle est ensuite rincée avec de l’eau 

distillée et séchée à l’air. 

  Surface ‘‘rugueuse” : L’électrode est polie avec du papier abrasif (PRESI, France) de type 

P80 (la taille moyenne des grains est de 201 µm) avec de l’eau pendant une minute. Elle est 

ensuite rincée avec de l’eau distillée et séchée à l’air. La rugosité de la surface (Ra) est 

déterminée par ‘‘Veeco Dektak 6M Stylus surface profiler’’. La moyenne des valeurs de 

rugosité a été calculée en utilisant  le logiciel de ‘‘Veeco 32m profiler’’. La rugosité (Ra) de la 

surface “rugueuse” est d’environ (2500±250) nm. Pour la suite du texte, ce type de surface est 

appelée electrode nue. 

 

 

II.2. Matériels et méthodes électrochimiques 

 

II.2.1. Matériels électrochimiques  

 

  Le montage électrochimique est constituée d’un système classique à trois électrodes, une 

électrode de travail en carbone graphite, une contre électrode de platine et d’une électrode de 

référence au calomel saturé. En milieu organique, un pont, rempli par le même solvant et le 

même support électrolyte que dans la cellule électrochimique, est utilisé pour électrode de 

référence. 
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  L’ensemble est piloté par un potentiostat (modèle 263A, AMETEK, USA) et un logiciel de 

« Power Suite ». 

 

II.2.2. Fonctionnalisation de surface par réduction électrochimique d’un sel de diazonium 

 

II.2.2.1 Fonctionnalisation de la surface de l’électrode avec des groupements amines    

  Du 4-nitrobenzene-diazonium tetrafluorobonate (C6H4N3O2·BF4, 2 mM et 5 mM) a été dissout 

en milieu acétonitrile anhydre avec du tetrabutylammonium tetrafluoroborate, Bu4NBF4 (0,1 

M). Cette solution a été dégazée sous azote pendant 15min. La réduction du 4-nitrobenzene-

diazonium a été réalisée par voltammétrie cyclique entre 0,77 V et -0,03 V (vs SCE) pendant un 

cycle (50 mVs-1) sur une électrode de carbone graphite (CG) (voir figure 2.1).  

 
Figure 2.1 : Fonctionnalisation de l’électrode avec les groupements d’aminophényle et 
d’hydroxylaminophényle. 

 

  Lors du balayage en potentiel, un pic en réduction est visible à 0,49 V (voir figure 2.2). Ce 

pic est attribué à la formation d’un radical aryl. Lors du deuxième cycle, le courant faradique 

cathodique est nettement plus faible par rapport au premier cycle.  

 

Figure 2.2 : Voltammétrie cyclique d’une électrode de carbone graphite nue dans 5×10-3 M de 
4-nitrobenzene-diazonium tetrafluorobonate et 0,1M de Bu4NBF4 (v=50 mVs-1) en milieu 
acétonitrile (premier cycle en bleu et deuxième cycle en rouge). 
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  La réduction du 4-nitrobenzene-diazonium a également été réalisée par chronoampérométrie 

pendant 30 secondes à un potentiel de 0,25 V (vs ECS). La figure 2.3 représente la variation 

du courant de réduction du diazonium en fonction du temps. 

 

Figure 2.3 Chronoampérommétrie d’une électrode de carbone graphite nue dans 5×10-3 M de 
4-nitrobenzene-diazonium tetrafluorobonate et 0,1 M de Bu4NBF4 (v=50 mVs-1) en milieu 
acétonitrile. 
 
  Après l’attachement des nitrophényles, l’électrode a ensuite été ensuite rincée à l’eau et 

transférée dans un mélange éthanol : eau 1:9 (volume à volume) contenant 0,1 M de KCl 

préalablement dégazée. Deux cycles de balayage en potentiel ont été réalisés entre 0,02 V et  

-1,38 V (vs SCE) à une vitesse de 10 mVs-1 pour réduire les groupements nitro des cycles 

phényles attachés à la surface de l’électrode. Au premier cycle, un pic de réduction 

irréversible est visible à 0.97 V (voir figure 2.4). Ce pic est attribué à la réduction de 

groupement nitro (NO2) en groupement amine (NH2) et disparait au deuxième cycle. Cela 

indique qu’il n’y a pas de réduction de groupements nitro lors du second cycle. 

 
Figure 2.4 : Réduction des groupements nitro dans une solution EtOH :H2O 1:9v/v contenant 
0,1 M de KCl (premier cycle en bleu et deuxième cycle en rouge). 
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II.2.2.2. Fonctionnalisation de la surface de l’électrode avec des groupements carboxyliques  

  La surface des électrodes a été fonctionnalisée avec des groupements carboxyliques par 

réduction du 4-carboxybenzène diazonium selon deux protocoles : 

Protocole A : le diazonium préalablement synthétisé a été dissout dans la cellule 

électrochimique puis réduit en milieu aqueux (H2SO4, 0,1 M). 

Protocole B : le diazonium a été synthétisé in situ dans la cellule électrochimique [1], [2]: 

  Le précurseur, l’acide 4-aminobenzoïque (5 mM), portant un 4-amino-benzène, a réagi avec 

un équivalent de nitrite de sodium, NaNO2 (5 mM) et 0.5 M d’acide chlorhydrique en milieu 

aqueux sous agitation à température ambiante pour générer in situ des cations de diazonium,  

4-carboxybenzène-diazonium (voir figure 2.5). Pour cela, 1mM de NaNO2 (0.1 M) a été ajouté 

progressivement dans la solution aqueuse contenant 5mM d’acide 4-aminobenzoïque et 0,5 M 

d’acide chlorhydrique sous agitation à température ambiante. On a laissé réagir cette solution 

pendant 15 minutes puis elle a été dégazée sous azote. 

HOOC NH2

(1 eq)

+ NaNO2

(1 eq)

HCl (0,5 M)

N N+HOOC

 
Figure 2.5 : Génération in situ des cations de 4-carboxybenzène-diazonium 

 
  Le 4-carboxybenzène-diazonium (synthétisé préalablement ou généré in situ) a été réduit par 

voltammétrie cyclique entre 0,6 V et -0,5 V (vs SCE) pendant un cycle (50 mVs-1) sur une 

électrode de carbone graphite (CG) (voir figure 2.6). Lors du balayage en potentiel, deux pics 

de réduction sont visibles à -0.24 V et 0.21 V qui sont attribués à la formation d’un radical 

aryl qui forme ensuite une liaison covalente avec le carbone à la surface. Si on réalise un 

deuxième cycle, le courant faradique cathodique est significativement plus faible comparé au 

premier cycle. Ceci confirme le blocage de la surface dû à l’attachement du radical aryl sur la 

surface. 
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Figure 2.6 : Réduction du 4-carboxybenzène-diazonium (5×10-3 M) (a) généré in situ, (b) 
synthétisé préalablement à la surface d’une électrode de carbone graphite nue en milieu 
aqueux (v=50 mVs-1, premier cycle en bleu et deuxième cycle en rouge). 

 

 

II.2.2.3. Fonctionnalisation de la surface d’électrode avec des groupements hydrazides 

 

II.2.2.3.1. Formation de la fonction hydrazide à la surface fonctionnalisée avec l’ester  
                  méthylique (méthode 1) 

  Tout d’abord, la surface de l’électrode a été fonctionnalisée avec un groupement ester 

méthylique. Le protocole que nous avons suivi est le même que celui pour le  

4-carboxybenzène-diazonium (II.2.2.2). Pour cette fonctionnalisation, nous avons travaillé à 

partir du précurseur méthyl 4-aminobenzoate (voir figure 2.7).  

H2N C

O

O CH3

(1 eq)

+ NaNO2

(1 eq)

HCl (0,5 M)

N+ CN

O

O CH3

 
Figure 2.7 : Génération in situ des cations de 4-(methoxycarbonyl)benzene diazonium. 

 

  Le 4-(methoxycarbonyl)benzene diazonium généré in in situ a été réduit par voltammétrie 

cyclique entre 0,6 V et -0,9 V (vs SCE) pendant un cycle (50 mVs-1) sur une électrode de 

carbone graphite (CG) (voir figure 2.8). 
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Figure 2.8 : Réduction du 4-(methoxycarbonyl)benzene diazonium (5×10-3 M) à la surface 
d’une électrode de carbone graphite nue en milieu aqueux (v=50 mVs-1, premier cycle en bleu 
et deuxième cycle en rouge). 

 

  L’ester méthylique à la surface de l’électrode a ensuite réagi avec une solution à 10mM 

d’hydrazine (NH2NH2) ou hydrazine protégé (NH2NHboc) en milieu basique (tampon 

carbonate de 0,2 M, pH=9,7) pendant une nuit pour former une fonction hydrazide [3] (voir 

Figure 2.9). Une étape supplémentaire de déprotection de l’hydrazide a été réalisée en 

trempant l’électrode dans une solution de H3PO4 (1 M) pendant 30 minutes pour le cas de 

l’hydrazine protégée. 

 

C
O
O CH3

NH2N
H2 (1

0 mM)
C

O
NH NH2

C
O
NH NHboc C

O
NH NH2

H3PO4 (1 M)
NH

2NHboc (10 mM)  

Figure 2.9 Formation de la fonction hydrazide à la surface fonctionnalisée avec l’ester 
méthylique (méthode 1). 

 

 
II.2.2.3.2. Formation de la fonction hydrazide à la surface fonctionnalisée avec un groupement  
                 carboxylique (méthode 2) 

  La surface de l’électrode a été fonctionnalisée avec un groupement carboxylique par 

réduction du 4-carboxybenzène-diazonium généré in situ. 
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  Le groupement carboxylique à la surface de l’électrode a ensuite réagi avec une solution à 

5mM d’hydrazine protégé (NH2NHboc) dans le tampon phosphate de 10mM (pH=7) en 

présence de 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide  (EDC, 10 mM) et N-

Hydroxysuccinimide (NHS, 5 mM) pendant une nuit. L’électrode a ensuite été trempée dans 

une solution de H3PO4 (1 M) pendant 30 minutes pour réaliser la déprotection de l’hydrazide. 

 

C
O
OH C

O
NHNHboc

NH2NHboc

EDC, NHS, pH 7
C

O
NH NH2

H3PO4 (1 M)

 

Figure 2.10 : Formation de la fonction hydrazide à la surface fonctionnalisée avec un 
groupement carboxylique. 

 

 

II. 3. Fonctionnalisation de surface par traitement du plasma 

 

II.3.1. Réacteur plasma utilisé pour le traitement de surface de l’électrode 

 

  Un réacteur à jet de plasma hors équilibre à pression atmosphérique (APPJ) de la société 

Plasmatreat (Plasmatreater AS400) (Figure 2.11 et 2.12)[4], [5] a été utilisé pour activer et 

fonctionnaliser la surface des électrodes de carbone par des groupements carboxyliques et 

amines en utilisant respectivement l’air ou l’oxygène et l’azote. Par ailleurs, le plasma est 

susceptible de modifier la rugosité de surface des électrodes par gravure chimique du substrat 

en formant des espèces volatiles. Toutes les expériences ont été effectuées en environnement 

atmosphérique. Par conséquent, l'air ambiant était susceptible d'interagir avec l'échantillon et 

le jet de plasma. 

            

 
Figure 2.12 La torche plasma se déplace à 
l’aide d’un robot 2 axes. Le déplacement de 
la torche permet de contrôler le temps de 
traitement du substrat [5]. 

Figure 2.11 Le système laboratoire 
Plasmatreater AS 400 Openair® [4]. 
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  Une haute tension pulsée (I = 4 A, U = 320 V, f = 20 kHz) est appliquée entre deux électrodes 

métalliques séparées par  un matériau diélectrique (figure 2.13). L’arc ainsi créé permet 

d’ioniser le flux gazeux d’air ou d’oxygène (Q = 2400 L/h) et de former un jet de plasma 

d’environ 20 mm de long et 6 mm de diamètre à la sortie d’une buse. Le jet plasma est 

relativement chaud et peut attendre des températures comprises entre 500 K et 1000 K en 

fonction des conditions opératoires. Ainsi l’échauffement de l’électrode durant le traitement 

dépend de la durée de traitement de cette dernière et donc de la vitesse à laquelle le jet de 

plasma se déplace au dessus de la surface. Dans les conditions standards de traitement, le jet se 

déplace à une vitesse de 15 m/min et la température du substrat atteint environ 100-120 °C.  

  La modulation de la puissance fournie au plasma est assurée grâce au contrôle du temps de 

cycle (Plasma Cycle Time ou PCT). Pour un PCT de 100%, la durée d’impulsion est égale à la 

durée de pause, ainsi pour une fréquence d’impulsion de 20 kHz (T = 50 µs), le temps 

d’allumage (Ton) est égal au temps d’extinction (Toff) soit 25 µs, alors que pour un PCT de 

50%, Ton = 16 µs et Toff = 34 µs. 

 
Figure 2.13 Photographie et schéma représentant le système APPJ  utilisé pour activer et 
fonctionnaliser la surface de l’électrode de carbone [6]. 

 

 

II.3.2 Fonctionnalisation de la surface de l’électrode avec les groupements carboxyliques  
          et amines 

 

  Le traitement a été réalisé avec un PCT de 50% (Ton = 16 µs et Toff = 34 µs) en utilisant de 
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l’azote (pureté 99.999%), l’air atmosphérique ou bien de l’air enrichi en dioxygène (pureté 

99.999%, à une pression d’entrée de 5 bars). Une tension de plasma (U) de 315 V (90% de la 

valeur maximale) a été appliquée. La distance de la buse du plasma par rapport à la surface à 

traiter a été fixée à 10 mm. Les effets du PCT (30%, 50%, 100%), du nombre du passage (Ps, 

1 et 3), de la vitesse du jet (5, 15, 20 et 40 m∙min-1), et de la nature du gaz du plasma (azote, 

air atmosphérique et air + oxygène) sur la fonctionnalisation de la surface de l’électrode ont 

été évalués.  

 

 

II. 4 Immobilisation de la laccase à la surface fonctionnalisée 

 

II.4.1. Laccase utilisée pour modifier la surface de l’électrode 

 

  La laccase est produite à partir de Trametes versicolor (ATCC 32745), un champignon de la 

pourriture blanche dont le taux de production de laccase peut être fortement stimulé en 

présence de xénobiotiques qualifiés d’ « inducteurs ». Nous avons utilisé comme inducteur la 

2,5-diméthylaniline (ou 2,5-xylidine). La souche de T. versicolor (ATTC 32745) produit au 

moins deux laccases, dites A et B. Nous avons utilisé la laccase B pour les expériences de 

l’immobilisation de l’enzyme. La production de laccase B est induite en présence de 2,5-

xylidine. La laccase B induite a été purifiée selon un protocole incluant deux 

chromatographies sur résine échangeuse d’anion et d’interaction hydrophobe. Une protéine 

apparemment homogène sur gel d’électrophorèse a été obtenue. Cinq litres de milieu de 

culture ont été suffisants pour obtenir quelques milligrammes de laccase nécessaires aux 

essais de cristallisation. La laccase purifiée (autour de 900 U∙mL-1) est stockée à -20 °C dans 

un tampon phosphate (50 mM, pH 6.8) en présence de glycérol (15% massique).  

 

 

II.4.2. Mesure de l’activité da la laccase 

 

  Nous avons utilisé le 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6- acide sulphonique (ABTS, voir 

figure 2.14) comme substrat pour mesurer l’activité de la laccase en solution et également à la 
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surface de l’électrode.1 unité (U) de la laccase correspond 1 micromole de substrat transformé 

par minute (µmol∙min-1). 

N

S
N

S

O

O

OH N

S
N

S
O

O OH

 

Figure 2.14 Structure de l’ABTS 

 
  On suit la cinétique de l’oxydation de l’ABTS2- (voir équation 2.1) en mesurant l’absorbance 

de la solution à Ȝ=420 nm au spectromètre UV-visible (VARIAN Cary-50 Series UV-visible 

Spectrophotometer) à la température de 30 °C.  

4 ABTS2-  +  O2  +  4H+  ===  4 ABTS-∙  +  2 H2O                   (2.1) 
 

  Une courbe de l’absorbance en fonction du temps est obtenue. La pente (dAbs/dt) de cette 

courbe linéaire croissante permet de calculer la vitesse de formation du radical et ainsi 

l’activité de la laccase en solution ou à la surface de l’électrode. 

  A partir de la loi de Beer Lambert, nous avons :  

           A = ܭ ∙ l ∙ C =  
İ ή ୬ ή ୪                                                       (2.2) 

 

où A est densité optique (sans unité) ;  

İ est coefficient d'extinction molaire de ABTS à 420 nm (36000 L∙mol-1∙cm-1);  

l correspond à l'épaisseur de la cuvette utilisée (1 cm) ; 

n est la quantité de matière d’ABTS (en mol) 

V est volume de la solution d’ABTS (10-3 L pour la laccase en solution et 2×10-3 L pour la 

laccase à la surface) 

  Donc                            

                                n =  
 ή 
İ ή ୪                                                            (2.3) 

  Nous pouvons alors décrire l’activité de l’enzyme avec l’équation : 
 

Activité (U) =  ୢ
୬ሺµ୫୭୪ሻୢ୲ሺ୫୧୬ሻ   = 106 ×  ୢ

୬ሺ୫୭୪ሻୢ୲ሺ୫୧୬ሻ  = 106 × ୢ
ୢ୲  × 

ᖡ ή ୪               (2.4) 

 
 
 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Densit%C3%A9_optique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cuvette_(analyse)
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II.4.2.1. Activité da la laccase en solution 

  Le support de cuve du spectrophotomètre est thermostaté à 30 °C. Dans une cuve de 1,5 mL 

semi-micro sont déposés : 

    - 940 µL de tampon citrate-phosphate (CPB) à 0,25 M, pH 3 saturé en air par bullage. 

    - 50 µL d’une solution mère à 20mM d’ABTS dans l’eau. 

  La cuve est placée sur bloc chauffant pendant 10 minutes (jusqu’à ce que la solution atteigne 

30 °C). Puis 10 µL de la solution contenant l’enzyme est ajoutée, la cuve est agitée 

manuellement et la mesure est réalisée sur 1min. 

  A partir de l’équation (2.4), en entrant la valeur de V (10-3 L), nous pouvons alors calculer 

l’activité de la laccase par millilitre d’enzyme (en U/mL) dans la solution : 

2,7777 × ୢ
ୢ୲                                                          (2.5) 

 
 

II.4.2.2 Activité da la laccase à la surface de l’électrode  

  L’électrode est trempée dans 2mL de la solution d’ABTS (la même solution que II.4.2.1) 

dans une cuve sous agitation par un barreau magnétique pendant 1 minute. 

  A partir l’équation (2.4), en entrant la valeur de V (2×10-3 L), nous pouvons calculer 

l’activité de la laccase (en U) à la surface de l’électrode par l’équation : 

5,56 × 10-2 × ୢ
ୢ୲                                                 (2.6) 

 

 

II.4.3 Immobilisation de la laccase à la surface fonctionnalisée  

 

II.4.3.1 Immobilisation de la laccase à la surface de l’électrode fonctionnalisée avec –NH2 

  Nous avons été inspirés dans un premier temps d’un protocole décrit dans la littérature, celui 

de Vaz Dominguez [7], décrit ci-dessous : 

  5 µL d’une solution de laccase (200 U/mL, dans tampon phosphate 10 mM, pH=7) a été 

déposé sur l’électrode et maintenu pendant 20 minutes pour favoriser la concentration et 

l’orientation de l’enzyme à la surface de l’électrode. 4,5 µL de la solution de NHS (20 mM, 
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dans tampon phosphate 10 mM, pH=7) et 5,5 µL de la solution d’EDC (40 mM, dans tampon 

phosphate 10 mM, pH=7) ont été ensuite déposés sur l’électrode pour être mélangés avec la 

solution de laccase. Ce mélange a été ensuite maintenu sur l’électrode pendant 2 h à 

température ambiante pour former une liaison covalente à la surface de l’électrode. 

  L’électrode modifiée a ensuite été lavée dans 10 mL de tampon phosphate 10 mM (pH=7) 

pendant 30 minutes sous agitation pour éliminer tous les composants non liés à l’électrode. Ce 

lavage a été répété deux fois en changeant la solution de tampon. Au bout de deux lavages, on 

ne détecte plus d’activité dans la solution de lavage. Lorsque ce n’est pas le cas, le lavage est 

répété jusqu’à ce qu’aucune activité laccase ne soit plus détectée. L’électrode est ensu ite 

conservée dans un tampon phosphate 10 mM, pH=7 à 4 °C pour une utilisation ultérieure. 

  Ce protocole a été suivi en utilisant 10 µL de la solution de laccase au lieu de 5 µL. Comme 

nous avons une électrode dont la surface est 5,4 fois plus importante que celle de l’électrode 

utilisée par Vaz Dominguez et al., nous avons doublé le volume de la solution pour bien 

couvrir la surface de l’électrode. 

 

 

II.4.3.2 Immobilisation de la laccase à la surface de l’électrode fonctionnalisée avec –COOH 

 

II.4.3.2.1 Immobilisation de la laccase 

  Cette fois, on va d’abord activer les groupements carboxyliques à la surface du carbone, puis 

qu’ensuite la laccase est déposée en surface. 

  4,5µL de la solution de NHS (20mM, dans tampon phosphate 10 mM, pH=7) et 5,5µL de la 

solution d’EDC (40mM, dans tampon phosphate 10 mM, pH=7) ont été mélangés et déposés à 

la surface de l’électrode et maintenus pendant 20min à température ambiante pour activer les 

groupements carboxyliques à la surface de l’électrode. 10µL d’une solution de laccase  

(200 U/mL, dans tampon phosphate 10 mM, pH=7) ont ensuite été rajoutés à la surface de 

l’électrode. La goutte mélangée a été maintenue pendant 2 heures à température ambiante. 

  L’électrode modifiée a été ensuite lavée dans 10 mL de tampon phosphate 10 mM (pH=7) 

pendant 30 minutes sous agitation pour enlever la laccase non adsorbée. Ce lavage a été 

répété deux fois en changeant la solution de tampon. Au bout de deux lavages, on ne détecte 

plus d’activité dans la solution de lavage. Lorsque ce n’est pas le cas, le lavage est répété 

jusqu’à ce qu’aucune activité laccase ne soit plus détectée. L’électrode est ensuite conservée 
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en tampon phosphate 10mM, pH=7 à 4 °C pour une utilisation ultérieure. 

 

II.4.3.2.2 Immobilisation de la laccase oxydée 

  D’autres protocoles ont été utilisés : 

  20µL d’une solution de la laccase ont été déposés et maintenus pendant 2 heures à la surface 

de l’électrode fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques à température ambiante. La 

goutte de laccase a ensuite été retirée de la surface. 20 µL d’un mélange NHS 4,5 mM et EDC 

11 mM dans tampon phosphate 10 mM, pH=7) ont ensuite été déposés à la surface de 

l’électrode et maintenus pendant 2 heures. L’électrode a ensuite été lavée selon le protocole 

précédemment décrit. 

 

  Pour chacune des électrodes fonctionnalisées, la laccase a également été immobilisée par 

adsorption sur la surface, en absence d’EDC/NHS mais pendant la même durée que dans le 

cas de l’immobilisation covalente. Ceci afin de comparer les deux méthodes d’immobilisation 

et de tenter d’estimer quelle est l’influence du processus d’adsorption dans l’immobilisation 

puisque le processus d’adsorption de l’enzyme à la surface a lieu, même dans le cas d’une 

immobilisation covalente. En effet, l’expérience d’adsorption de la laccase peut être un 

contrôle pour vérifier l’immobilisation covalente de la laccase sur l’électrode, puisque la 

quantité de la laccase immobilisée de façon covalente sur l’électrode est généralement 

supérieure à celle de la laccase adsorbée dans la même condition. 

 

 

II.4.4. Oxydation de la laccase  

 

  Dans un premier temps, le glycérol a été éliminé de la solution stock de laccase par 

chromatographie d’exclusion (par la taille, filtration sur gel) puis la laccase a été oxydée en 

présence de NaIO4, qui a ensuite été éliminé par une nouvelle filtration sur gel. 

  L’oxydation de la laccase a été réalisée selon un protocole précédemment publié [8]. Le 

protocole utilisé a été le suivant : 

  150 µL d’une solution concentrée de laccase (900 U/mL) ont été déposés sur la colonne de 

filtration (Amersham Biosciences, PD-10, Suède) pour enlever le glycérol de la solution de 
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laccase. Des échantillons de 500 µL ont été récupérés à la sortie de la colonne. L’essentiel de 

l’activité laccase était contenu dans quatre de ces aliquotes, soit au total 2 mL qui ont été 

utilisés pour l’étape d’oxydation. 100 µL de periodate de sodium (NaIO4)(0,1 M, dans tampon 

pH7, 0,1 M) a été ajouté dans 2 mL de la solution de la laccase récupérée pour oxyder 

l’enzyme. Cette solution a été gardée pendant 30 minutes à l’abri de la lumière à température 

ambiante. La solution de la laccase oxydée chromatographiée sur colonne P10 pour enlever le 

NaIO4. L’enzyme oxydée a ensuite été concentrée par ultrafiltration (AMicon, Y M-30) 

jusqu’à obtenir une activité de 100 U/mL. 

 

 

II. 5. Caractérisation des surfaces fonctionnalisées et de laccase immobilisée 

 

II.5.1. Mesure de l’angle de contact 

 

  La détermination de l’énergie libre de surface permet de qualifier les modifications 

morphologiques et chimiques de l’extrême surface. L’évolution de l’énergie de la surface 

fonctionnalisée en fonction des paramètres opératoires a été étudiée à l’aide de la technique de 

mesure de la mouillabilité des surfaces par angle de contact. Cette technique consiste à 

mesurer le travail réversible d’adhésion des forces d’interaction mise en jeu lors de la 

formation d’une interface entre un solide et un liquide. La figure 2.15 illustre le principe de 

cette méthode. Lorsqu’une goutte de liquide est déposée sur une surface, l’angle entre la 

tangente à la goutte au point de contact et la surface solide est appelée angle de contact. 

L’interaction liquide/surface est régie par les trois paramètres suivants :  

- ȖSV énergie libre de surface du solide (J/m2) 

- ȖLV énergie libre de surface du liquide (J/m2) 

- ȖSL énergie libre interfaciale solide-liquide (J/m2) 

 
Figure 2.15 Représentation des énergies libres de surface. 

 

  L’équilibre du système est donné par la relation de Young (Equation 2.7) qui est la base de la 

Liquide (L) 

ȖLV 

Electrode de carbone ȖSL ȖSV 
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majorité des méthodes de calcule de l’énergie de surface : 

ȖSV = ȖSL + ȖLV ∙ cosș                                          (2.7) 

  Le travail d’adhésion entre une surface solide et un liquide peut  s’exprimer à l’aide de 

l’équation combinée de Young-Dupré (Equation 2.8) qui donne une relation directe entre 

l’adhésion thermodynamique et l’angle de contact de la goutte de liquide déposée sur la 

surface fonctionnalisée : 

WSL = ȖLV (1 + cos ș)                                         (2.8) 

Avec :  

ȖLV : énergie libre de surface du liquide  

ș : angle de contact du liquide sur la surface fonctionnalisée 

 

  La mesure de l’angle de contact rend compte de l’aptitude du liquide choisi à s’étaler sur la 

surface d’un solide ; elle permet de qualifier la surface après traitement : hydrophobe (grand 

angle, faible énergie de surface) ou hydrophile (petit angle, grande énergie de surface). La 

mesure peut se faire soit à l’équilibre (mouillage statique), soit pendant une augmentation ou 

une diminution du volume de la goutte sur la surface ou bien pendant un déplacement de cette 

goutte (mouillage dynamique : hystérésis). Dans ce travail, les mesures des angles de contact 

ont été réalisées en mode statique avec un appareil de capture vidéo (Digidrop GBX-3S 

system, France) immédiatement après la fonctionnalisation de la surface. Le dispositif 

expérimental, disponible au « Laboratoire  des Procédés Plasma et Traitements de Surfaces » 

à l’ENSCP, est décrit à la figure 2.16. 

 

  Il se compose : 

- d’une source de lumière blanche 

- d’une micro-seringue permettant de déposer un volume précis de liquide sur le porte-

échantillon sur lequel est déposé le substrat 

- d’une caméra reliée à un ordinateur qui permet à l’aide d’un logiciel de traitement 

d’image de visualiser la goutte déposée. 
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Figure 2.16 Dispositif de la mesure de l’angle de contact 

 

  Pour chaque mesure, une goutte d’eau distillée de 6 µL a été déposée à la surface de 

l’électrode et l’image de la goutte d’eau a été enregistrée en continu en fonction du temps 

jusqu’à l’équilibre. Une valeur moyenne a été calculée à partir de trois analyses effectuées en 

différents endroits de l’échantillon. Les valeurs d’angle de contact sont données à ±3° compte 

tenu des incertitudes de lecture.  

 

 

II.5.2. Quantification des groupements carboxyliques 

 

La molécule toluidine bleue (TBO), un colorant absorbant à 633 nm (cf. figure 2.17), a été 

utilisé comme sonde pour déterminer la quantité de groupements carboxyliques à la surface de 

l’électrode [9].                                             

 

Figure 2.17 : Structure du TBO et son absorbance à Ȝ=633 nm à UV-visible. 

0 

0,5 

1 

1,5 

2 

200 400 600 800 1000 

A
bs

or
ba

nc
e

 

 Ȝ (nm) 

Caméra 

Microseringue 

Source lumineuse 

ș 

N

S

H3C

H2N N
CH3

CH3

Cl-



62 
 

 

  L’électrode fonctionnalisée avec des groupements carboxyliques a été plongée dans 1 mL de 

solution de TBO (5×10-4 M) préparée en milieu basique (NaOH, pH 10) pendant 6 heures 

sous agitation. En milieu basique, les groupements carboxyliques sont déprotonnés et chargés 

négativement. Les colorants chargés positivement peuvent s’accrocher aux groupements 

carboxyliques par interaction électrostatistique.  

Ensuite, deux étapes de lavage ont été réalisées afin d’éliminer les TBOs adsorbées à la 

surface. Elles consistent à plonger l’électrode dans une solution de NaOH (pH 10) puis dans 

de l’eau distillée sous agitation pendant 15 minutes à deux reprises.  

Après les lavages de la surface, l’électrode a été trempée dans 150 µL d’acide acétique 

(50%, volumique) pendant 10 minutes. En milieu acide, les groupements carboxyliques ne 

sont plus chargés négativement et les colorants accrochés sur des les groupements 

carboxyliques sont relargués dans la solution d’acide acétique. L’absorbance de cette solution 

est mesurée à Ȝ=633 nm au spectrophotomètre UV-visible. Une électrode sans traitement a été 

utilisée comme témoin.  

La concentration en TBO (C, mol∙L-1) est déterminée à partir de la loi de Beer-Lambert : 

A= İ ∙ l ∙ C                                                   (2.2) 

où A est densité optique (sans unité) ;  

İ est coefficient d'extinction molaire (en L∙mol-1∙cm-1) ;  

l correspond à l'épaisseur de la cuvette utilisée (1 cm) ; 

C est la concentration molaire de la solution (en mol∙L−1) 

 

  Le coefficient d’extinction molaire est déterminé à partir d’une courbe de calibration réalisée 

pour des concentrations de TBO comprises entre 10-6 et 1.5×10-5 mol∙L-1 (cf. figure 2.18). On 

a ainsi établi que İ = 26400 L∙mol-1∙cm-1. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Densit%C3%A9_optique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cuvette_(analyse)
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Figure 2.18 : Courbe de calibration du TBO à 633 nm 

 

  La concentration en TBO (C, mol∙L-1) est ensuite convertie en densité de groupements 

carboxyliques à la surface (ī, mol∙cm-2) par la formule suivante :  

ī = 
େήୗ                                                                (2.9) 

où V est le volume de la solution d’acide acétique (1.5 ×10-4 L) ; 

S est la surface géométrique de l’électrode (en cm2) ; 

  Ce calcul est à base sur la supposition que 1 mole de TBO s’accroche sur 1 mole de 

groupements carboxyliques.  

 

 

II.5.3. Quantification des groupements amines 

 

II.5.3.1. Détermination colorimétrique de la densité surfacique des groupements amines  

  La densité des groupements amines à la surface de l’électrode de carbone a également été 

déterminée en utilisant l’ester 3-(2-pyridyldithio) propionic acid N-hydroxysuccinimide 

(SPDP) en suivant le protocole publié par M. Minier [10]. 
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Figure 2.19 Principe de la méthode de détermination des groupements amines avec SPDP. 

 

  L’électrode fonctionnalisée est d’abord trempée dans 100 µL d’une solution de SPDP  

(10 mM, dans DMF) pendant 1 heure à température ambiante. Le SPDP peut réagir avec le 

groupement amine à la surface de l’électrode par formation d’une liaison amide. Elle est 

ensuite lavée dans 10 mL de DMF pendant 30 minutes sous agitation pour enlever le SPDP 

non lié avec le groupement amine. Ce lavage a été répété deux fois en changeant le DMF. Et 

puis l’électrode est trempée dans 200 µL de la solution aqueuse de DTT (20 mM) pendant 30 

minutes pour que le DTT coupe la liaison S-S sur l’électrode et relargue le 2-pyridinethiol qui 

absorbe à 343 nm. Après avoir retiré l’électrode, l’absorbance de cette solution est mesurée à 

Ȝ=343 nm au spectrophotomètre UV-visible. Une électrode fonctionnalisée par réduction du 

4-nitrobenzene-diazonium sans réduire les groupements nitro à la surface a été utilisée comme 

témoin. 

La concentration  en 2-pyridinethiol est déterminée à partir de la loi de Beer-Lambert 

(équation 2.2) où İ, le coefficient d'extinction molaire de 2-pyridinethiol, est de  

8080 L∙mol-1∙cm-1. La concentration en 2-pyridinethiol (C, mol∙L-1) est ensuite convertie en 

densité de groupements amines à la surface (ī, mol∙cm-2) par la formule suivante :  

ī = 
େήୗ                                                                (2.9) 

où le volume de la solution de DTT est de 2 ×10-4 L. 

 

 

 

 

 

 

 

2-pyridinethiol  

(Absorbé à 343nm) 
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II.5.3.2. Détermination de la densité surfacique des groupements amines avec une sonde                     
               ferrocène aldéhyde 
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Figure 2.20 Principe de la méthode de détermination des groupements amines avec ferrocène 
aldéhyde. 
 
  La densité des groupements amines à la surface a été déterminée en utilisant un ferrocène 

fonctionnalisé par une fonction aldéhyde susceptible de réagir avec les fonctions amines de la 

surface de l’électrode pour former une base de Schiff [11]. Pour cela, l’électrode 

fonctionnalisée a été trempée dans une solution qui contenant 50 équivalents de ferrocène 

aldéhyde (dans du méthanol) en supposant que la densité des groupements amines sur la 

surface est de 2×10-9 mol/cm2. La réaction est réalisée sous agitation, dans l’obscurité et 

pendant 2 heures. Le système est placé sous atmosphère d’argon pour le protéger. 125 

équivalents de NaBH4 ont ensuite été ajoutés progressivement dans le système pour réduire la 

base de Schiff. La deuxième étape dure également 2 heures et sous agitation. Le ferrocène 

couplé de façon covalente à la surface sert alors de sonde électrochimique. La figure 2.21 

présente les pics redox de ferrocène aldéhyde libre dans une solution de KNO3 sur une 

électrode nue. 

 

Figure 2.21 Voltammétrie cyclique d’une électrode nue dans la solution de ferrocène aldéhyde 
contenant 0,1 M de KNO3. 
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  L’électroactivité de l’électrode après l’immobilisation du ferrocène aldéhyde a été mesurée 

dans la solution contenant le support d’électrolyte KNO3 par voltammétrie cyclique. Le 

potentiel est balayé entre 0,9 et -0,3 V (vs SCE) avec une vitesse de 200 mVs-1. Les pics 

redox en réduction et en oxydation du ferrocène sont respectivement attendus à 0,2 V et 0,7 V. 

 

 

II.5.4. La microscopie électronique à balayage 

 

  La microscopie électronique à balayage (MEB) permet de visualiser la surface d’un matériau 

conducteur jusqu’à des détails micro ou nanométriques selon le type d’appareil et le matériau 

utilisé. Le principe est basé sur l’interaction électron-matière. Un faisceau incident d’électrons 

balaye la surface de l’échantillon inclinée. La diffusion inélastique de ces électrons à travers 

le matériau provoque l’émission d’électrons secondaires provenant des niveaux de cœur des 

atomes. La quantité émise est fonction de la topographie de la surface. La profondeur 

analysée est de l’ordre de 1 µm pour une distance de travail de 10 mm.  

  Nos mesures ont été réalisées au laboratoire LISE (Laboratoire d’Interface et Systèmes 

Electrochimiques : UPR 15 CNRS). Le microscope à balayage utilisé est le LEICA S440 

piloté par le logiciel LEO à filament de tungstène. La tension d’accélération des électrons était 

de 7 ou10 keV.  

 

 

II.5.5. La spectroscopie de photoélectrons induits par rayon X (XPS) 

 

  La technique de référence utilisée pour analyser la composition chimique de l’extrême 

surface d’un matériau est la spectroscopie de photoélectrons induits par rayons X (XPS ou 

ESCA). L’XPS est une analyse semi quantitative. Elle est basée sur l’effet photoélectrique qui 

traduit l’émission d’électrons par un matériau lors que ce dernier est soumis à un flux de 

photons X (Energie incidente E=hȞ). Les informations obtenues permettent de déterminer : 

- les éléments chimiques présents en surface (à l’exception de H et He) 

- les états chimiques de ces éléments  

- des quantités des espèces présentées en surface (leur concentration atomique) 
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Principe :  

  La mesure de l’énergie cinétique Ec des différents photoélectrons émis permet de déterminer 

l’énergie de liaison El correspondante et de déterminer la nature de l’élément émetteur. En 

effet, l’énergie cinétique d’un photoélectron est directement reliée à l’énergie du faisceau de 

rayons X primaire par la relation :  

hȞ = Ec+El+W                                                (2.10) 

où hȞ correspond à l’énergie du faisceau de rayon X primaire, Ec représente l’énergie 

cinétique du photoélectron émis par un élément donné, El caractérise l’énergie de liaison de ce 

photoélectron et W correspond au travail d’extraction du spectromètre (fonction de travail 

d’un spectromètre). De ce fait, la profondeur d’analyse de la spectroscopie XPS dépend du 

libre parcours moyen Ȝ des électrons dans le matériau. Le libre parcours moyen des électrons 

dépend de la nature du matériau (composé organique, minéral, métallique, polymère, 

cristal…), de sa densité volumique. De façon générale, 95% du signal caractéristique provient 

d’une profondeur d’analyse de l’ordre de quelques dizaines de nanomètres. 

 

 

∙ Appareil et Analyse 

  Les analyses XPS pour étudier la composition chimique de la surface de l’électrode dans 

le chapitre III-1 ont été réalisées en collaboration avec l’Institut de la matière condensée et des 

nanosciences (Belgique). 

  Les analyses par spectroscopie de photoélectrons (XPS) ont été réalisées sur un spectromètre 

Kratos Axis Ultra (Kratos Analytical - UK) équipé d'une source en aluminium (10 mA et 15 

kV), d'un monochromateur et de 8 multiplicateurs d'électrons. Le spectromètre était interfacé 

avec un ordinateur pour le contrôle de l'appareil et l'acquisition des données à l’aide du 

logiciel Vision2 du constructeur. 

  Les électrodes de carbone analysées, dont l’épaisseur a été réduite à maximum 4 mm, ont été 

fixées à l’aide d’un ruban adhésif double face isolant (Scotch 3M réf. 34-8509-3289-7) sur un 

porte-échantillons en acier inoxydable dont l'âme centrale creuse en aluminium permet de 

disposer des échantillons épais. Ceux-ci ont donc été isolés du porte-échantillon afin d’éviter 

l’effet de charge différentielle entre le support graphitique, conducteur, et la surface 

recouverte de composés organiques, isolante. 
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  La pression dans la chambre d'analyse était d'environ 1.0 10-6 Pa. L'angle de détection entre 

la normale à l'échantillon et la direction de collecte des photoélectrons était de 0°. Le mode 

d’acquisition « Hybride » (combinaison des lentilles électrostatique et magnétique) a été 

utilisé ; la taille de la zone analysée était de 700 µm x 300 µm. L'énergie de passage au niveau 

de l'analyseur était de 160 eV pour le spectre général et de 40 eV pour les spectres individuels ; 

dans ce dernier cas la largeur à mi-hauteur du pic Ag 3d5/2 d'un standard d'argent est d'environ 

0.9 eV. 

  La charge qui se développe à la surface de ces échantillons isolés de la masse du 

spectromètre a été stabilisée grâce à une source d'électrons de faible énergie injectés dans le 

champ de la lentille magnétique à partir d'un filament (ajusté à 1.9-2.1 A ou 0.16 A selon le 

type de filament) situé à la base de la lentille électrostatique. Ces électrons suivent les lignes 

de champ vers l'échantillon. Puisque les électrons de neutralisation suivent les mêmes lignes 

de champ que celles utilisées pour extraire et focaliser les photoélectrons émis par 

l'échantillon, ils arrivent exactement à l'endroit d'où sont émis ces photoélectrons. La source 

d'électrons fonctionnait avec une polarisation de -1.1 ou -1.2 eV et la plaque de compensation 

de charge était ajustée entre -3.5 et -4.1 eV. 

  Les spectres suivants ont été enregistrés : spectre général, C 1s, O 1s, N 1s, Cl 2p, S 2p, P 2p, 

Na 1s et dans certains cas B 1s et F 1s, puis à nouveau C 1s afin de vérifier la stabilité de la 

charge au cours du temps et de détecter un effet éventuel de dégradation de la surface de 

l'échantillon. L'échelle en énergie de liaison a été réglée en fixant la composante C-(C,H) du 

pic C 1s à 284.8 eV. 

  Les spectres ont été traités à l'aide du logiciel CasaXPS (Casa Software Ltd - UK). Les pics, 

à l’exception du C 1s, ont été décomposés avec un produit Gaussien/Lorentzien  (70/30), 

après soustraction d’une ligne de base linéaire et en imposant certaines contraintes décrites 

dans les résultats. La décomposition du pic C 1s serait hasardeuse vu la présence 

concomitante de la composante C-(C, H) asymétrique et du « shake up » typiques du carbone 

graphitique, avec les différentes composantes du carbone organique de la surface. 

  Les rapports de concentrations molaires ont été calculés à partir des aires de pics normalisées 

sur la base des paramètres d'acquisition, après soustraction d'une ligne de base linéaire, des 

facteurs de sensibilités expérimentaux fournis par le constructeur et des facteurs de 

transmission (dépendant de l'énergie cinétique, de l'énergie de passage et de la combinaison 

de lentilles utilisée). Les fractions molaires des éléments sont données en excluant 

l'hydrogène, qui n'est pas détecté par XPS. 
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  Les analyse XPS, pour étudier la composition chimique de la surface de l’électrode dans le 

chapitre III-2, ont été réalisées au Laboratoire de Physico-Chimie des Surfaces (UMR 7045). 

Le dispositif expérimental (VG Microlab 310-F) est un spectromètre avec une source 

monochromatique MgKĮ (hȞ=1253,6 eV). La pression dans la chambre de préparation et 

d’analyse était de 2×10-8 Pa et 1×10-8 Pa respectivement. La haute résolution des spectres a 

été réalisée dans un mode d’énergie constant de l’analyseur selon une énergie passante de 20 

eV. Les spectres C 1s, O 1s, N 1s  ont été enregistrés. 

 

  Le tableau suivant représente les valeurs de référence pour les éléments carbone, azote et 

oxygène dans les matériaux organiques. 

  Groupe fonctionnel Structure chimique Energie de liaison  (eV) 

C 1s 

Hydrocarbures C-H, C-C  285,0 
Amine C-N  285,7 

Ether, alcool C-O-C, C-O-H  286,5 
Imine, nitrile C=N, CN  287,0 

Cétone, aldéhyde C=O  287,8 
Amide N-C=O  288,0 

Acide carbosylique, ester  -COOH, -COOR  289,0 
Carbonates  -O-C(=O)-O  290,5 

N 1s 

Imine  -N=C 398,5 
Amine aliphatique  -NH  399,3 

Amide N-C=O  399,8 
Ammonium  -NH4

+  401,5 
Nitro  -NO2  405,5 

O 1s 
Carbonyle C=O, O-C=O  532,2 

Alcool, éther C-O-H, C-O-C  532,8 
Ester  -O-C=O  533,7 

Tableau 2.1 : Energies de liaison du C 1s, N 1s et O 1s engagés dans les principaux groupes 
fonctionnels [12]. 

 

 

II.5.6. Voltammétrie cyclique 

 

II.5.6.1. Détermination de la surface électroactive de l’électrode graphite 

  La surface effective, en termes d’électroactivité des électrodes de carbone graphite 

fonctionnalisées ou non a été déterminée en étudiant le comportement électrochimique du 

ferrocyanure Fe(CN)6
4- par voltammétrie cyclique entre -0,5V et 0,6V à différentes vitesses de 
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balayage (20 mVs-1, 30 mVs-1, 40 mVs-1, 50 mVs-1, 60 mVs-1). 

  Dans le cas d’un système lent, l’expression du courant de pic en régime de diffusion 

naturelle est donnée par la relation de Randles-Sevcik [13] : 

ip = (2,69 × 105) ή భమߙ ή ݊యమ ή ܵ ή భమܦ ή ܥ ή  భమ                                     (2.11)ݒ

avec ip le courant exprimé en A, S la surface de l’électrode en cm2, C la concentration de 

l’espèce électroactive en mol·cm-3, la vitesse de balayage v en Volt∙s-1, n le nombre 

d’électrons échangés, soit n= 1 pour le couple ferro/ferricyanure, D le coefficient de 

diffusion du couple, soit: D([Fe(CN)6
4-]) = 6,32×10-6 cm2∙s-1 [14] et  le coefficient de 

transfert de charge. 

 
Figure 2.22 Courant faradique obtenu par le pic du voltammétrie cyclique. 

 
  Dans le cas d’un système lent, la courbe Ep = f (lg v) est une droite, la valeur absolue de 

pente est de 0,03/Į. Nous pouvons alors déterminer la valeur de Į à partir la pente de cette 

droite.  La surface « électroactive » de l’électrode peut être déterminée à partir de la pente 

(voir figure 2.23) de la droite ip = f (ݒభమ). 

 

Figure 2.23 : Courant faradique en fonction de v1/2. 
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II.5.6.2. Etude du courant cathodique de réduction de l’oxygène catalysé par la laccase (et  
              la laccase oxydée) immobilisée à la surface de l’électrode 

  La réduction de l’oxygène catalysée par la laccase (et la laccase oxydée) est mesurée dans un 

tampon acétate (50 mM) en présence de NaClO4 (0,1 M) à saturation d’air par bullage. Le 

potentiel est balayé entre 0,9 et -0,3V (vs SCE) avec une vitesse de 10 mVs-1 sans rotation de 

l’électrode. La même manipulation est faite dans la solution dégazée par l’azote comme le 

contrôle avant bullage d’air. 

 
Figure 2.24 : Voltammétrie cyclique sous N2 (courbe bleu) et sous 1 atm d’air (courbe rose) 
d’une électrode (fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques précédemment) 
modifiée avec la laccase de façon covalente. (La mesure est effectuée dans 50 mM tampon 
d’acétate, pH 4,2, 100 mM NaClO4. v= 10 mVs-1) 

 

 

II.5.7. Chronoampérométrie 

 

  Des mesures de chronoampérométrie ont également été effectuées dans le même milieu 

(tampon d’acétate 50 mM, NaClO4 0,1M) avec un potentiel imposé de 0,2 V. La solution est 

d’abord désaérée pendant 600 s par bullage d’azote, puis de l’air est introduit par bullage. Le 

système est toujours sous l’agitation grâce à bulles de gaz.  
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Figure 2.25 Chronoampérométrie (sous N2 et sous 1 atm d’air) d’une électrode 
(fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques précédemment) modifiée avec la laccase 
de façon covalente. (La mesure est effectuée dans 50 mM tampon d’acétate, pH 4,2, 100 mM  
NaClO4 à 0,2 V vs ECS) 
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III. 1. Réalisation d’une électrode enzymatique fonctionnalisée par réduction  

           électrochimique d’un sel de diazonium 

 

III.1.1. Caractérisation de l’électrode graphite 

 

  Les tiges de carbone graphite utilisées pour réaliser les électrodes ont été découpées en 

tronçons de 1 cm environ et leurs sections a été polie de deux façons différentes (cf. Chapitre 

II.1). On a donc travaillé avec des surfaces dites « rugueuses », qui ont été polies avec du 

papier abrasif de type P80, ou des surfaces dites « lisses », polies avec des particules de taille 

décroissante jusqu’à 1/4 µm. Ces deux types de surface ont été analysés par XPS.  

Electrode 
Pourcentage molaire (%) 

O N C Cl Na S P 

Electrode rugueuse 2,19 0,11 97,67 0,02 0,01 0 
sous la limite 
de détection 

Electrode lisse 9,35 0,65 89,72 0,04 0,10 0,12 0,02 

Tableau 3.1 Répartition du pourcentage molaire des éléments à la surface de l’électrode. 

 

  Le tableau 3.1 présente la répartition du pourcentage molaire des éléments sur les électrodes 

à surfaces ‘‘lisses” et ‘‘rugueuses”. Nous constatons que la surface ‘‘lisse” est notoirement 

contaminée, puisque que les pourcentages molaires en O et N ainsi qu’en éléments mineurs, 

Na, Cl, S et P pour l’électrode ‘‘lisse” sont plus importants que pour l’électrode ‘‘rugueuse”. 

Sur l’électrode « rugueuse », on retrouve plus de 2% d’oxygène, ce qui pourrait résulter d’une 

oxydation consécutive au polissage. 
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Figure 3.1 Spectre XPS des électrons C 1s d’une surface ‘‘lisse” (en bleu) et ‘‘rugueuse” (en 
noir) de l’électrode. 

 

  En comparant les pics C 1s des deux électrodes (voir figure 3.1), nous avons observé que le 

pic C1s de l’électrode ‘‘lisse” est élargi à plus haute énergie de liaison par rapport à celui de 

l’électrode ‘‘rugueuse”. Cet élargissement du pic peut être attribué à la formation des liaisons 

C-N et/ou C-O, ce qui confirme le constat précédent.  

  La rugosité de la surface ‘‘rugueuse” (Ra) est déterminée par ‘‘Veeco Dektak 6M Stylus 

surface profiler’’. La moyenne des valeurs de rugosité a été calculée en utilisant  le logiciel de 

‘‘Veeco 32m profiler’’. La rugosité (Ra) de la surface “rugueuse” est de (2500±250) nm. Nous 

avons principalement utilisé des électrodes ‘‘rugueuses” pour la fonctionnalisation et 

l’immobilisation de la laccase dans la suite des travaux, qui seront désignées par l’expression  

‘‘électrodes nues” lorsqu’elles n’ont pas subi de traitement ultérieur à leur polissage, et utilisé 

comme contrôle lors d’expériences de fonctionnalisation ou d’immobilisation. 

  La surface électroactive de ces électrodes nues a été déterminée en étudiant le comportement 

électrochimique du ferrocyanure de  potassium par voltammétrie cyclique (voir figure 3.2). 
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Figure 3.2 : Voltammétrie cyclique d’une électrode de CG nue dans Fe(CN)6
4- à 5×10-3 M 

dans KNO3 (0,1 M) 

 
  On constate que le courant faradique (voir figure 3.3a) augmente avec la vitesse de balayage. 

La différence de potentiel entre le pic anodique et cathodique est toujours supérieure à 58 mV 

(voir 3.3b). Nous avons un système lent (irréversible) en raison de la rugosité de la surface de  

l’électrode, bien que le Fe(CN)6
4-/Fe(CN)6

 3- soit un couple redox réputé rapide. Dans le cas 

d’un système lent, l’expression du courant de pic en régime de diffusion naturelle est donnée 

par la relation de Randles-Sevcik [1]:                                     

ip =  (2,69 × 105) ͼ Į
భమ ͼ  యమ ͼ S ͼ  భమ ͼ C ͼ  భమ                                      (3.1) 

avec ip le courant exprimé en A, S la surface de l’électrode en cm2, C la concentration de 

l’espèce électroactive en mol·cm-3, la vitesse de balayage v en Volt∙s-1, n le nombre 

d’électrons échangés, soit n= 1 pour le couple ferro/ferricyanure, D le coefficient de 

diffusion du couple, soit: D([Fe(CN)6
4-]) = 6,32×10-6cm2∙s-1 [2] et  le coefficient de 

transfert de charge. 

  Dans le cas d’un système lent, la courbe Ep = f (lg v) est une droite, la valeur absolue de la 

pente est de 0,03/Į. A partir de la pente de cette droite (voir figure 3.4), la valeur de 0,88 a pu 

être déterminée pour Į. Une moyenne a été prise pour les deux valeurs de Į obtenus avec les 

courbes pour le potentiel anodique et cathodique. 
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Figure 3.3 (a) Courant de pic faradique anodique (en bleu) et cathodique (en rouge) du 
ferrocyanure de  potassium en fonction de vitesse de balayage. (b) (Epa - Epc) en fonction de la 
vitesse de balayage. 

 

 

 

Figure 3.4 Potentiel anodique (en bleu) et cathodique (en rouge) du ferrocyanure de  
potassium en fonction de lg(v). 

  

  La surface « électroactive » de l’électrode peut être déterminée à partir de la pente (voir 

figure 3.5) de la droite ip = f (ݒభమ). La surface électroactive moyenne obtenue avec trois essais 

à partir des courants faradiques ip est de 0,464±0,024 cm2 pour une électrode de graphite nue, 

ce qui est faiblement supérieur à sa surface géométrique, soit 0,385 cm2. 
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Figure 3.5 : Courant faradique en fonction de v1/2 

 

 

III.1.2. Fonctionnalisation de la surface de l’électrode par réduction électrochimique de  

            sel de diazonium  

 

III.1.2.1. Fonctionnalisation de la surface de l’électrode avec des groupements amines 

  La réduction du 4-nitrobenzene-diazonium a été réalisée par voltammétrie cyclique sur une 

électrode du graphite (CG) rugueuse. Lors du balayage en potentiel, un pic en réduction est 

visible à 0,49 V (voir figure 3.6). Cette valeur est élevée par rapport à d’autres expériences de 

réduction du 4-nitrobenzene-diazonium sur du carbone. Par exemple, Broosky et al. [3]  

observent deux pics en réduction autour de -0,2 V/Ag/Ag+ et 0,1 V/Ag/Ag+ sur le carbone 

traité par pyrolyse. Et Bélanger et al. [4] observe deux pics en réduction autour de 0,15 V et  

0,5 V (vs Ag/AgCl) sur l’électrode de carbone vitreux. Une telle différence pourrait être due à 

des états de surface différente des carbones utilisés. Ce pic est attribué à la formation d’un 

radical aryl.  Lors du deuxième cycle, le courant faradique cathodique est nettement plus 

faible comparé au premier cycle. Ceci est attribué au blocage de la surface dû à l’attachement 

du radical aryl [5] sur la surface par former une liaison covalente C-C. Les électrodes de 

carbone utilisées pour les analyses et expériences suivantes ont été fonctionnalisées en 

réalisant un seul cycle. Nous pouvons déterminer la charge totale lors de la réduction de 

diazonium par l’intégration du courant faradique du pic cathodique : 

Qtot =   ሺ ሻ                                                         (3.2) 

  La charge correspondant à l’attachement des nitrophényles peut être calculée par la formule : 

Qtot = F ͼ n(nitrophényle)                                                 (3.3) 
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  On calcule que le nombre de mole de diazonium qui ont été réduits  est de  

(1,71±0,04) ×10-8 moles, soit un  recouvrement ī de (4,44±0,10) ×10-8 mol/cm2. 

 

Figure 3.6 : Voltammétrie cyclique d’une électrode de carbone graphite nue dans 5×10-3 M 
de 4-nitrobenzene-diazonium tetrafluorobonate et 0,1 M de Bu4NBF4 (v=50 mVs-1) dans 
l’acétonitrile (premier cycle en bleu et deuxième cycle en rouge). 

   

   Nous avons également réduit le 4-nitrobenzene-diazonium par chronoampérométrie pendant 

30 secondes. Le potentiel imposé doit être au moins de 0,15 V inférieur au potentiel du pic de 

réduction observé par voltammétrie cyclique [6]. Nous avons donc choisi un potentiel de  

0,25 V/ECS, ce qui est 0,24 plus faible que le pic de réduction.  La figure 3.7 représente le 

courant de la réduction de diazonium en fonction du temps. Nous pouvons déterminer la 

charge totale lors de la réduction par l’intégration du courant par la formule 3.1. Nous avons 

également calculé le nombre de moles des nitrophényles attachés à la surface d’électrode : 

(7,4±0,4) ×10-8 moles, soit un  recouvrement ī de (1,9±0,1) ×10-7mol/cm2. 

 

Figure 3.7 Chronoampérommétrie d’une électrode de carbone graphite nue dans 5×10-3 M de 
4-nitrobenzene-diazonium tetrafluorobonate et 0,1 M de Bu4NBF4 (v=50 mVs-1) en milieu 
acétonitrile. 
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  Avec les deux méthodes de réduction du 4-nitrobenzene-diazonium, nous avons un 

recouvrement qui est supérieur à celui d’une monocouche compacte de nitro phényles  

1.2×10-9 mol/cm2 [7] ou de phényls : 6,7 ×10-10 mol/cm2 [8]. Et le recouvrement est moins 

important par la méthode de voltammétrie cyclique. On n’a pas pu faire de mesures de 

l’épaisseur de la couche déposée car la surface n’est pas plane, on ne peut donc pas utiliser 

des méthodes comme l’AFM. Mais d’après la littérature[3], les mesures qui ont été réalisées 

sur des surfaces de carbone planes montrent que l’épaisseur de la couche atteint une limite 

autour de 5-6 nm quelque soit la durée du dépôt par chronampérométrie. 

  Après dépôt de la couche de nitrobenzène par réduction du sel de diazonium correspondant, 

deux cycles de balayage en potentiel ont ensuite été réalisés entre 0,02V et -1,38V (vs SCE) à 

une vitesse de 10mVͼs-1 afin de réduire les groupements nitro des cycles phényles attachés à 

la surface de l’électrode. Lors du premier cycle, un pic de réduction irréversible est visible à 

0,97 V (voir figure 3.8). Ce pic est attribué à la réduction de groupement nitro (–NO2) en 

groupement amine (–NH2) et hydroxylamine (-NHOH). Ce pic disparait au deuxième cycle. 

Cela indique qu’il n’y a pas de réduction de groupements nitro lors du second cycle. 

 

Figure 3.8 : Réduction des groupements nitro dans une solution EtOH : H2O (1:9, v/v) 
contenant 0,1 M de KCl (premier cycle en bleu et deuxième cycle en rouge) sur l’électrode où 
des nitrophényles ont été attachés par réduire le 4-nitrobenzene-diazonium avec voltammétrie 
cyclique. Vitesse de balayage 10 mVͼs-1. 

 

 

1. Détermination des groupements amines par l’intégration coulométrique du pic cathodique 

Les groupements nitro des phényles attachés à la surface de l’électrode sont réduits pendant 

deux cycles de balayage en potentiel entre 0 V et -1,4 V (vs SCE). Au premier cycle, les 

groupements nitro sont réduits en –NHOH selon: 
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Ar-NO2  +  4H+  +  4e-  ї  Ar-NHOH  +  H2O                            (3.4) 

  Une partie des groupements –NHOH sont réduits en –NH2 au cours de ce même balayage en 

réduction: 

Ar-NHOH  +  2 H+  +   2 e-  ї  Ar-NH2  +  H2O                         (3.5) 

  Nous pouvons obtenir une équation globale pour la réduction de –NO2 en –NH2 au premier 

cycle : 

Ar-NO2  +  6 H+  + 6 e-  ї  Ar-NH2  +  2H2O                           (3.6) 

Le pic cathodique du premier cycle correspond à la formation groupements –NH2 et –NHOH. 

Nous pouvons obtenir la charge totale lors de la réduction irréversible par l’intégration du 

courant faradique:    

Qtot =   ሺ ሻ                                                             (3.1) 

  Or la charge totale est la somme de deux charges : 

Qtot = Q (-NHOH) + Q (-NH2)                                           (3.7) 

  Les charges correspondantes à la formation de groupements –NH2 et –NHOH peuvent être 

calculées par les formules 3.8 et 3.9 obtenues à partir des équations 3.4 et 3.6 respectivement: 

Q (-NHOH)  = 4∙F∙n (-NHOH)                                          (3.8) 

Q (-NH2) =6∙F∙n (-NH2)                                              (3.9) 

  La charge totale du pic cathodique du premier cycle s’écrit donc: 

Qtot = 4∙F∙n(-NHOH) + 6∙F∙n(-NH2)                                  (3.10) 

Les groupements –NHOH qui ne sont pas réduits au premier cycle sont oxydés en groupes 

nitroso –N=O lors du balayage en oxydation selon[5]: 

Ar-NHOH  ї  Ar-NO  +  2H+  +  2 e-                                (3.11) 

Cette réaction est réversible. Le pic caractéristique de la réduction des groupements nitroso 

lors  du deuxième cycle permet d’obtenir la charge échangée lors de l’oxydation réversible 

des hydroxylamines par intégration du courant faradique selon la formule 3.1.  

  Le nombre de groupements hydroxylamine est relié à la charge du pic anodique ou 

cathodique correspondant à l’oxydation du groupement NHOH, ou à sa réduction, 

respectivement, par la relation 3.12 : 
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Q (-NHOH) = 2∙F∙n(-NHOH)                                            (3.12) 

  Q(-NHOH) et Qtot sont déterminées par l’intégration coulométrique du pic cathodique, et on 

en déduit donc n(-NHOH) et n(-NH2) grâce aux équations 3.10 et 3.12 [9]. La densité ī des 

groupements –NH2 et –NHOH  à la surface de l’électrode peut ensuite être calculée à partir de 

la formule suivante :  

ī ൌ ௌ                                                               (3.13) 

où n est exprimé en mole, S en cm2 et ī en mol/cm2. 

  Sur l’électrode où le 4-nitrobenzene-diazonium a été réduit par voltammétrie cyclique à 

l’étape de l’attachement des nitrophényles (voir figure 3.6). On obtient des recouvrements de 

(5,5±1,3) ×10-9 mol/cm2 pour -NHOH et (1,2±0,2) ×10-8 mol/cm2 pour le groupement –NH2. 

ī(–NH2) est donc deux à quatre fois plus important que ī(–NHOH). On peut donc en déduire 

que la densité de groupements nitro réduits est de (1,8±0,1) ×10-8 mol/cm2, ce qui correspond 

à la densité de groupements fonctionnels à la surface de l’électrode. 

 

2. Détermination colorimétrique des groupements amines  

  La densité des groupements amines à la surface de l’électrode de carbone a également été 

déterminée en utilisant l’ester 3-(2-pyridyldithio) propionic acid N-hydroxysuccinimide 

(SPDP). Le protocole a été décrit dans chapitre II.2.5.3.1. La figure 3.9 représente le principe 

de cette méthode.  
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Figure 3.9 Principe de la méthode de détermination des groupements amines avec SPDP. 

 

  Les expériences ont montré que l’absorbance de la 2-pyridinethiol mesurée en présence de 

l’électrode fonctionnalisée après réduction des groupements nitros est plus faible que celle 

obtenue avec l’électrode de contrôle qui a été fonctionnalisée de selon le même protocole 

2-pyridinethiol  

(Absorbé à 343nm) 
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mais sans réduction des groupements nitro (voir figure 3.10). Ce résultat peut s’expliquer par 

la dégradation de la couche de nitrophényles lors de l’étape de greffage du SPDP, qui a été 

réalisée dans le diméthylformamide. Cela est déduit selon une expérience qui sera détaillée 

dans la suite du manuscrit. L’électroactivité du ferrocyanure a été étudiée sur l’électrode 

fonctionnalisée par la réduction des 4-carboxybenzène-diazonium après traitement de 

l’électrode fonctionnalisée pendant 1 heure dans le DMF. Ces expériences ont montré que 

l’électroactivité de Fe(CN6)
4- augmente considérablement après avoir traité l’électrode 

fonctionnalisée dans le DMF. Le DMF dégrade donc la couche fonctionnelle formée par la 

réduction de diazonium. Cette méthode ne permet donc pas de déterminer les groupements 

amines.  

 

Figure 3.10 Absorbance de 2-pyridinethiol relargué de l’électrode fonctionnalisée avec les 
groupements amines (en rouge) et nitro (bleu) à 343nm. 

 

 

3. Détermination des groupements amines avec une sonde ferrocène aldéhyde 

  Comme la méthode de SPDP ne permet pas de déterminer des groupements amines à la 

surface de l’électrode, nous avons utilisé une autre méthode chimique en utilisant un 

ferrocène fonctionnalisé par une fonction aldéhyde susceptible de réagir sur les fonctions 

amines de la surface de l’électrode pour former une base de Schiff (voir chapitre II.5.3.2). Le 

ferrocène couplé de façon covalente à la surface sert alors de sonde électrochimique. La figure 

3.11 représente les pics redox de ferrocène aldéhyde libre dans la solution de KNO3 sur une 

électrode nue. 
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Figure 3.11 Voltammétrie cyclique d’une électrode nue dans la solution de ferrocène aldéhyde 
contenant 0,1 M de KNO3. 

 

  L’électroactivité de l’électrode après l’immobilisation du ferrocène aldéhyde a été mesurée 

dans la solution contenant le support d’électrolyte KNO3. Les pics redox en réduction et en 

oxydation du ferrocène sont attendus respectivement à 0,2 V et 0,7 V. Néanmoins, aucun pic 

n’a été observé (voir figure 3.12). Cette méthode ne permet pas de déterminer la densité des 

groupements amines à la surface de l’électrode. 

 

Figure 3.12 : Voltammétrie cyclique d’une électrode de graphite fonctionnalisée avec les 
groupements amines (en bleu) et ferrocène (en rouge) dans 0,1 M de KNO3 (v=200 mVs-1). 

 

 

4. Caractérisation des surfaces fonctionnalisées par XPS 

  Nous avons caractérisé la surface de l’électrode fonctionnalisée avec les groupements amines 

par XPS pour confirmer la présence des groupements fonctionnels. 
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Figure 3.13 Spectre XPS de la surface de l’électrode (1) nue, (2) fonctionnalisée avec les 
nitrophényles et (3) après la réduction des groupements nitros du nitrophényles. 

 

  La figure 3.13 présente le spectre général analysé entre 0 et 1300 eV de la surface de 

l’électrode nue (1), fonctionnalisée avec les nitrophényles (2) et après la réduction des 

groupements nitros du nitrophényle (3). On détecte sur le spectre des électrodes (2) et (3) 

l’augmentation de l’intensité du pic d’azote par rapport au spectre de l’électrode (1), ce qui 

montre la fonctionnalisation de la surface de l’électrode. Nous avons également observé 

l’apparition du pic de fluor sur l’électrode fonctionnalisée avec les nitrophényles. Ce pic doit 

provenir du résidu de Bu4NBF4 à la surface de l’électrode qui est le support d’électrolyte au 

cours de la réduction du 4-nitrobenzène-diazonium. 

  L’électrode nue présente un pourcentage molaire d’azote quasiment nul (Ntot/Ctot= 0,001). Le 

rapport des pourcentages molaires d’azote/carbone augmente jusqu’à 0,036 après la réduction 

de 4-nitrobenzene-diazonium (tableau 3.2). Cela peut être interprété comme la présence des 

nitrophényles à la surface de l’électrode. Après l’étape de réduction des groupements nitro, ce 

rapport est de 0,040. Cette valeur est très proche de celle à la surface de nitrophényle. En effet, 

la réduction des groupements nitro ne modifie pas le pourcentage molaire de l’azote. 
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Figure 3.14 Spectre XPS des électrons N1s de la surface de l’électrode (1) nue, (2) 
fonctionnalisée avec les nitrophényles et (3) après la réduction des groupements nitros. 

 

  La déconvolution du pic N1s au spectre permet d’effectuer une analyse plus fine des liaisons 

chimiques présentées à la surface. Le spectre après réduction du 4-nitrobenzene-diazonium 

montre la présence des groupements nitro (N1 à 406,2 eV) [10],[5].  Nous avons observé le 

pic correspondant aux groupements amines (N4 à 400,1 eV) [8] sur la surface de l’électrode 

(3), ce qui montre qu’une partie des groupements nitro ont été réduit en groupement amine. A 

noter qu’ici, nous pouvons également observer ce pic sur la surface de l’électrode (2). Dans la 

littérature, la présence de ce pic s’explique par la réduction des groupements nitro en 

groupements amines sous le faisceau de rayons X dans la chambre d’analyse XPS au cours de 

la mesure [11], [4]. Le spectre indique également un pic à 402,4 eV (N3). Compte-tenu de la 

capacité du cation de diazonium à se coupler avec un autre cycle aromatique et à former un 

azobenzène, ce pic correspondrait aux groupements azo à la surface [12],[13]. 

Energie de liaison (eV) 
-NO2 (N1) -NHOH (N2) -N=N- (N3) -NH2 (N4) Ntot Ntot/Ctot 

406,4 404,5 402,6 400,4 - - 

Electrode Pourcentage molaire (%) 

nue  -   -   -  0,11 0,11 0,001 

fonctionnalisée avec les 
nitrophényles 

0,81  -  1,56 1,43 2,99 0,036 

après la réduction des 
groupements nitros  

0,26 0,28 0,69 2,96 3,65 0,040 

Tableau 3.2 Répartition du pourcentage molaire des composantes du pic N 1s. 

In
te

n
si

té
 r

el
at

iv
e 

(u
.a

.)
 

Energie de liaison (eV) 

-NO2 

-N=N- 

-NHOH 

-NH2  

(1) 

(3) 

(2) 

N 1s 

-NH2  



89 
 

  Après réduction des groupements nitro, on observe que l’aire de la composante N1 (-NO2) 

décroît, alors que l’aire de composante N4 (-NH2) augmente. De plus, nous observons la 

formation de groupements –NHOH (N3 à 404,5 eV). Cela montre la réduction des 

groupements nitro en -NH2 et -NHOH.  

  Sur l’électrode après la réduction des groupements nitros, les pourcentages molaires du 

group amine et nitro sont de 2,96 et 0,28 respectivement. La quantité de –NH2 réduit à partir 

de –NO2 des nitrophényle est 10,6 fois plus importante que celle de –NHOH, ce qui est plus 

important que le résultat obtenu avec par mesure de la charge échangée lors de l’étape de 

réduction des groupements nitros. Cela peut s’expliquer par le fait que le pourcentage de -NH2 

est surestimé à cause de la réduction des groupements nitro dans la chambre d’analyse XPS au 

cours de la mesure. En effet, les groupements nitros ont été partiellement réduits à l’étape de 

réduction électrochimique. 

 
 

III.1.2.2. Fonctionnalisation de la surface de l’électrode avec des groupements carboxyliques 

                par la réduction des 4-carboxybenzène-diazonium 

  La surface des électrodes a été fonctionnalisée avec des groupements carboxyliques par 

réduction du 4-carboxybenzène diazonium selon deux protocoles : 

Protocole A : le diazonium synthétisé préalablement a été dissout dans la cellule 

électrochimique puis réduit en milieu aqueux (H2SO4, 0,1 M). 

Protocole B : le diazonium a été synthétisé in situ dans la cellule électrochimique 15 minutes 

avant l’étape de réduction, en milieu aqueux (HCl 0,5 M) [13],[4]selon le protocole ci-dessous : 

HOOC NH2

(1 eq)

+ NaNO2

(1 eq)

HCl (0,5 M)

N N+HOOC

 

Figure 3.15 : Génération in situ des cations de 4-carboxybenzène-diazonium. 

 

  Lors de l’étape de réduction du diazonium, deux pics de réduction sont visibles à -0.24 V et 

0.21 V (voir figure 3.16) qui sont attribués à la formation d’un radical aryl qui forme ensuite 

une liaison covalente avec le carbone à la surface. Le pic de réduction à -0,24 V correspond à 

la réduction de diazonium libre dans la solution, alors que le pic à 0,21 V est attribué à la 

réduction de diazonium adsorbé à la surface de l’électrode. Si on réalise un deuxième cycle, le 
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courant faradique cathodique est significativement plus faible comparé au premier cycle. Ceci 

confirme le blocage de la surface dû à l’attachement du radical aryl sur la surface. Les 

électrodes de carbone utilisées pour les analyses et expériences suivantes ont été 

fonctionnalisées en réalisant un seul cycle. 

 

 

Figure 3.16 : Réduction du 4-carboxybenzène-diazonium (a) généré in situ (5×10-3 M), (b) 
synthétisé préalablement (5×10-3 M) à la surface d’une électrode de carbone graphite nue en 
milieu aqueux (v=50 mVs-1, premier cycle en bleu et deuxième cycle en rose). 

 

 

1. Etude du blocage de la surface    

  L’électroactivité de Fe(CN)64- a été étudiée par voltammétrie cyclique entre -0,5 V et 0,6 V 

sur l’électrode nue et celle modifiée. Le couple ferri/ferrocyanure (Fe(CN)6
3-/Fe(CN)6

4-) a un 

potentiel rédox de 0,19 V (vs ECS). Sur l’électrode nue, les pics en oxydation et en réduction 

de Fe(CN)6
4- sont visibles à 0,22 V et 0,13 V (vs ECS), respectivement. On constate que 

l’intensité de ces pics diminue de façon importante sur les électrodes modifiées. Cela montre 

que la surface est partiellement bloquée par les groupements fonctionnels. 
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Figure 3.17: Voltammétrie cyclique d’une électrode de CG nue (bleu) et d’une électrode 
fonctionnalisée par groupements carboxyliques (rose, avec protocole B) dans Fe(CN)6

4- à  
5×10-3 M dans 0,1 M de KNO3 (v=50 mVs-1). 

 

2. Etude de stabilité de la couche fonctionnelle dans le solvant organique   

  L’électrode fonctionnalisée par groupements carboxyliques avec protocole B a été trempée 

dans diméthylformamide pendant une heure. Et puis nous avons contrôlé l’électroactivité du 

ferrocyanure sur l’électrode. Nous avons constaté que l’électroactivité de Fe(CN)6
4- a 

augmenté considérablement après traitement de l’électrode fonctionnalisée dans le DMF. Le 

DMF dégrade donc la couche fonctionnelle formée par la réduction de diazonium. Cela peut 

expliquer l’échec de la méthode de déterminer les groupements amines sur l’électrode avec 

SPDP dans les paragraphes III.1.2.1.2. C’est également la raison pour laquelle nous avons 

choisi d’effectuer les réactions de fonctionnalisation de la surface de l’électrode avec les 

groupements hydrazides en milieu aqueux. 

 

-300 

-200 

-100 

0 

100 

200 

300 

400 

-0,6 -0,4 -0,2 -1E-15 0,2 0,4 0,6 0,8 

I (
µ

A
) 

E (V vs ECS) 



92 
 

 

Figure 3.18 Voltammétrie cyclique d’une électrode de CG nue (bleu) et d’une électrode 
fonctionnalisée modifiée par groupements carboxyliques avec protocole B avant (rose) et 
après (vert) le traitement dans le DMF pendant 1 heure (mesure dans Fe(CN)6

4- à 5×10-3 M 
dans 0,1 M de KNO3, v=50 mVs-1).  

 

3. Détermination colorimétrique des groupements carboxyliques  

Nous avons utilisé la molécule sonde toluidine bleue, un colorant qui absorbe à 633 nm, 

pour déterminer la quantité de groupements carboxyliques à la surface de l’électrode (voir 

chapitre II.5.2). En milieu basique, les groupements carboxyliques à la surface de l’électrode 

sont déprotonnés et alors chargés négativement. Les colorants chargés positivement peuvent 

s’accrocher aux groupements carboxyliques par interaction électrostatistique. En milieu acide, 

les groupements carboxyliques ne sont plus chargés et les colorants accrochés sur les 

groupements carboxyliques sont relargués dans la solution d’acide acétique (voir figure 3.19). 

L’absorbance de cette solution est mesurée à Ȝ=633 nm au spectrophotomètre UV-visible. La 

quantité de groupements carboxyliques sur la surface peut alors être calculée en supposant 

que 1 mole de TBO s’accroche sur 1 mole de groupements carboxyliques. 

 

 

Figure 3.19 Le principe de détermination des groupements carboxyliques avec toluidine bleue. 
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  Nous avons obtenu une densité de (1,1±0,2) ×10-8 mol∙cm-2 pour les groupements 

carboxyliques à la surface fonctionnalisée à partir de 4-carboxybenzène-diazonium synthétisé 

préalablement. Par contre, nous avons une densité plus importante (1,91±0,15) ×10-8 mol∙cm-2 

à la surface fonctionnalisée à partir du diazonium généré in situ, ce qui est seize fois plus que 

la valeur de densité calculée pour une couche dense de nitrophényls : 1,2×10-9 molͼcm-2 [7]. 

Cette valeur élevée de la densité de groupements fonctionnels pourrait provenir du fait que la 

surface réelle du carbone est très supérieure à la surface géométrique du carbone graphite et 

même celle déterminée électrochimiquement, comme le laisse supposer les images de 

microscopie qui montrent une surface très rugueuse. Toutefois, en l’absence de données 

précises sur la surface réelle de l’électrode, on peut également émettre l’hypothèse que des 

multicouches pourraient s’être déposées à la surface. 

 

4. Caractérisation des surfaces fonctionnalisées par XPS 

 

 

Figure 3.20 Spectre XPS de la surface de l’électrode (1) nue, (2) fonctionnalisée avec les 
groupements carboxyliques par protocole B. 

 

  La figure 3.20 présente le spectre général analysé entre 0 et 1300 eV de la surface des 

électrodes nue et fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques par protocole B. 

L’électrode nue présente un faible pourcentage molaire d’oxygène (Otot/Ctot =0,02) dû à des 

contaminations extérieures lors de la procédure de polissage qui oxyde le carbone à la surface 

en créant les groupements carboxyliques. Cette valeur augmente jusqu’à respectivement 0,116 

et 0,058 après la réduction de 4-carboxybenzène-diazonium généré in situ et synthétisé 
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préalablement. Ces résultats sont la conséquence de la fonctionnalisation de la surface de 

l’électrode. Les groupements carboxyliques obtenus à partir de diazonium généré in situ 

présente une densité plus importante. Ce résultat est cohérent avec les résultats obtenus avec 

la méthode TBO. 

La figure 3.21 présente le spectre de O 1s après déconvolution. On observe que les pics 

correspondant aux liaisons C-O (O1 à 533,6 eV) et C=O (C2 à 532,4 eV) [14] ont une 

intensité significativement plus importante à la surface fonctionnalisée que sur la surface sans 

traitement. De plus les intensités des deux pics sont presque identiques. Cela indique la 

présence des groupements carboxyliques à la surface fonctionnalisée. 

Si on suppose que la surface est recouverte d’une multicouche de groupements 

carboxybenzène, le rapport O/C mesuré par XPS devrait être du même ordre que celui 

représentatif de la structure de ce groupement, qui contient deux atomes d’oxygène pour sept 

atomes de carbone, soit un rapport de 2/7=0,28. Or le rapport O/C mesuré par XPS n’est au 

plus que de 0,116. Comme d’autre part on observe après fonctionnalisation que le pic du 

carbone garde sa forme caractéristique dissymétrique du carbone graphite, on peut penser que 

la couche déposée sur la surface est inférieure à 10 nm, profondeur maximale détectée par 

XPS. 

   

Figure 3.21 : Spectre XPS des électrons O 1s et C 1s de la surface de l’électrode nue (1 et en 
noir à droite) et fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques par la réduction de  
4-carboxybenzène-diazonium généré in situ (2 et en bleu à droite) et synthétisé préalablement 
(3 et en rouge à droite). 
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Energie de liaison (eV) 
O-C O=C  Otot Otot/Ctot 

533,6 532,4 - - 

Electrode Pourcentage molaire (%) 

nue  1,12 0,98  2,19 0,02 

après la réduction de diazonium 
(généré in situ) 

 4,08 4,64  10,23  0,116 

après la réduction de diazonium 
(synthétisé préalablement) 

 2,13 2,45 5,45  0,058 

Tableau 3.3 Répartition du pourcentage molaire des composantes du pic O 1s. 

 

5. MEB 

  La comparaison des photos de l’électrode nue et fonctionnalisée montre que la morphologie 

de la surface n’a pas été modifiée de façon remarquable. 

 

 

Figure 3.22 Micrographies MEB d’une surface de l’électrode non traitée (a), (c) et 
fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques(b), (d). 
 

(a) (b) 
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100nm 100nm 
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II I.1.2.3. Fonctionnalisation de la surface d’électrode avec des groupements hydrazide 

  L’électrode a été fonctionnalisée avec des groupements hydrazide par réaction de l’hydrazine 

(protégée ou non) sur deux type de groupements à la surface de l’électrode, soit un ester 

méthylique immobilisé par réduction du diazonium correspondant (méthode 1 sur la figure 

3.23), soit directement sur le groupement carboxylique activé (méthode 2 sur la figure 3.24).  

 

C
O
O CH3

C
O
NH NH2

C
O
NH NHboc C

O
NH NH2

H3PO4 (1M)

 

Figure 3.23 Formation de la fonction hydrazide à la surface fonctionnalisée avec l’ester 
méthylique (méthode 1). 
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O
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O
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NH2NHboc
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O
NH NH2
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Figure 3.24 : Formation de la fonction hydrazide à la surface fonctionnalisée avec un 
groupement carboxylique (méthode 2). 

 

 

II I.1.2.3.1. Méthode 1 

 Fonctionnalisation de la surface de l’ lectrode avec l’ester m thylique 

 Afin de fonctionnaliser la surface de l’électrode avec l’ester méthylique, le diazonium généré 

in situ à partir méthyl 4-aminobenzoate a été réduit sur l’électrode. Nous pouvons observer les 

deux pics de réduction à -0,20 V et 0,18 V (voir figure 3.25). Le courant faradique cathodique 

au deuxième  cycle est plus faible comparé au premier cycle. Un seul cycle a été réalisé pour 

fonctionnaliser les électrodes utilisées pour les analyses et expériences suivantes. 

 

NH2NH2 
(10 mM) 

NH2NHboc 
(10 mM) 
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Figure 3.25 : Réduction du 4-(methoxycarbonyl)benzene diazonium (5×10-3 M) à la surface 
d’une électrode de carbone graphite nue en milieu aqueux(v=50 mVs-1, premier cycle en bleu 
et deuxième cycle en rose). 

 

  La présence de la couche fonctionnelle à la surface peut être vérifiée par le suivi de 

l’électroactivité de Fe(CN)64- par voltammétrie cyclique. La surface est partiellement bloquée 

par les groupements fonctionnels, parce que l’intensité des pics en oxydation et en réduction 

de Fe(CN)6
4- diminue de façon importante sur l’électrode fonctionnalisée. 

 

Figure 3.26 Voltammétrie cyclique d’une électrode de CG nue (en bleu) et d’une électrode 
fonctionnalisée avec l’ester (en rose) dans Fe(CN)6

4- à 5×10-3 M dans 0,1 M de KNO3 (v=50 
mVs-1). 
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 Caractérisation des surfaces fonctionnalisées par XPS 

 

Figure 3.27  Spectre XPS de la surface de l’électrode fonctionnalisée avec (1) l’ester 
méthylique, (2) -CONHNH2 (par la réaction rentre -COOCH3 et NH2NH2), (3) -CONHNHboc 
(par la réaction rentre –COOCH3 et NH2NHboc), (4)-CONHNH2 (après la déprotection de 
l’hydrazide sur l’électrode 3). 

 

  La figure 3.27 présente le spectre général analysé entre 0 et 1300 eV de la surface des 

électrodes fonctionnalisées avec l’ester méthylique, -CONHNH2 (produit de la réaction entre  

-COOCH3 et NH2NH2), -CONHNHboc (produit de la réaction entre –COOH et NH2NHboc) 

et -CONHNH2 (après la déprotection de l’hydrazide sur l’électrode 3). L’ensemble des 

spectres enregistrés sur ces quatre électrodes ont des allures très semblables. Après réaction 

avec NH2NH2 ou NH2NHboc, une diminution de la fraction molaire de l’oxygène sur les 

électrodes 2 et 4 est attendue. Cependant, nous n’observons pas cette diminution. En effet, les 

rapports des fractions molaires Otot/Ctot pour les électrodes 2 et 4 sont très proches de celui de 

l’électrode 1. La superposition des pics C 1s normalisés à leur sommet confirme le peu de 

différence entre les quatre électrodes. Aucune réaction n’a lieu sur la surface de l’ester. La 

surface de l’électrode n’a pas été fonctionnalisée avec les groupements d’hydrazide avec cette 
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méthode.  

Electrode fonctionnalisée Otot/Ctot Ntot/Ctot 

avec l’ester méthylique (1)  0,140  0,008 

 -CONHNH2 (2) 
(par la réaction rentre -COOCH3 et NH2NH2)  

 0,141  0,015 

-CONHNHboc (3) 
(par la réaction rentre –COOCH3 et NH2NHboc) 

 0,136  0,015 

-CONHNH2 (4) 
(après la déprotection de l’hydrazide sur l’électrode 3) 

 0,144  0,016 

Tableau 3.4 Répartition du pourcentage molaire des éléments. 

 

    

Figure 3.28 Spectre XPS des électrons N1s et C1s de la surface de l’électrode fonctionnalisée 
avec (1 à gauche, en noir à droite) l’ester méthylique, (2 à gauche, en bleu à droite)  
-CONHNH2 (par la réaction rentre -COOCH3 et NH2NH2), (3 à gauche, en rouge à droite)  
-CONHNHboc (par la réaction rentre –COOCH3 et NH2NHboc), (4 à gauche, en vert à droite) 
-CONHNH2 (après la déprotection de l’hydrazide l’électrode 3). 

 

 

II I.1.2.3.1. Méthode 2 

  La fonctionnalisation de la surface avec les groupements carboxyliques a été étudiée dans la 

partie précédente 
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 Caractérisation des surfaces fonctionnalisées par XPS 

 

 

Figure 3.29 Spectre XPS de la surface de l’électrode fonctionnalisée avec (6) –CONHNHboc, 
(7) –CONHNH2 (après la déprotection). 

 
  La figure 3.29 présente le spectre général analysé entre 0 et 1300 eV de la surface des 

électrodes fonctionnalisée avec –CONHNHboc (6, par réaction de l’hydrazine protégée sur le 

groupement carboxylique à la surface de l’électrode) et -CONHNH2 (7, après la déprotection 

de l’hydrazide sur l’électrode 6). Le pourcentage molaire d’azote sur les électrodes 6 et 7 est 

de 4,82 et 3,06, respectivement,  ce qui est plus important que celui sur l’électrode 5, soit 1,19 

(voir tableau 3.5). Cela pourrait provenir la présence du groupement d’hydrazide (ou protégé) 

à la surface de l’électrode. 

  La figure 3.30a présente le spectre de O 1s après déconvolution. On observe les pics 

correspondant aux liaisons C-O (O1 à 533,6 eV) et C=O (C2 à 532,4 eV) sur les électrodes 5, 

6 et 7. Le rapport des pourcentages molaires de carbone correspondant à la liaison C=O et la 

liaison C-O pour la surface de –COOH (l’électrode 5) est de 1,12 qui est proche de 1, ce qui 

est cohérent avec la composition du groupement carboxylique. Ce rapport augmente jusqu’à 

1,50 après la réaction avec NH2NHBoc. Cela indique la perte de la liaison C-O qui doit être 

dû à la formation du couplage entre les groupements carboxyliques de l’électrode et 

NH2NHBoc. Après la déprotection de l’électrode 6, le rapport C=O/C-O est de 1,6, ce qui n’a 

pas de modification significative par rapport à l’électrode avant la protection. 

  La superposition des pics C 1s normalisés à leur sommet montre la présence d’un évasement 

un peu plus marqué du pic C 1s à plus haute énergie de liaison vers 286,5 eV, attribué aux 
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fonctions C-N, sur l’électrode 6 mais pas l’électrode 7. Une augmentation du rapport N/O est 

attendue, ce qui n’est pas le cas. D’ailleurs sur le spectre du carbone, après déprotection, le 

spectre est presque identique à celui de l’électrode COOH, on ne voit presque plus de liaisons 

C-N. Nous n’avons pas de groupement d’hydrazide après l’étapde de déprotection de 

l’électrode. 

 

Electrode 
fonctionnalisée 

Fraction molaire (% et rapport)   

O-C  
(O1) 

O=C  
(O2)  

Otot 
-N=N-  
(N3) 

 -NH2 
/-(C=O)-NH- (N4) 

Ntot Otot/Ctot Ntot/Ctot 

Energie de liaison (eV)  533,6 532,4 -  402,3 400,8   - -  -  

         avec -COOH 4,08 4,64 10,23 0,17 0,94 1,19 0,116 0,013 

avec –CONHNHboc (6) 3,40 5,11 9,28 1,33 3,18 4,82 0,108 0,056 

avec -CONHNH2 (7) 
(après la déprotection) 

3,95 6,22 11,13 1,13 1,93 3,06 0,130 0,036 

Tableau 3.5 Répartition de la fraction molaire des composantes du pic N 1s et O 1s. 

 

     
 

Figure 3.30 Spectre XPS des électrons O 1s, et C 1s de la surface de (5, en noir à droite) 
l’électrode fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques, (6, en vert à droite)  
-CONHNHboc, (7, rouge à droite) -CONHNH2 (après la déprotection). 
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III.1.3. Immobilisation de la laccase  

 

  La laccase a été immobilisée sur les différentes électrodes fonctionnalisées par réduction du 

diazonium, ce qui a permis d’introduire en surface des groupements fonctionnels 

carboxyliques, amines ou hydrazides, permettant le greffage covalent de la laccase selon 

différents protocoles. Pour chacune des électrodes fonctionnalisées, la laccase a également été 

immobilisée par adsorption sur la surface, et ce afin de comparer les deux méthodes 

d’immobilisation et de tenter d’estimer quelle est l’influence du processus d’adsorption dans 

l’immobilisation puisque le processus d’adsorption de l’enzyme à la surface a lieu, même 

dans le cas d’une immobilisation covalente. 

 

III.1.3.1.Contrôle de la quantité d’enzyme immobilisée par mesure de son activité 

 

III.1.3.1.1. Laccase immobilisée à la surface fonctionnalisée avec une fonction carboxylique 

  La méthode d’immobilisation covalente de la laccase à la surface d’électrodes 

fontionnalisées avec des groupements carboxyliques consiste à activer ces derniers en 

présence d’EDC et de NHS. La laccase ensuite ajoutée forme avec le groupement 

carboxylique activé une liaison amide via l’un des cinq résidus lysine qu’elle contient. Dans 

d’autres expériences menées en parallèle, la laccase est adsorbée sur l’électrode 

fonctionnalisée, en absence d’EDC/NHS mais pendant la même durée que dans le cas de 

l’immobilisation covalente.  Pour chacune des deux méthodes d’immobilisation, le couplage 

est généralement réalisé sur au moins trois électrodes différentes, les résultats présentés sont 

donc la moyenne de ceux obtenus sur ces trois électrodes.  

  Dans un premier temps, l’efficacité de l’immobilisation de la laccase est testée en mesurant 

l’activité de l’enzyme. En pratique, on suit par spectrophotométrie UV-visible à 420 nm la 

cinétique d’oxydation d’un substrat de la laccase, l’ABTS qui est oxydé par l’enzyme en un 

radical stable coloré, ABTS∙. La vitesse de formation du radical ABTS∙ est utilisée pour 

calculer l’activité de l’enzyme immobilisée sur l’électrode, exprimée en unités (U), c'est-à-

dire en nombre de micromoles d’ABTS transformé par minute. L’activité est ensuite ramenée 

à la surface géométrique de l’électrode, et donc exprimée en U/cm2 afin de pouvoir la 

comparer de façon plus pertinente aux résultats de la littérature. 

  Dans le cas de la fonctionnalisation de la surface par des groupements carboxyliques par 

voie électrochimique, deux méthodes  ont été utilisées : soit le sel de diazonium dont la 
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réduction électrochimique à la surface de l’électrode va permettre sa fonctionnalisation a été 

synthétisé préalablement, c'est-à-dire obtenu sous forme de poudre et solubilisé dans la cellule 

électrochimique au moment de l’expérience de réduction du sel de diazomium (méthode A), 

soit il a été généré in situ dan la cellule électrochimique par réaction du nitrite de sodium sur 

une amine aromatique (méthode B). La laccase a ensuite été immobilisée sur ces deux types 

de surface. Les résultats d’activité de l’enzyme obtenus après immobilisation sont présentés 

sur la figure 3.31. 

 
 
Figure 2.31 Activité de la laccase non oxydée ou oxydée à la surface de l’électrode 
fonctionnalisée avec –COOH par réduction du 4-carboxybenzène diazonium (à 5 mM, 
synthétisé préalablement ou généré in situ, réduit par voltammétrie cyclique) et celle de la 
laccase non oxydée adsorbée sur l’électrode nue. 

 

  Lorsque la surface a été fonctionnalisée par la réduction de diazonium synthétisé 

préalablement, l’activité enzymatique mesurée après immobilisation de la laccase est de  

3,9 mU∙cm-2 pour la laccase adsorbée et 17,7 mU/cm2 pour la laccase greffée. Par contre, sur 

la  surface fonctionnalisée par la réduction de diazonium généré in situ, la laccase présente 

pour chacune des méthodes d’immobilisation une activité plus importante : 8,5±1,8 mU/cm2 

pour la laccase adsorbée et 36,5±1,3 mU/cm2 pour la laccase greffée par une liaison covalente.  

Sur l’électrode nue, la laccase qui est effectivement adsorbée à la surface présente une activité 

de 0,4 mU/cm2. 

  L’activité de la laccase greffée est toujours trois à quatre fois plus importante que celle de la 

laccase adsorbée, même après une procédure de lavage poussée : après l’étape 

d’immobilisation, l’électrode a été trempée dans plusieurs solutions de tampon qui ont été 

renouvelées jusqu’à ce qu’aucune activité enzymatique ne soit plus détectée dans la solution. 
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Ce résultat est donc une preuve indirecte de l’efficacité du greffage covalent de la laccase sur 

la surface de l’électrode, comparé à l’adsorption de l’enzyme. 

  A noter qu’ici, sur l’électrode fonctionnalisée par réduction du 4-carboxybenzène-diazonium 

générés in situ, quand nous avons retirée la goutte du mélange EDC/NHS de la surface avant 

de déposer la solution d’enzyme, l’activité enzymatique diminue fortement : 3,0±0,5 mU/cm². 

Cela montre que la présence simultanée de EDC/NHS et de la laccase est indispensable au 

cours du greffage de la laccase. 

  Le meilleur résultat obtenu lorsque l’électrode a été fonctionnalisée par la méthode de 

synthèse in situ du diazonium est à mettre en parallèle avec la plus forte densité de 

groupements COOH mesurée à la surface de ces électrodes  (1.91±0,15) ×10-8 mol/cm2 par 

comparaison aux électrodes fonctionnalisées avec le diazonium présynthétisé  

((1,1±0,2) ×10-8 mol/cm2). En présence d’un plus grand nombre de groupements 

carboxyliques en surface, le couplage de l’enzyme serait pus efficace. Deux raisons peuvent 

être évoquées : une plus grande  hydrophilicité de la surface qui favorise l’adsorption, et un 

plus grand nombre de groupements fonctionnels, qui favorise le couplage covalent. La 

réduction de diazonium généré in situ est donc une méthode favorable pour la 

fonctionnalisation de la surface et l’immobilisation de la laccase. 

  On a également immobilisé de la laccase après l’avoir oxydée en présence de périodate de 

sodium. Initialement, cette modification de la laccase par oxydation a été réalisée afin de 

permettre le couplage covalent de l’enzyme de façon « orientée » sur la surface, selon un 

protocole qui sera détaillé dans la suite du manuscrit. Il nous a semblé néanmoins intéressant 

de tester l’efficacité du couplage « non orienté » de la laccase ainsi oxydée. Dans ce cas, le 

protocole a été légèrement différent. La durée de formation du couplage à la surface est 

toujours de deux heures, nous avons d’abord laissé la solution de la laccase oxydée pendant 

deux heures à la surface de l’électrode au lieu d’activer préalablement la surface 

fonctionnalisée avec EDC et NHS pendant 20 min avant la formation du couplage comme 

pour le cas de la laccase non oxydée. La durée de l’adsorption a alors été de 4 heures pour 

l’échantillon comme pour le contrôle. La laccase oxydée greffée sur l’électrode présente une 

activité de 30 mU/cm2, ce qui est légèrement plus important que celle de la laccase oxydée 

adsorbée : 23,8 mU/cm2. Il nous semble que la  formation de liaisons covalentes permet 

également d’immobiliser plus de laccase oxydée à la surface. En revanche, l’activité de la 

laccase oxydée greffée par couplage covalent est légèrement plus faible que celle de la laccase 

non oxydée greffée par la même méthode, soit (36,5±1,3) mU/cm2. Pour l’adsorption, le 
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comportement de la laccase est inversé par rapport au greffage : la laccase oxydée adsorbée à 

la surface de l’électrode présente une activité de 23,8 mU/cm2, ce qui est plus important que 

l’activité de la laccase non oxydée adsorbée de (8,5 ± 1,8) mU/cm2. Effectivement, la laccase 

a été purifiée par filtration sur gel avant et après oxydation, ce qui a éliminé le glycérol, qui 

peut avoir une influence en s’adsorbant sur la surface de l’électrode.  

  Nous avons ensuite étudié la stabilité des laccases immobilisées en mesurant leur activité 

fonction du temps (voir figure 3.32). La diminution de l’activité des laccases greffées est plus 

importante le premier mois et particulièrement pendant les 10 premiers jours. Au bout de 83 

jours, la laccase greffée possède encore 50% de son activité initiale. Dans le cas des laccases 

adsorbées, la décroissance de l’activité est plus rapide dans les premiers jours. Après 10 jours, 

elles ont déjà perdu plus que 50% de leur activité. Ensuite, l’activité reste stable. Il faut noter 

que dans le cas des laccases adsorbées, l’activité mesurée est très faible et est à la limite de la 

sensibilité de la méthode de mesure, ce qui génère une grande incertitude sur les résultats 

expérimentaux.   

 

Figure 3.32 : Evolution de l’activité de la laccase greffée (en bleu) et adsorbée (en rouge) en 
fonction du temps. 

 

 

III.1.3.1.2. Laccase immobilisée à la surface fonctionnalisée avec un groupement amine 

La figure 3.33 présente les activités de la laccase non oxydée, immobilisée à la surface de 

l’électrode fonctionnalisée par la réduction du diazonium, à des concentrations différentes,  

pour des méthodes et des paramètres différents. 

Quand le 4-nitrobenzene-diazonium (5 mM) a été réduit pendant un cycle avec une vitesse 

de balayage de 50 mVͼs-1 par voltampérométrie cyclique, nous avons obtenu une activité de 
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42,5±3,6 mU/cm2 pour la laccase immobilisée à la surface de façon covalente. Pour la laccase 

adsorbée à la surface, nous avons une activité de 28,5 mU/cm2, ce qui représente une 

diminution de 33% par rapport à celle de la laccase immobilisée de façon covalente. 

Lorsque le 4-nitrobenzene-diazonium de 2 mM a été réduit pour deux cycles avec la vitesse 

de balayage de 50 mVͼs-1 par voltampérométrie cyclique, la laccase immobilisée de façon 

covalente à la surface fonctionnalisée présente une activité de 35, 3±2,0 mU/cm2, ce qui est 

plus faible qu’avec les paramètres précédents. La laccase adsorbée présente quant à elle une 

activité de 33,7 mU/cm2, ce qui est très proche de l’activité de la laccase immobilisée de 

façon covalente sur l’électrode fonctionnalisée de même façon. 

Nous avons également réduit 4-nitrobenzene-diazonium par chronoampérométrie avec un 

potentiel de 0,25 V pendant 30 s. Nous avons une activité enzymatique de 31,1 mU/cm-2 pour 

la laccase immobilisée de façon covalente et 29,1 mU/cm-2 pour la laccase adsorbée. Les 

deux activités pour les deux types sont quasiment identiques. 

 

Figure 2.33 Activité de la laccase non oxydée à la surface de l’électrode, fonctionnalisée avec 
–NH2 par réduction du 4-nitrobenzene-diazonium à 2 et 5 mM, réduit par voltammétrie 
cyclique (VC) ou chronoampérométrie (Chrono). 

 

En conclusion, c’est donc en réduisant le diazonium par voltamétrie cyclique pendant un 

cycle que l’on obtient la plus forte activité enzymatique à la surface. Si on compare les 

résultats obtenus après fonctionnalisation par des groupements amines ou carboxyliques 

présentés au paragraphe précédent, on constate que l’écart entre l’activité de l’enzyme 

physisorbée et greffée de façon covalente est nettement plus faible en présence de 

groupements amines : au moins 70 % d’écart en présence de COOH et au plus 30% en 

présence de -NH2. Ceci pourrait résulter de l’absence d’interactions électrostatiques 
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défavorables entre la laccase chargée négativement (pI autour de 3) et les groupements 

fonctionnels de surface alors que ces interactions sont défavorables lorsque la surface est 

fonctionnalisée par des groupements carboxyliques, sous forme d’anions au pH de 

l’expérience (pH 7).  

 

III.1.3.1.3. Laccase immobilisée à la surface fonctionnalisée avec un groupement hydrazide 

  Nous avons immobilisé de la laccase sur une électrode nous avons tenté de fonctionnaliser 

avec un groupement hydrazide après avoir oxydé des sucres de l’enzyme en présence de 

périodate de sodium. Cette modification de la laccase a été réalisée afin de permettre le 

couplage covalent de façon « orientée » sur la surface entre les groupements hydrazide et les 

groupements aldéhyde de la laccase dont les sucres ont été oxydés. Nous avons obtenu une 

activité de (98,1±3,3) mU/cm2 sur l’électrode avec cette méthode d’immobilisation. Le 

couplage est réalisé sur trois électrodes différentes, les résultats présentés sont donc la 

moyenne de ceux obtenus sur ces trois électrodes. Dans une autre expérience menée en 

parallèle, la laccase non oxydée, comme le contrôle, est adsorbée sur l’électrode 

fonctionnalisée pendant la même durée que dans le cas de laccase oxydée. L’électrode 

présente une activité de 55, 1 mU/cm2, ce qui correspond à une réduction de 44% par rapport 

à la laccase oxydée immobilisée à la surface de l’électrode. 

  Avec les résultats d’XPS, nous avons constaté que nous n’avons pas de groupement 

d’hydrazide à la surface de l’électrode. Effectivement, la laccase oxydée immobilisée à cette 

surface n’a pas été orientée. Elle présente toutefois une activité importante par rapport à la 

laccase non oxydée immobilisée sur l’électrode. La performance de cette électrode sera 

étudiée avec les méthodes électrochimqiues dans la partie suivante. 

 

III.1.3.2. Caractérisation par MEB de la surface après immobilisation de l’enzyme 

 
a1 a2 a3 2 µm 100nm 20nm 
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Figure 3.34 : Micrographies MEB à trois échelles différentes d’une surface de l’électrode 
fonctionnalisée avec des groupements carboxyliques (a1), (a2), (a3), de la même électrode 
après greffage de la laccase (b1), (b2), (b3) ou de la laccase oxydée (c1), (c2), (c3). 

 

  La figure 3.34 présente les micrographies MEB de la surface fonctionnalisée par réduction 

du 4-carboxybenzène-diazonium générés in situ avant et après immobilisation de la laccase. 

On peut observer la présence d’amas sur la surface après le greffage de la laccase (non oxydée 

et oxydée) qui pourraient être attribués à la présence d’enzyme. Cela confirmerait la présence 

de la laccase (non oxydée et oxydée) immobilisée de façon covalente sur l’électrode. 

  L’analyse élémentaire a été effectuée à la surface de l’électrode après le greffage de la 

laccase oxydée. Nous pouvons observer sur le spectre (voir figure 3.35) les pics d’azote et 

oxygène qui pourraient être dus à la présence de l’enzyme, qui contient ces éléments. Nous 

avons également observé les pics de phosphore et sodium attribués au NaH2PO4 et Na2HPO4 

du résidu de tampon phosphate à la surface de l’électrode. Les pourcentages atomiques de 

l’oxygène et l’azote à la surface de l’électrode sont respectivement de 18,39 et 6,09. 
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Figure 3. 35 Le spectre de l’analyse élémentaire par microscopie électronique à balayage pour 
l’électrode fonctionnalisée avec des groupements carboxyliques après le greffage de la laccase 
oxydée. 
 

 

Element    Series  unn. C norm. C Atom. C 

[wt.%]  [wt.%]  [at.%] 

----------------------------------------- 

oxygène   K-series  18.39   18.39   15.25 

carbone   K-series  68.50   68.50   75.66 

silicium  K-series   0.64    0.64    0.30 

azote     K-series   6.09    6.09    5.76 

phosphore K-series   3.94    3.94    1.69 

sodium    K-series   1.76    1.76    1.02 

magnésium K-series   0.26    0.26    0.14 

soufre    K-series   0.42    0.42    0.17 

----------------------------------------- 

Total: 100.00  100.00  100.00 

Tableau 3.6 Proportion des éléments à la surface de l’électrode fonctionnalisée avec des 
groupements carboxyliques après le greffage de la laccase oxydée. 
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Figure 3.36 : Micrographies MEB d’une surface de l’électrode fonctionnalisée avec l’ester où 
la laccase oxydée est adsorbée (d1), (d2), (d3), de –NH2 où la laccase non oxydée est 
immobilisée de façon covalente. 

 

  Sur la surface fonctionnalisée avec l’ester méthylique où la laccase oxydée a été adsorbée 

(voir figure 3.36, d1, d2 et d3), nous ne pouvons pas observer le dépôt de la laccase oxydée. 

Cela est probablement dû au détachement de la laccase dans la solution, l’enzyme n’étant 

qu’adsorbée à la surface. Sur les surfaces fonctionnalisées avec des groupements amines voir 

figure 3.36, e1 et e2), le dépôt de la laccase n’a pas pu être observé, bien que nous ayions 

détecté l’activité de la laccase à la surface de l’électrode. La présence de la laccase à la 

surface de -NH2 a été vérifiée avec l’analyse XPS. 

 

 

III.1.3.3. Caractérisation de la laccase à la surface par XPS 

 

III.1.3.3.1. Laccase immobilisée à la surface fonctionnalisée avec –COOH 
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III.1.3.3.1.1. Laccase non oxydée 

 

Figure 3.37 : Spectre XPS de la surface de l’électrode (1) fonctionnalisée avec –COOH (2) de 
la laccase greffée, (3) de la laccase adsorbée.  

 

  La figure 3.37 présente le spectre général analysé entre 0 et 1300 eV des surfaces 

fonctionnalisées avec des groupements carboxyliques par réduction du 4-carboxybenzène-

diazonium générés in situ (1), ainsi que de ces mêmes surfaces après greffage covalent (2) ou 

adsorption (3) de la laccase.  

  On observe  sur cette figure ainsi que sur la figure 3.38 une augmentation de l’intensité du 

pic de l’azote après immobilisation de la laccase. Cela est dû à la présence de cet élément 

dans la séquence primaire de l’enzyme, tant dans les liaisons peptidiques que dans les résidus 

lysine, asparagine ou arginine qui contiennent également de l’azote. Ainsi le rapport 

atomique Ntot/Ctot passe de 0,011 pour l’électrode fonctionnalisée avant immobilisation de 

l’enzyme à 0,016 pour l’électrode avec de la laccase adsorbée et 0,054 pour celle recouverte 

de laccase greffée de façon covalente. Le signal de l’azote est donc trois fois plus important 

lorsque la laccase est immobilisée de façon covalente. On retrouve les mêmes proportions que 

celles observées en comparant les activités mesurées sur ces mêmes électrodes. Cela confirme 

que l’on a greffé trois fois plus de laccase par liaison covalente que par chimiosorption. La 

quantité d’oxygène en surface est également plus importante dans le cas de l’enzyme greffée 

comparée à l’enzyme adsorbée. Dans ce dernier cas, la contribution de l’oxygène sous forme 

C=O augmente légèrement par comparaison à la surface avant immobilisation de la protéine 
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alors qu’elle double dans le cas de l’enzyme greffée, résultant du plus grand nombre de 

groupements carboxyliques de la liaison peptidique de l’enzyme. 

 

Energie de 
liaison (eV) 

-N=N-/R-NH3
+ 

(N3) 

-NH2 

/-(C=O)-NH-C 
(N4) 

Ntot O-C O=C Otot Ntot/Ctot Otot/Ctot 

402,5 400,6 - 533,6 532,3 - - - 
Electrode Fraction molaire (% et rapport)  

fonctionnalisée 
avec -COOH 

0,13 0,87 1,00 4,71 4,83 10,06 0,011 0,113 

laccase adsorbée 0,12 1,37 1,48 3,03 3,81 7,31 0,016 0,08 

laccase greffée 0,44 3,97 4,40 3,29 7,84 11,59 0,054 0,14 

Tableau 3.7 : Répartition de la fraction molaire des composantes du pic N 1s. 

 

 

 

Figure 3.38 : Spectre XPS des électrons O 1s, N 1s et C 1s de la surface de l’électrode  
fonctionnalisée avec –COOH (1 et en bleu sur la figure de droite, C 1s), de la laccase greffée 
(2 et en rouge sur la figure de droite, C 1s), de la laccase adsorbée (3 et en vert sur la figure de 
droite, C 1s). 

 

Le signal de l’azote peut être déconvolué en deux pics. Le pic majoritaire (90 % du signal 

de total de l’azote) à  400 eV peut être attribué aux amines et aux fonctions amides, l’autre à 

402,4 eV pourrait être lié à la présence de groupements aminés protonés, notamment les 

résidus basiques de la protéine, effectivement protonés dans les conditions dans lesquelles les 
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électrodes ont été utilisées, c'est-à-dire à pH 4.2 pour la mesure de la réduction du dioxygène. 

Sur le signal du carbone C 1s, on peut observer un net élargissement du pic vers les hautes 

énergies de liaison sur l’électrode avec la laccase greffée, que l’on peut attribuer à la fois à la 

présence de groupements C-N ou C-O vers 286 eV, et à des groupements NH-C=O amide ou 

cétone vers 288-289 eV. Ce dernier pic est souvent attribué à la liaison peptidique, et donc est 

un marqueur de la présence de protéine sur la surface. Cet élargissement, comparé à la surface 

seulement fonctionnalisée, est moins marqué dans le cas de la laccase adsorbée, ce qui est 

cohérent avec les résultats concernant l’azote et confirme le fait que la surface est moins 

couverte d’enzyme lorsque celle-ci est simplement adsorbée par comparaison avec 

l’immobilisation covalente. 

 

III.1.3.3.1.2. Laccase oxydée 

On a également immobilisé de la laccase sur une électrode fonctionnalisée par un 

groupement carboxylique après avoir oxydé les sucres de l’enzyme par du périodate de 

sodium. Cette enzyme ainsi oxydée était principalement destinée à être immobilisée de façon 

orientée via la formation d’une base de Schiff (voir paragraphe suivant). Toutefois, on l’a 

également utilisée dans le cadre d’une méthode de greffage non « orientée » après activation 

des groupements carboxyliques de surface par EDC/NHS. 

Energie de liaison 
(eV) 

-N=N- 
/R-NH3

+ 
(N3) 

-NH2 
/-(C=O)-NH-C 

(N4) 
Ntot 

O-C 
(O1) 

O=C 
(O2) Otot Ntot/Ctot Otot/Ctot 

402,5 400,6 - 533,6 532,4 - - - 

Electrode Pourcentage molaire (%) 

Electrode COOH 0,13 0,87 1,00 4,71 4,83 10,06 0,011 0,113 

fonctionnalisée avec 
–COOH + laccase 
oxydée adsorbée 

0,07 0,73 0,80 4,89 4,10 9,57 0,009 0,108 

fonctionnalisée avec 
–COOH + laccase 

oxydée greffée 
1,14 1,31 2,45 3,95 4,70 10,09 0,028 0,116 

Tableau 3.8 : Répartition de la fraction molaire des composantes du pic N 1s. 

 

  Après déconvolution du signal de O1s, le rapport des pourcentages d’oxygène correspondant 

aux liaisons C=O et C-O est de 0,84 pour la laccase oxydée adsorbée et de 1,19 pour la 

laccase oxydée immobilisée par couplage covalent. Cela indique que les liaisons amides 

présentent à la surface après adsorption de l’enzyme sont moins nombreuses qu’à la surface 
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après greffage covalent. Nous avons donc immobilisé plus de laccase oxydée sur l’électrode 

par liaison covalente que par physisorption. Ce résultat est confirmé par les données 

concernant l’azote : le pourcentage d’azote impliqué dans une liaison amide ou amine (400,6 

eV) est de 1,31 après greffage alors qu’il reste inchangé à 0,73 après adsorption par rapport à 

l’électrode sans enzyme. Le pic à 402,5 eV pour l’électrode après le greffage de la laccase 

oxydée pourrait être attribué aux groupements aminés protonés de l’enzyme à la surface de 

l’électrode. 

 

Figure 3.39 : Spectre XPS des électrons des atomes O 1s, N 1s et C 1s de la surface de 
l’électrode fonctionnalisée avec des groupements –COOH (courbe noire à droite), de la 
laccase oxydée adsorbée (1 et courbe vert à droite), de la laccase greffée par une liaison amide 
(2 et courbe rouge à droite). 
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III.1.3.3.2. Laccase immobilisée à la surface fonctionnalisée avec –NH2 

III.1.3.3.2.1.  Laccase non oxydée 

   

Figure 3.40 : Spectre XPS de la surface de l’électrode (1) fonctionnalisée avec les groupements 
amine, (2) de laccase greffée, (3) de laccase adsorbée. 

 

  La figure 3.40 présente le spectre général analysé entre 0 et 1300 eV des surfaces 

fonctionnalisées avec les groupements amines, sur lesquelles on a ensuite immobilisé de la 

laccase par adsorption ou greffage covalent. Le rapport atomique Ntot/Ctot à la surface 

fonctionnalisée avec des groupements amines est de 0,049. Après adsorption de la laccase, 

cette valeur augmente jusqu’à 0,079, ce qui est la même que celle de l’électrode où la laccase 

est greffée. Le rapport atomique Otot/Ctot passe de 0.047 pour l’électrode fonctionnalisée à 

0,102 après la physisorption ou le greffage de la laccase.  

Electrode 

Fraction molaire (% et rapport)     
-N=N- 

/R-NH3
+ 

 (N3) 

-NH2 
/-(C=O)-NH-C 

(N4) 
Ntot O-C O=C  Otot Ntot/Ctot Otot/Ctot 

Energie de liaison 
(eV) 

402,5 400,6 - 533,6 532,4 - - - 

fonctionnalisée avec 
–NH2 

0,81 3,16 4,49 2,61 1,53 4,25 0,049 0,047 

laccase adsorbée (3) 0,52 5,79 6,64 3,18 4,50 8,58 0,079 0,102 

laccase greffée (2) 0,53 5,80 6.69 3,03 4,37 8,61 0,079 0,102 

Tableau 3.9 : Répartition de la fraction molaire des composantes du pic N 1s et O 1s. 
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  Cette augmentation significative de l’intensité du pic de l’azote correspond essentiellement à 

la liaison -(C=O)-NH-C à 400,6 eV), ce qui montre la présence des liaisons amides de la 

laccase à la surface. On en déduit donc que les quantités de laccase immobilisée sont 

identiques pour les deux types d’immobilisation. On peut faire l’hypothèse que l’enzyme est 

uniquement immobilisée par adsorption puisqu’on n’est pas en mesure d’immobiliser plus 

d’enzyme dans les conditions d’un couplage covalent. 

 

Figure 3.41 : Spectre XPS des électrons O1s, N1s et C1s de la surface de l’électrode  
fonctionnalisée avec les groupements amine (1, en rouge à droite), de laccase greffée (2, en 
vert à droite), de laccase adsorbée (3, en rose à droite). 

 

  Sur le spectre de C 1s, nous pouvons observer vers 287 eV un élargissement du pic (comparé 

à celui de l’électrode seulement fonctionnalisée)  dû à des liaisons C-O ou C-N, ainsi que vers 

288,5 eV, un très net épaulement, attribuable aux liaisons amides de la protéine, ainsi qu’à la 

possible présence de groupements carboxyliques. On constate que les spectres C1s des 

électrodes  portant de l’enzyme sont superposables, ce qui est cohérent avec les résultats 

obtenus avec les spectres de l’azote et confirme que la méthode d’immobilisation ne modifie  

pas la quantité d’enzyme immobilisée. 

  A noter qu’ici, l’électrode fonctionnalisée avec NH2 contient un fort pourcentage 

d’oxygène de 4,25. Cela est du à la fois à la contamination introduite par la procédure de 

polissage qui oxyde le carbone à la surface (l’électrode nue présente un pourcentage molaire 

d’oxygène de 2,88) et à une réduction incomplète des groupements nitro à l’issue de la 

procédure de réduction.   
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III.1.3.3.2.2.  Laccase oxydée 

  Au cours du greffage de la laccase non oxydée, la laccase n’a pas été orientée à la surface de 

l’électrode. Pour faciliter le transfert d’électron à la surface, on a voulu orienter la laccase 

pour que son site actif soit proche de la surface de l’électrode. Une stratégie possible est 

d’immobiliser la laccase par l’intermédiaire de ses sucres, localisés en surface de l’enzyme, 

qui sont proches du site actif (voir figure 3.42). Après oxydation des ces groupements 

glycosidiques (voir figure 3.42), la laccase a été immobilisée à la surface des électrodes 

fonctionnalisées par les groupements anilines via la formation d’une base de Schiff (voir 

figure 3.44) entre les groupements amines de surface et les groupements aldéhyde de la 

laccase dont les sucres ont été oxydés par action du périodate de sodium. La dernière étape de 

la procédure d’immobilisation a été la réduction de la base de Schiff formée en présence de 

cyanoborohydrure de sodium afin d’assurer sa stabilité de la liaison entre le support et 

l’enzyme (voir figure 3.44). 

 

 

Figure 3.42 Les sucres, localisés à la surface de la structure de la laccase. 

 

 

Figure 3.43 Oxydation de la laccase. 

Site actif 

Sucre 
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Figure 3.44 Formation et réduction de la base de Schiff entre la laccase et –NH2 sur l’électrode. 

 

  Les spectres XPS des éléments C 1s, N 1s et O 1s à la surface des électrodes après 

immobilisation de la laccase par cette procédure sont illustrés figure 3.45.  On constate que le 

rapport C-O/C=O s’inverse après  immobilisation de la laccase, indice de la présence probable 

d’oxygène impliqué dans une liaison peptidique, que l’on détecte également sur le spectre du 

carbone avec un très net élargissement du pic de C 1s aux hautes énergies, avec notamment un 

épaulement vers 286 eV attribuable aux liaisons C-O, ainsi qu’un pic vers 288,5 eV, qui 

pourrait correspondre à la liaison peptidique. Il faut toutefois noter qu’on n’a retrouvé ce pic 

très net dans aucun autre échantillon sur lequel on a déposé de la laccase. On observe 

également un doublement du rapport atomique Otot/Ctot après greffage, puisqu’il passe de 4,25 

sur l’électrode fonctionnalisée à 10,34 après immobilisation de la laccase oxydée. Le 

pourcentage d’azote augmente également  de 4,49 à 7,92 après greffage de l’enzyme. 

  
 
Figure 3.45 : Spectre XPS des électrons O 1s, N 1s et C 1s de l’électrode –NH2 (1 et courbe 
noire sur la figure de droite) et sur la même électrode après greffage de la laccase par 
formation d’une base de Schiff (2 et courbe rouge sur la figure de droite). 

 

 

C-O 
C=O 

-NH2  

-N=N- 

R-NH3
+ 

-(C=O)-NH-C 

(1) (1) 

(2) (2) 

In
te

n
si

té
 r

el
at

iv
e 

(u
.a

.)
 

Energie de liaison (eV) 

In
te

n
si

té
 r

el
at

iv
e 

(u
.a

.)
 

Energie de liaison (eV) 

O 1s N 1s 



119 
 

Energie de liaison (eV) 

-N=N-  
/R-NH3

+ 
(N3) 

-NH2 
/-(C=O)-NH-C 

(N4) 
Ntot 

O-C 
(O1) 

O=C 
(O2) 

Otot Ntot/Ctot Otot/Ctot 

402,5 400,6 - 533,6 532,4 - - - 

Electrode Pourcentage molaire (%) 

fonctionnalisée avec -NH2 0,81 3,16 4,49 2,61 1,53 4,25 0,049 0,047 

fonctionnalisée avec -NH2 
+ laccase oxydée greffée 

0,3 7,62 7,92 3,43 6,87 10,34 0,099 0,129 

Tableau 3.10 : Répartition de la fraction molaire des composantes du pic N 1s et O 1s. 

 
  Si on superpose le signal du carbone C 1s des surfaces sur lesquelles sont immobilisées des 

laccases oxydées (voir figure 3.46), on constate que c’est dans le cas de la formation d’une 

liaison C-N  (via une base de Schiff) que l’élargissement du pic est le plus important. On peut 

donc supposer que c’est dans ce cas que l’on a immobilisé le plus d’enzyme. 

 

 

Figure 3.46 : Spectre XPS des électrons O1s, N 1s et C 1s de la surface de l’électrode -COOH 
après adsorption de la laccase oxydée (en noir) et greffage de la laccase oxydée (en bleu) par 
formation d’une liaison amide et l’électrode -NH2 après greffage de la laccase oxydée par 
formation d’une base de Schiff (en rouge). 

 
 

(C=O)-NH-C 

C-(O,N) 

In
te

n
si

té
 r

el
at

iv
e 

(u
.a

.)
 

Energie de liaison (eV) 



120 
 

 III.1.4. Etude du courant cathodique de la réduction de l’oxygène catalysé par la laccase  

              immobilisée à la surface fonctionnalisée 

 

  Le courant cathodique de réduction de l’oxygène catalysée par la laccase (ou la laccase 

oxydée) immobilisée sur l’électrode a été mesuré par voltammétrie cyclique ou 

chronoampérométrie. En absence de dioxygène, aucun pic de réduction n’est détecté. 

Lorsqu’on a utilisé la voltammétrie cyclique, un courant capacitif est quelquefois observé. 

Afin de s’affranchir de ce courant capacitif, les valeurs du courant de biocatalyse du 

dioxygène qui sont présentées dans la suite de ce chapitre sont le résultat de la différence 

entre le courant mesuré en présence de dioxygène et celui mesuré en absence de dioxygène. 

La densité de courant, en µA/cm2 est le rapport de cette valeur par la surface géométrique de 

l’électrode. 

 

 
III.1.4.1. Laccase immobilisée à la surface fonctionnalisée avec –NH2 

  Sur l’électrode fonctionnalisée par réduction du 4-nitrobenzene-diazonium suivie de la  

réduction des groupements nitro, puis l’immobilisation de la laccase, on a observé un courant 

de réduction du dioxygène catalysé par la laccase à partir vers 0,6 V en présence d’air, ce qui 

est proche du potentiel redox de la laccase (voir figure 3.46). A 0,2 V, nous avons une densité 

de courant de 6,8 µAͼcm-2 par voltammétrie cyclique et 12,5 µA∙cm-2 par chronoampérométrie 

et ce malgré une activité de l’enzyme à la surface mesurée en présence d’ABTS de  

(42,5±3,6) mU/cm2. On note également la présence d’un fort courant capacitif. 

Malheureusement, les résultats ne sont pas reproductibles. C'est-à-dire qu’on a observé un 

courant que sur quelques échantillons. 

  Nous avons observé à la fois des pics redox vers 0 V, qui sont attribués à l’espèce inconnu à 

la surface de l’électrode de nouvelle série reçue du fournisseur.  

  Vaz-Domínguez et al. [15]. ont rapporté une densité de courant maximal de 500 µA/cm2 et 

les densités de courant autour de 300 µA/cm2 mesuré par voltammétrie cyclique, ce qui est 

~40 fois supérieure à celle de l’électrode décrite au-dessus. Cette différence pourrait être due 

à : (1) une différence de la surface électroactive des électrodes de carbone. La surface 

électroactive des tiges Sigma utilisées par Vaz dominguez et al. est de (1 ± 0,3) cm2 pour une 

surface géométrique de 0.07 cm2 alors que pour le carbone spectrographique (surface 

géométrique : 0.385 cm2) que nous avons utilisée, la surface électroactive n’est que 0,5 cm2. 
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(2) le type de laccase testé (laccase de T. versicolor contre T. hirsuta), (3) l’épaisseur de la 

couche fonctionnelle. Vaz-Domínguez et al. ont réduit le 4-nitrobenzene-diazonium par 

voltammétrie cyclique avec une vitesse de balayage de 200 mVͼs-1 à l’étape de 

fonctionnalisation de la surface de l’électrode avec des nitrophényles, alors que nous avons 

utilisé une vitesse de balayage de 50 mVͼs-1 pour comparer avec l’électrode de –COOH 

fonctionnalisée par réduction du 4-carboxybenzène diazonium avec la même vitesse de 

balayage, ce qui peut probablement aboutir à une couche fonctionnelle plus épaisse. 

 

Figure 3.47 : Voltammétrie cyclique sous N2 (bleu) et sous 1 atm d’air (rose) d’une électrode 
(fonctionnalisée avec les groupements amines) modifiée avec la laccase de façon covalente.  

 

  Face aux difficultés rencontrées pour réaliser la réduction du dioxygène sur les électrodes 

fonctionnalisées avec des groupements amines, nous avons testé une méthode alternative de 

couplage de l’enzyme par formation d’une base de Schiff avec la laccase dont les 

groupements glycosidiques ont été oxydés en aldéhyde. 

  La densité de courant de réduction du dioxygène après ce type de couplage est de  

30,9 µA∙cm-2 par chronoampérométrie, ce qui est 2,5 fois plus élevé que celle obtenue avec la 

laccase non oxydée immobilisée via la méthode de couplage utilisant l’activation des 

groupements carboxyliques de l’enzyme avec EDC/NHS. Ce courant plus élevé, conséquence 

d’un meilleur transfert des électrons pourrait résulter d’une meilleure orientation de l’enzyme 

lorsqu’elle est couplée via ses groupements glycosidiques que via ses groupements 

carboxyliques.  
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  Nous avons également immobilisé la laccase oxydée sur l’électrode  de –NH2 en présence de 

EDC/NHS, la densité de courant est de 34 µAͼcm-2 par voltammétrie cyclique et 51,0 µA∙cm-2 

par chronoampérométrie.  

  Toutefois, ce courant est plus faible que dans le cas (voir paragraphe III.1.4.3) où la laccase 

oxydée est immobilisée sur une électrode fonctionnalisée avec des groupements 

carboxyliques car dans le cas des groupements amine une couche fonctionnelle plus épaisse 

pourrait être à l’origine d’une limitation du transfert des électrons. 

  Par contre, il est à noter que ces résultats ne sont pas reproductibles : l’immobilisation de la 

laccase oxydée par formation d’une base de Schiff a été réalisée une seule fois, et la laccase 

(non oxydé et oxydée) immobilisée via la méthode de couplage utilisant l’activation des 

groupements carboxyliques de l’enzyme avec EDC/NHS conduit à un courant catalytique une 

seule fois sur plusieurs essais. 

 

 

III.1.4.2. Laccase immobilisée à la surface de l’électrode fonctionnalisée avec les  
                  groupements carboxyliques : 

 

Figure 3.48 : Voltammétrie cyclique sous N2 (bleu) et sous 1 atm d’air (rose) d’une électrode 
(fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques) modifiée avec la laccase de façon 
covalente. (La mesure est effectuée dans 50mM tampon d’acétate, pH4.2, 100 mM NaClO4. 
v= 10 mVs-1) 

 

  Sur l’électrode fonctionnalisée par réduction de diazonium généré in situ par voltammétrie 

cyclique avec un balayage en potentiel et une vitesse de 50 mVͼs-1, nous avons observé le 

courant de réduction du dioxygène catalysé par la laccase immobilisée à partir vers 0,6 V  
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(vs ECS) en présence d’air (voir figure 3.48). L’apparition du courant cathodique montre que 

le transfert d’électron a lieu entre l’électrode et la laccase immobilisée. A 0,2V, on a observé 

une densité de courant de 25,1 µAͼcm-2 pour la laccase greffée et de 5,0 µAͼcm-2 pour la 

laccase adsorbée, alors que les activités de l’enzyme immobilisée sont, respectivement,  

36,5 ± 1,3 mU/cm2 et 8,5 ± 1,8 mU/cm2.  

  Nous avons également mesuré le courant de réduction du dioxygène par 

chronoampérommétrie. Le potentiel est fixé à 0,2 V. En absence de dioxygène, on n’a pas du 

courant de réduction. En présence de dioxygène, on voit bien le courant de réduction 

correspondant à la réduction du dioxygène catalysée par la laccase (figure 3.49). Nous avons 

également compté la différence entre les courants de réduction en présence et en absence de 

dioxygène pour obtenir la densité du courant comme avec la méthode de voltammétrie 

cyclique. Nous avons alors une densité de courant de 27,6±6,1 µA∙cm-2 pour la laccase 

greffée. Ce résultat est reproductible après plusieurs répétitions. Cette valeur est proche de 

celle obtenue avec voltammétrie cyclique, soit 25,1 µAͼcm-2.  

 

Figure 3.49 : Chronoampérométrie (sous N2 et sous 1 atm d’air) d’une électrode 
(fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques) après le greffage de la laccase non 
oxydée. (La mesure est effectuée dans 50mM tampon d’acétate, pH 4.2, 100 mM  NaClO4 à 
0,2 V vs ECS) 

 

  La densité du courant sur l’électrode fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques est 

plus importante que sur l’électrode fonctionnalisée avec les groupements amines lorsqu’on 

utilise une stratégie de couplage utilisant l’activation des groupements carboxyliques, bien 

que la quantité de la laccase immobilisée à ce type de l’électrode soit plus faible, d’après les 

mesures d’activité. 
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  Ce résultat (plus de laccase sur les amines que sur les groupements carboxyliques) 

s’explique assez bien par la nature des interactions entre les groupements fonctionnels et la 

laccase. Dans les conditions d’immobilisation à pH 7, la laccase est chargée négativement, 

alors que les groupements carboxyliques sont déprotonés, donc l’interaction électrostatique 

avec l’enzyme est défavorable alors que les amines sont chargées positivement, et donc que 

dans ce cas les interactions électrostatiques sont favorables. 

  La méthode de couplage utilisant EDC/NHS déposé sur l’électrode en présence de la laccase  

pouvant induire une réticulation intermoléculaire de l’enzyme, puis conduire à la formation de 

« paquets » d’enzyme à la surface plutôt que la monocouche de laccase recherchée, on a 

légèrement modifié le protocole de greffage : les groupements carboxyliques à la surface de 

l’électrode ont été activés dans une première étape, puis la goutte du mélange EDC/NHS a été 

retirée de la surface avant de déposer la solution d’enzyme. Malheureusement, cette méthode 

n’a pas permis d’observer de réduction du dioxygène. Parce que la quantité de la laccase 

immobilisée sur l’électrode par cette méthode est bien faible, la laccase sur l’électrode 

présente très peu d’activité : 3,0±0,5 mU/cm2.  

  Sur l’électrode fonctionnalisée par réduction du diazonium synthétisé préalablement, nous 

avons une densité de courant de 14,5 µA/cm2 à 0,2 V pour la laccase greffée et de 2,6 µA/cm2 

pour la laccase adsorbée. Ces valeurs sont plus faibles que celles obtenues ave l’électrode 

fonctionnalisée par la réduction de diazonium généré in situ. Quand 5 balayages ont été 

réalisés pour réduire le diazonium synthétisé préalablement par voltammétrie cyclique, nous 

n’avons observé aucun pic de réduction du dioxygène bien que la laccase greffée soit active à 

la surface de l’électrode (activité mesurée de 5,6 mU/cm2). On peut donc supposer que 5 

balayages en potentiel conduisent à la formation d’une couche fonctionnelle trop épaisse et 

que les électrons issus de la réduction du dioxygène ne peuvent pas être transférés à 

l’électrode. Un seul balayage en voltammétrie cyclique a été choisi à l’étape de 

fonctionnalisation de la surface de l’électrode dans la suite de l’étude.  

  En comparant les deux électrodes fonctionnalisées par réduction de diazonium obtenus de 

façon différente, nous avons une densité du courant plus importante avec la laccase 

immobilisée à la surface fonctionnalisée par la réduction de diazonium généré in situ. Nous 

avons alors immobilisé plus de laccase sur l’électrode fonctionnalisée de cette façon. Ce 

résultat correspond aux résultats de l’activité de la laccase à la surface de l’électrode. Cette 

méthode de fonctionnalisation est donc préférée pour développer la biocathode. Nous avons 

utilisé cette méthode pour préparer l’électrode fonctionnalisée avec d’autres groupements 
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fonctionnels. 

  Bien que la réduction de diazonium généré in situ forme une multicouche fonctionnelle à la 

surface de l’électrode plus épaisse que la couche fonctionnelle formée par la réduction de 

diazonium synthétisé préalablement, d’après la densité de groupements fonctionnels mesurée 

sur la surface, la densité du courant est plus importante sur la première électrode. Cela montre 

que cette multicouche sur la surface de l’électrode n’a pas gêné le transfert d’électron entre 

l’électrode et la laccase.  

  Nous avons également immobilisé la laccase sur des électrodes de typeĀ  lisseā

fonctionnalisées avec les groupements carboxyliques, le courant de la réduction du dioxygène 

n’a pas été observé. L’activité de la laccase greffée sur l’électrode est de 16,0±3,9 mU/cm2.  

 

III.1.4.3. Laccase oxydée immobilisée à la surface fonctionnalisée avec les groupements  
                d’hydrazide: 

  L’immobilisation de la laccase via ses groupements glycosidiques oxydés en aldéhydes et le 

groupement hydrazide de la surface par formation d’une base de Schiff est une stratégie 

d’orientation de la laccase à la surface. En effet, certains groupements glycosidiques de la 

laccase se trouvent à proximité du site actif T1 d’oxydation du substrat réducteur, ce qui 

faciliterait le transfert des électrons vers l’électrode. De plus, les groupements hydrazides sont 

déprotonés à des pH plus bas que les amines primaires, de sorte que la réaction de couplage 

est facilitée par rapport à la stratégie utilisant la réaction entre les amines et les groupements 

carboxyliques. 

  Sur l’électrode nous avons tentée de fonctionnaliser avec les groupements d’hydrazides, le 

courant de réduction du dioxygène (voir figure 3.50) atteint la valeur de 103,8±17,4 µA/cm2 

par voltammétrie cyclique et 115,2±17,2 µA/cm2 par chronoampérométrie, ce qui est 5 fois 

plus élevé que la valeur obtenue avec la laccase non oxydée greffée à surface fonctionnalisée 

par des groupements carboxyliques. Une électrode où la laccase non oxydée a été immobilisée 

en suivant le même protocole a été utilisée comme contrôle. Cette électrode de contrôle donne 

une densité de courant de 11,2 µA/cm2.  
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Figure 3.50 : Voltammétrie cyclique sous N2 (bleu) et sous 1 atm d’air (rose) d’une électrode 
(fonctionnalisée avec les groupements d’hydrazide précédemment) après le greffage de la 
laccase oxydée.  

 

  Effectivement, par les résultats de XPS, nous avons trouvé que nous n’avons pas de 

groupement d’hydrazide sur l’électrode. La laccase oxydée est adsorbée sur l’électrode. Nous 

avons également mesuré le courant en adsorbant la  laccase oxydée à la surface d’une 

électrode fonctionnalisée avec des groupements carboxyliques et constaté que le courant 

obtenu est également très élevé : 121,9±13,0 µA/cm2. La laccase oxydée en elle-même 

semble donc suffire pour atteindre un courant élevé. On peut alors utiliser cette méthode dont 

le protocole est plus simple pour l’immobilisation de la laccase.  

  La modification de l’enzyme immobilisée sur l’électrode pourrait améliorer l’efficacité de la 

catalyse de l’électrode enzymatique. L’équipe de M. Mano [16] a augmenté la densité de 

courant de l’électrode modifiée avec la glucose oxydase par déglycosylation de l’enzyme, ce 

qui crée une structure de la matrice redox qui est plus efficace pour catalyser l’oxydation du 

glucose. 
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Figure 3.51 : Voltammétrie cyclique sous N2 (en bleu) et sous 1 atm d’air de l’électrode 
fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques après le greffage de la laccase non 
oxydée (en rose), la physisorption de la laccase oxydée (en rouge) et la physisorption de la 
laccase oxydée après le processus de fonctionnalisation de l’électrode avec des groupement 
d’hydrazide (en vert). 

 

Avec l’objectif d’augmenter la quantité de laccase à la surface, nous avons immobilisé la 

laccase oxydée par former une liaison covalente en utilisant le protocole d’activation des 

groupements carboxyliques de la surface utilisé classiquement et décrit dans la partie 

« méthodes expérimentales » (Chapitre II.4.3.2.1). Le courant de réduction de dioxygène peut 

alors atteindre 118,7±34,1 µA/cm2 mesuré par voltammétrie cyclique et 140,8±37,2 µA/cm2 

mesurée par chronoampérométrie,  ce qui est environ cinq fois plus élevé que le courant 

obtenu avec la laccase non oxydée alors que l’activité de l’enzyme à la surface est du même 

ordre, soit 30 mU/cm2.  

  On a ensuite cherché à améliorer le courant obtenu avec la laccase oxydée à la surface des 

électrodes fonctionnalisées avec des groupements carboxyliques (voir figure 3.52), puisque 

ces conditions avaient conduits aux plus forts des courants mesurés. 

 

Augmentation de la durée de physisorption 

  Quand on a effectué la physisorption pendant 4 heures, nous avons une densité du courant de 

114,7±5,8 µA/cm2 (mesurée par chronoampérométrie). Quand on a effectue la physisorption 

pendant 1 nuit, une densité du courant de 139,3±14,1 µA/cm2 (mesurée par 

chronoampérométrie) est obtenue.  
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Figure 3.52 : Densité du courant de l’électrode modifiée avec la laccase oxydée avec les 
protocoles différents. 

 

Greffage covalent de la laccase oxydée 

  L’augmentation de la durée d’incubation de la laccase oxydée sur la surface en présence 

d’EDC/NHS de 2 heures à une nuit a permis d’obtenir une densi té du courant de  

(101,9±9,9) µA/cm2, au lieu de 139,3±14,1 µA/cm2 lorsque l’enzyme est uniquement 

adsorbée pendant la même durée, et 140,8±37,2 µA/cm2 par la méthode « classique de 

couplage covalent » (Chapitre II.4.3.2.1). 

  Nous avons également effectué directement le greffage de la laccase oxydée dans une 

solution du mélange de la laccase, EDC et NHS pendant une nuit sans activer préalablement 

la surface de –COOH. Nous avons obtenu une densité du courant de  146,5±36,5 µA/cm2 ce 

qui est meilleur qu’en activant préalablement le -COOH sur la surface par EDC et NHS 

(101,9±9,9 µA/cm2) et donc montre que l’activation préalable de la surface par EDC et NHS 

perturbe l’orientation de la laccase oxydée.  

  En s’inspirant du protocole de Marcos Pita et al. [17]., nous avons modifié le protocole de 

greffage (Chapitre II.4.3.2.2) :  

Etape 1 : la laccase oxydée est déposée sur la surface de l’électrode. Après deux heures 

d’incubation, la solution est retirée de la surface. 

Etape 2 : ajout de EDC et NHS sur la surface. 

 Avec cette méthode, nous avons obtenu une densité du courant de 159,5±17,5 µA/cm2, ce qui 

est plus important que celle sur l’électrode développée par effectuer le greffage directement 

dans une solution du mélange de la laccase oxydée+EDC+NHS. Pour optimiser ce protocole, 

nous avons lavé la surface de l’électrode au bout de 2 heures pour avoir une couche plus 
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mince de la laccase oxydée. Malheureusement nous avons une densité du courant plus faible : 

129,5±5,1 µA/cm2. Effectivement cette étape a risqué d’enlever la laccase adsorbée à la 

surface. Par contre, quand nous avons dilué la concentration de EDC et NHS par 2, nous 

avons la meilleure densité du courant : 177,4±25,2 µA/cm2. 

 

III.1.4.4. Effet du pH 

  Nous avons étudié l’effet du pH sur la catalyse de la laccase vis-à-vis à réduction de 

dioxygène par mesurer le courant de réduction de dioxygène sur la biocathode. Le courant de 

la réduction sur l’électrode fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques où la laccase 

oxydée a été greffée a été mesuré dans les solutions de pH différents. Nous avons une densité 

du courant relativement faible à pH inférieur à 4,2. A pH 4,2, nous avons obtenu la densité du 

courant le plus importante. La laccase immobilisée sur l’électrode est donc plus active à 

pH4,2. Effectivement, c’est le pH que nous avons choisi pour mesurer le courant de la 

réduction de l’oxygène sur toutes les biocathodes. Dans la solution dont pH est supérieure à 

pH4,2, la densité du courant a diminué suivant l’augmentation de pH. Parce que l’activité de 

la laccase est inhibée à haut pH.  

 

Figure 3.53 : Les densités de courant de la biocathode mesurées dans les solutions de pH 
différents. 

 

 

III.1.4.5. Le courant cathodique sur une électrode tournante 

  Nous avons mesuré le courant de réduction du dioxygène sur l’électrode en la faisant tourner 

à des vitesses différentes. Nous avons utilisé l’électrode fonctionnalisée avec les groupements 

carboxyliques sur laquelle la laccase oxydée a été immobilisée. Sur l’électrode tournante avec 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 

140 

160 

3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 

I (
µ

A
/c

m
2 )

 

pH 



130 
 

les vitesses différentes, nous n’avons pas observé de modification significative du courant de 

réduction. On peut donc considérer que la diffusion du dioxygène dans la couche de laccase 

ne constitue pas une limitation au courant de réduction. 

 

Figure 3.54 : Chronoampérométrie (sous N2 et sous 1 atm d’air) d’une biocathode modifiée 
avec la laccase oxydée de façon covalente qui est tournée avec les vitesses de 500rpm, 1000 
rpm et 1500 rpm. 

 

 

III.1.5. Discussion 

  La surface de l’électrode peut être fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques ou 

amines par la réduction de diazonium correspondant.  

  Pour fonctionnaliser la surface de l’électrode avec les groupements amines, la réduction du 

4-nitrobenzene-diazonium avec la vitesse de balayage de 50 mVͼs-1 par voltampérométrie 

cyclique est préférée à la réduction du diazonium par chronoampérométrie pendant 30s. La 

couche fonctionnelle formée par la première méthode est plus fine car l’expérience dure 

moins longtemps : 8 secondes au lieu de 30 pour la chronoampérométrie, sauf erreur. De plus 

le pic de réduction est visible au cours de la réduction, ce qui confirme la réduction du sel de 

diazonium. Nous avons obtenu une couche fonctionnelle mixte de –NH2 et –NHOH. La 

densité totale des groupements est de (1,8±0,1) ×10-8 molͼcm-2. La densité de –NH2 est 2~4 

fois plus élevée que celle de –NHOH. La présence des groupements fonctionnels a été mise 

en évidence par analyse XPS. En revanche, la microscopie électronique à balayage ne permet 

pas de différencier la surface non traitée et fonctionnalisée au niveau de la morphologie. 

  Nous avons effectué l’immobilisation covalente de la laccase non oxydée à la surface de 

l’électrode fonctionnalisées avec des groupements amines en présence de EDC et de NHS en 
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utilisant une électrode où la laccase est adsorbée pendant la même durée que dans le cas de 

l’immobilisation covalente, utilisée comme contrôle. 

  Nous obtenons l’activité enzymatique la plus élevée à la surface de l’électrode quand 

l’électrode a été fonctionnalisée par la réduction de 4-nitrobenzene-diazonium (5 mM) pour 

un cycle avec une vitesse de balayage de 50 mV∙s-1 par voltammétrie cyclique. La laccase 

immobilisée de façon covalente présente une activité de (42,5±3,6) mU/cm2 à la surface de 

l’électrode. Pour l’électrode du contrôle où la laccase est adsorbée à la surface, nous avons 

une activité enzymatique de 28,5 mU/cm2, soit une diminution de 33% par rapport à la laccase 

immobilisée de façon covalente. La différence entre les activités de la laccase immobilisée de 

façon covalente et adsorbée est moins évidente par rapport au cas de l’électrode de –COOH. 

  Nous n’avons pas observé le dépôt de la laccase non oxydée à la surface avec les 

micrographies MEB. Ce sont les résultats de l’analyse XPS qui ont confirmé la présence de la 

laccase non oxydée à la surface de l’électrode fonctionnalisée avec les groupements amines. 

Par contre, l’analyse a montré que les quantités de laccase sont identiques pour l’électrode 

avec laccase non oxydée immobilisée de façon covalente et l’électrode avec laccase non 

oxydée adsorbée. Nous pouvons alors faire l’hypothèse que l’enzyme est effectivement 

adsorbée à la surface de l’électrode et le couplage covalent n’a pas eu lieu entre l’enzyme et 

l’électrode. 

  Nous pouvons immobiliser la laccase oxydée sur l’électrode de -NH2 en présence de 

EDC/NHS et obtenir le courant de réduction du dioxygène. Nous pouvons également 

immobiliser et orienter la laccase oxydée à la surface fonctionnalisées par les groupements 

anilines via la formation d’une base de Schiff entre les groupements fonctionnels à la 

surface de l’électrode et les groupements aldéhyde de la laccase oxydée. L’analyse de l’XPS 

indique la présence de la laccase oxydée sur l’électrode et montre que nous avons immobilisé 

le plus de la laccase oxydée avec cette méthode comparé à l’immobilisation de la laccase 

oxydée par formation d’une liaison amide. 

  Pour fonctionnaliser la surface avec le groupement carboxylique. La fonctionnalisation de la 

surface peut être montrée par la différence des intensités au premier et au deuxième cycle au 

cours de la réduction de diazonium et la mesure du blocage de la surface après la 

fonctionnalisation de la surface. La présence des groupements fonctionnels a été mise en 

évidence par analyse XPS. En revanche, la microscopie électronique à balayage ne permet pas 

de différencier la surface non traitée et celle fonctionnalisée au niveau de la morphologie. La 
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densité des groupements carboxyliques sur l’électrode peut être déterminée par la méthode 

colorimétrique en utilisant le TBO.  

  La réduction de diazonium généré in situ est la méthode préférée. La densité de groupements 

fonctionnels obtenue par cette méthode est de (1,91±0,15×10-8) molͼcm-2, ce qui est deux fois 

supérieur à celle des groupements carboxyliques obtenus par la réduction de diazonium 

préalablement synthétisé. A la surface de l’électrode fonctionnalisée avec les groupements 

carboxyliques, nous pouvons immobiliser la laccase non oxydée ou oxydée de façon 

covalente par formation d’une liaison amide entre le groupement carboxylique à la surface de 

l’électrode et un des 5 résidus lysine de la laccase  en présence de EDC et de NHS. 

  Nous avons une activité de (36,5±1,3) mU/cm2 pour le greffage covalente de la laccase non 

oxydée et de (8,5 ± 1,8) mU/cm2 pour l’adsorption à la surface fonctionnalisée par la 

réduction de 4-carboxybenzène-diazonium généré in situ. A la surface, fonctionnalisée par la 

réduction de 4-carboxybenzène-diazonium synthétisé préalablement, la laccase non oxydée 

greffée présente une activité de 17,7 mU/cm2 et celle adsorbée présente une activité de  

3,9 mU/cm2. Cela montre que nous pouvons immobiliser 3~4 fois plus de laccase non oxydée 

à la laccase non oxydée à la surface de l’électrode de façon covalente par rapport à 

l’adsorption de l’enzyme. Cela est confirmé par l’analyse de l’XPS. De plus, nous avons 

constaté que la méthode préférée de fonctionnalisation de la surface de l’électrode pour 

immobiliser la laccase est de réduire le 4-carboxybenzène-diazonium généré in situ grâce 

auquel nous pouvons immobiliser plus d’enzyme à la surface de l’électrode et avoir une 

densité de courant de l’électrode plus importante. 

  L’activité présentée par la laccase oxydée greffée à la surface de l’électrode fonctionnalisée 

par la réduction de diazonium généré in situ est de 30 mU/cm2, ce qui est légèrement 

inférieure à celle de la laccase non oxydée greffée mais plus importante que celle de la laccase 

oxydée adsorbée: 23,8 mU/cm2. Les résultats de l’analyse de l’XPS montrent également que 

nous avons immobilisé plus de laccase oxydée sur l’électrode par liaison covalente que par 

physisorption. La présence de la laccase non oxydée et oxydée immobilisée de façon 

covalente à la surface de –COOH peut également être confirmée par les micrographies MEB, 

puisque nous pouvons observer la présence d’amas sur la surface après le greffage de la 

laccase (non oxydée ou oxydée). 

  A partir les activités de laccase à la surface de l’électrode, nous avons estimé le taux de 

couverture de la surface par la laccase à partir de l’activité de la laccase immobilisée en 
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supposant que la surface occupée par la laccase est 5×7=35 nm2, valeur déduite des 

dimensions de la laccase déterminée par la résolution de sa structure tridimensionnelle 

(50×50×70 ǖ). Comme, d’autre part, l’activité spécifique de la laccase utilisée est de  

300 U/mg, l’activité mesurée peut être reliée à la quantité d’enzyme sur la surface en mg. 

Sachant que la laccase a une masse molaire de 60 000 Da, on peut en déduire la quantité 

d’enzyme présente sur la surface en nombre de molécules, puis la surface totale occupée par 

l’enzyme, selon la formule : 

  
ௌೠ ௌ ೝ = ୢ

ୢ୲  × 1,691 

  Le taux de couverture de la surface après immobilisation de la laccase a été également 

estimé à partir des rapports N/C en surface mesurées par XPS en faisant l’hypothèse qu’une 

monocouche d’épaisseur égale à 5 nm de protéine (une des dimensions de la laccase) est 

formée (voir tableau 3.11). Ces résultats sont cohérents avec les résultats obtenus à partir de 

l’activité de la laccase mesurée avec l’ABTS.  Et nous avons constaté que la surface de 

l’électrode n’a pas été complètement couverte par la laccase immobilisée.  

    Taux de couverture (%) 

Electrode N/C 
D’après 

résultats XPS 
D’après mesure 

d’activité 

fonctionnalisée avec les groupements 
carboxyliques+laccase adsorbée 

0,016 17 13 

fonctionnalisée avec les groupements 
carboxyliques+laccase greffée 

0,046 43-48 43 

fonctionnalisée avec les groupements 
amines+laccase adsorbée 

0,054 64 49±16 

Tableau 3.11 : Taux de couverture de la surface par la laccase. 

 

  La laccase immobilisée à la surface fonctionnalisée peut catalyser la réduction du dioxygène 

avec les électrons transférés de l’électrode. Nous pouvons observer le courant de réduction du 

dioxygène par voltammétrie cyclique et chronoampérométrie. 

  A la surface fonctionnalisée avec les groupements carboxyliques où nous avons immobilisé 

la laccase non oxydée, nous pouvons obtenir une densité du courant plus importante par 

rapport à la surface fonctionnalisée avec les groupements amines. Quand la surface de 

l’électrode a été fonctionnalisée par la réduction de 4-carboybenzène-diazonium généré in situ, 
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nous obtenons une densité de courant plus élevée, puisque nous avons immobilisé plus de 

laccase (non oxydée) à cette surface par rapport à la surface fonctionnalisée par la réduction 

de diazonium préalablement synthétisé. A cette surface, nous avons une densité de courant 

environ 7 fois plus importante avec la laccase oxydée greffée qu’avec la laccase non oxydée, 

soit 177,4±25,2 µA/cm2. C’est le courant le plus élevé obtenu dans ce travail avec une 

électrode de type tige de carbone. Le transfert d’électrons entre la laccase (oxydée) est donc 

plus facile et conduit à une densité du courant plus importante.  

  L’épaisseur de la couche fonctionnelle influence la performance de la biocathode, 

puisqu’elle influence le transfert d’électron entre la laccase et l’électrode . La couche 

fonctionnelle formée par réduction du 4-carboxybenzène-diazonium généré in situ ne perturbe 

pas le transfert d’électrons entre la laccase et l’électrode mais favorise l’immobilisation de la 

laccase par rapport celle formée par réduction du 4-carboxybenzène-diazonium synthétisé 

préalablement, puisque la quantité de la laccase immobilisée sur la surface fonctionnalisée par 

réduction du 4-carboxybenzène-diazonium généré in situ est plus importante. A la surface de 

l’électrode fonctionnalisée avec les groupements amines, une couche plus épaisse a été 

formée à la surface, ce qui a perturbé le transfert d’électron au cours de la réduction de 

dioxygène. Nous avons alors une densité de courant plus faible et moins reproductible sur ce 

type de surface par rapport à la surface fonctionnalisée avec les groupements carboxylique 

dans les cas de la laccase non oxydée et oxydée, bien que l’activité de la laccase immobilisée 

à la surface de -NH2 soit plus importante. La laccase oxydée immobilisée à la surface de  

-NH2 par la base de Schiff est orientée et donc présente une densité de courant plus 

importante que celle de la laccase non oxydée. La laccase oxydée immobilisée sur l’électrode  

de –NH2 en présence de EDC/NHS présente également une densité de courant plus importante 

que la laccase non oxydée.  

 

 

 

III.1.6. Conclusion 

 

  Nous avons fonctionnalisé la surface de l’électrode avec les groupements fonctionnels 

différents pour immobiliser et orienter la laccase à la surface de l’électrode. 

  Nous pouvons fonctionnaliser la surface de l’électrode avec -COOH. La présence des 

groupements a été confirmée par analyse XPS et ils ont été quantifiés par méthode 
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colorimétrique. Par contre, le MEB ne permet pas d’observer la présence de la couche 

fonctionnelle à la surface. L’immobilisation de la laccase a été détectée par la mesure de 

l’activité de la laccase à la surface de l’électrode et l’analyse XPS. La mesure de l’activité de 

la laccase permet également de quantifier la laccase immobilisée et de déterminer le taux de 

couverture de la surface par la laccase oxydée. 

  Quand nous avons fonctionnalisé la surface de l’électrode par réduction de 4-carboxybenzène- 

-diazonium généré in situ, nous obtenons une multicouche à la surface, par contre, nous 

pouvons immobiliser plus de la laccase sur cette surface et obtenir une densité du courant plus 

importante par rapport à la surface fonctionnalisée par la réduction de diazonium préalablement 

synthétisé. La multicouche formée par la réduction de diazonium n’a pas perturbé le transfert 

d’électrons.  

  Nous avons immobilisé la laccase à la surface de l’électrode fonctionnalisée avec les 

groupements carboxyliques par physisorption où par formation d’une liaison covalente entre 

la laccase et l’électrode. Nous pouvons immobiliser plus de la laccase et alors obtenir une 

densité du courant plus important en présence d’une liaison covalente à cette surface. 

  Nous avons fonctionnalisé la surface de l’électrode par réduction de 4-nitrobenzene-

diazonium avec les mêmes paramètres que la réduction de 4-carboxybenzène-diazonium. 

Néanmoins, la réduction des groupements nitro des nitrophényls attachés à la surface de 

l’électrode nécessite une étape supplémentaire. La présence des groupements -NH2 a été 

détectée par l’analyse de l’XPS, ce qui nous permet d’immobiliser la laccase sur la surface, 

mais cette immobilisation a été réalisée par physisorption et non par greffage. Nous ne 

pouvons pas greffer la laccase par formation d’une liaison amide en présence d’EDC et NHS. 

Après avoir immobilisé la laccase suivant un protocole de greffage, la quantité de la laccase 

immobilisée à la surface de l’électrode est la même que par physisorption. Cela a été montré 

par l’analyse de l’XPS. En revanche, par physisorption de la laccase, nous pouvons 

immobiliser plus de la laccase à la surface de –NH2 par rapport à la surface de –COOH et 

nous avons détecté une activité plus importante à la surface de –NH2. Cela est également 

montré par l’analyse de l’XPS. Cela s’explique par la nature des interactions entre les 

groupements fonctionnels et la laccase. Dans les conditions d’immobilisation à pH 7, 

l’interaction électrostatique avec l’enzyme est défavorable à la surface de –COOH alors que 

dans le cas de –NH2 l’interaction électrostatique est favorable. C’est dans le cas où la laccase 

oxydée a été immobilisée à la surface de –NH2 par la base de Schiff que l’on a immobilisé le 

plus d’enzyme. La laccase oxydée est orientée et donc présente une densité du courant plus 
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importante que celle de la laccase non oxydée. La laccase oxydée immobilisée sur l’électrode 

de –NH2 en présence de EDC/NHS présente également une densité de courant plus importante 

que la laccase non oxydée. Cependant, la couche fonctionnelle de l’électrode de –NH2 est 

épaisse, et nous avons observé que le courant capacitif à la surface de –NH2 est plus important. 

Le transfert d’électrons à la surface de l’électrode fonctionnalisée avec des groupements 

amines a été perturbé par cette couche épaisse. La densité du courant est très faible à cette 

surface et de plus, le résultat obtenu avec ce type de surface n’est pas reproductible. 

  Nous avons tenté de fonctionnaliser la surface de l’électrode avec les groupements 

d’hydrazide pour immobiliser la laccase oxydée à la surface fonctionnalisée et orienter la 

laccase à la surface de l’électrode. On n’a malheureusement pas fonctionnalisé la surface de 

l’électrode avec les groupements d’hydrazide. La laccase oxydée immobilisée à la surface de 

l’électrode suivant un protocole de fonctionnalisation de la surface avec des groupements 

d’hydrazide est effectivement adsorbée sur l’électrode. Elle présente toutefois une densité du 

courant qui est 5 fois plus important que celle de l’électrode où la laccase non oxydée est 

greffée, ce qui montre que la laccase oxydée en elle-même semble donc suffire pour atteindre 

un courant élevé. On peut alors utiliser cette méthode dont le protocole est plus simple pour 

l’immobilisation de la laccase. Avec la laccase oxydée greffée à la surface de –COOH par une 

liaison amide, nous avons une densité du courant très importante, ce qui est la meilleure 

performance de biocathode dans nos travaux. 
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III. 2. Réalisation d’une électrode enzymatique fonctionnalisée par traitement du plasma 

 

III.2.1. Fonctionnalisation de surface par traitement plasma à pression atmosphérique 

  La surface de l’électrode de carbone a été traitée par une torche plasma à pression 

atmosphérique avec l'azote, l'oxygène et l'air comme gaz réactif pour fonctionnaliser la 

surface de l’électrode avec les groupements amines et/ou carboxyliques. L’effet de la nature 

du gaz du plasma (azote, oxygène ou air), du nombre de passage (Ps, 1 ou 3), de la durée 

d'allumage du plasma (Plasma cycle time, PCT), de la vitesse de passage du jet sur la surface 

de l’électrode, a été évalué par l’analyse d’XPS, la détermination colorimétrique des 

groupements carboxyliques sur la surface et la mesure de mouillabilité de la surface 

fonctionnalisée et nue. 

 

III.2.1.1. Fonctionnalisation de la surface de l’électrode par traitement au plasma d’azote 

  Les électrodes ont été traitées pas plasma d’azote avec une vitesse de passage du jet de  

15 mͼmin-1, des PCT différentes (30%, 50% et 100%) et le nombre de passage différent (1 ou 

3). 

III.2.1.1.1. Caractérisation des surfaces fonctionnalisées par XPS 

  

Figure 3.55 Spectre XPS des électrons C1s de la surface de l’électrode (1) nue, (2) traitée par 
le plasma d’azote avec une PCT de 50%. 
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  Figure 3.55 présente le spectre de C1s de la surface de l’électrode nue et traitée par le plasma 

d’azote. Nous pouvons observer le pic principal à 284,6 eV correspondant au signal du 

carbone sous la forme graphite. On constate que le pourcentage molaire du carbone 

correspondant à ce pic est proche de 70% pour la surface de l’électrode nue et traitée par le 

plasma d’azote. Cela indique que l’électrode de carbone a maintenu ses propriétés de carbone 

graphite originales après être traitée par le plasma d’azote.  

  Le pic C 1s de l’électrode traitée par le plasma d’azote est élargi à plus haute énergie de 

liaison par rapport celui de l’électrode nue. Cet élargissement du pic peut être attribué à la 

formation des liaisons C-N et/ou C-O correspondant à la présence des groupements 

amines/amide, hydroxyle, aldéhyde et cétone. Dans la littérature, l’augmentation de la 

quantité des groupements fonctionnels tels que –C-OH, C-O-C-, O=C-O, pyridine et azote 

quaternaire sur la surface après le traitement de plasma d’azote a été publiée [18]. Le 

groupement aldéhyde est particulièrement attractif vis-à-vis du groupement amine grâce à sa 

forte réactivité même en absence des agents de couplage conduisant à la formation de d’une 

base de Schiff [19], [20], [21].  

  C1s C1s A C1s B C1s C O1s N1s 

Energie de liaison  
(±0,2, eV) 

284,6 285,2 285,8 286,9 532,4 399,6 

Pourcentage molaire (%) 

Electrode nue 71,83 14,37 6,12 1,69 5,24 0,76 

Electrode traitée par le 
plasma d’azote 70,01 0 8,18 9,14 11,66 1,01 

Tableau 3.11 Répartition du pourcentage molaire des composantes du pic C 1s, O 1s et N 1s 
sur l’électrode nue et traitée par le plasma d’azote. 

 

  Le spectre de N 1s de l’électrode nue et celui de l’électrode traitée par le plasma d’azote sont 

tout centrés à 399,6 eV et il n’existe pas de différence majeure entre les deux spectres. En 

revanche, on constate que le pourcentage molaire d’azote passe de 0,76 pour l’électrode nue à 

1,01 pour l’électrode fonctionnalisée. Cette faible quantité d’azote introduit au cours du 

traitement de plasma d’azote pourrait être due à la faible réactivité de l’azote dans le plasma. 

  Le spectre de O 1s de l’électrode nue et celui de l’électrode traitée par le plasma d’azote sont 

centrés à 533,4 eV. Après le traitement du plasma, le pourcentage molaire de l’oxygène sur la 

surface a doublé: de 5,24 à 11,66. Cette consommation de l’oxygène sur l’électrode traitée par 

plasma est un procédé bien connu [22], [23], [24], [25], ce qui, dans notre cas particulier, 

pourrait être dû à la diffusion de l’oxygène dans le jet de plasma et/ou post-oxydation de la 
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surface activée par plasma. 

 

 

III.2.1.1.2. Mesure de l’angle de contact  

 
PCT, Ps Angle de contact de l’eau (ș) Rugosité de la surface (Ra, nm) 

Electrode nue   130 (±3) 2500 (±300) 

Electrode traitée par 
le plasma d'azote 

100, 3 5 (±3) 500 (±100) 

50, 3 12 (±3) 2400  (±350) 

50, 1 14 (±3)  -  

30, 3 18,3 (±3) 2600 (±300) 

Tableau 3.12 Angle de contact de l’eau sur les surfaces de l’électrode et les rugosités de la 
surface de l’électrode. 

 

  L’angle de contact de l’eau à la surface de l’électrode nue est de 130±3°. Après le traitement 

au plasma d’azote, les angles de contact de l’eau sont inférieurs à 20°, ce qui indique 

également la réussite de fonctionnalisation de la surface. 

  La durée du cycle de plasma (PCT) influence l’hydrophilicité de la surface de l’électrode. 

Plus la PCT est élevée, plus la surface de l’électrode est hydrophile. Sur la surface de 

l’électrode nue dont la rugosité est de 2500±300 nm, l’angle de contact de l’eau est de  

130 ±3°. Après le traitement de la surface de l’électrode par plasma d’azote en fixant le PCT à 

30% puis 50%, les angles de contact mesurés sur la surface ont diminué jusqu’à 18±3º et 5±3º 

respectivement, alors que la rugosité n'a pas évolué sur aucun des deux types de l’électrode. 

Sur la surface de l’électrode traitée par plasma d’azote avec une PCT de 100%, l’angle de 

contact est encore plus faible : 5±3º. De plus, la rugosité de la surface passe à 500±100 nm. 

Cette diminution de l’angle de contact est dû à la fois à la fonctionnalisation de la surface et le 

lissage par phénomène de gravure. Effectivement, ce phénomène de gravure a déjà été 

observé dans les cas de plasma à basse pression et à pression atmosphérique 

[26],[22],[27],[28]. Donc l’augmentation du PCT conduit à augmenter le caractère 

énergétique de la décharge et des différentes espèces réactives formées, ce qui entraîne plus de 

chance de réagir avec la surface de carbone et d’éliminer des zones de carbone amorphe qui 

sont plus sensibles au gravure. Pour obtenir une surface fonctionnalisée et éviter le 

phénomène de la gravure au plasma, nous avons choisi la PCT de 50% pour le traitement du 

plasma d’aire et d’oxygène de la suite. 
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III.2.1.2. Fonctionnalisation de la surface de l’électrode par  traitement au plasma d’air 

  Les électrodes ont été traitées pas plasma d’air ou d’oxygène en fixant la PCT à 50%, des 

vitesses de passage du jet différentes (5, 20, 40 mͼmin-1), et un nombre de passage différent (1 

ou 3). 

 

III.2.1.2.1. Caractérisation des surfaces fonctionnalisée par XPS 

 

Figure 3.56 Spectre XPS des électrons C1s de la surface de l’électrode traitée par le plasma 
d’air avec une PCT de 50%, 3 passages du jet et une vitesse de passage du jet de 5 mͼmin-1. 

 

Electrode C1s C1s A C1s B C1s C C1s D O1s N1s N1s A   

nue 
284,6 285,2 285,8 286,9  -  532,4 399,6  -  

Energie de liaison 
(±0,2) 

71,83 14,37 6,12 1,69  -  5,24 0,76  -  
Pourcentage molaire 

(%) 

traitée par  
le plasma d'air 

284,36 285,1 286,01 287,03 288,7 532,4 400,4 406,2 
Energie de liaison 

(±0,2) 

58,36 10,33 5,95 6,87 3,1 14,47 0,65 0,27 
Pourcentage molaire 

(%) 

Tableau 3.13 Répartition du pourcentage molaire des composantes du pic C1s, O1s et N1s sur 
l’électrode nue et traitée par le plasma d’air. 

 

  Figure 3.56 présente le spectre de C 1s de la surface de l’électrode traitée par le plasma d’air. 

Nous pouvons observer le pic principal à 284,6 eV correspondant au signal du carbone C-C 
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qui correspond au graphite sur l'électrode étudiée. Et le pic C 1s de l’électrode traitée par le 

plasma d’air est élargi à plus haute énergie de liaison par rapport celui de l’électrode nue. Cet 

élargissement est dû à la présence des trois pics attribués à la formation des liaisons C-O 

correspondant à l’hydroxyle 286,01±0,2 eV, le carbonyle 287,03±0,2 eV et le carboxyle 

288,7±0,2 eV respectivement [26], [18]. Par rapport à l’électrode traitée par le plasma d’azote, 

nous avons un pic supplémentaire à 285,2±0,2 eV qui est attribué à l’atome de carbone sp3. 

De plus, un point très important à noter, le pourcentage molaire du carbone correspondant au 

pic 284,36 eV sur la surface traitée par plasma d’air est de 58,36, ce qui et inférieur à ceux sur 

l’électrode nue et traitée par plasma d’azote qui sont de 71,83 et 70,01 respectivement. Cela 

indique que la teneur en graphite est plus faible sur l’électrode traitée par plasma d’air. 

  Le pourcentage molaire de l’oxygène a passé de 5,24 à 14,47 après le traitement du plasma 

d’air. Le spectre de N1s de l’électrode traitée par plasma d’air présente un pic correspondant 

aux espèces imine et amide (à 400,4 eV) et un pic à plus haute énergie de liaison (vers 406,2 

eV) correspondant probablement à l’espèce de l’azote oxydé attribué au groupement nitro 

[29]. La formation de ces groupements fonctionnels peut s’expliquer par l’existence 

simultanée des espèces réactives d’oxygène et d’azote, ainsi que NO et NO2 dans le plasma 

d’air. 

 

 

III.2.1.2.2. Détermination colorimétrique des groupements carboxyliques à la surface de l’électrode 

 Nous avons utilisé la molécule sonde toluidine bleue, un colorant qui absorbe à 633 nm, pour 

déterminer la quantité des groupements carboxyliques à la surface de l’électrode traitée par 

plasma d’air. Figure 3.57 présente les densités du groupement carboxylique à la surface quand 

les électrodes ont été traitées par plasma d’air en effectuant une PCT de 50% avec différents 

vitesse de passage du jet et nombre de passage (Ps). 
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Figure 3.57 Densités du groupement carboxylique à la surface traitée par plasma d’air avec 
différents vitesses de passage du jet (40, 20 et 5 mͼmin-1) et nombre de passage (1 et 3 Ps). 

 
  Quand l’électrode a été traitée par plasma d’air avec 1 passage du jet, la densité de -COOH 

sur l’électrode traitée avec une vitesse de passage du jet de 20 mͼmin-1 est légèrement plus 

élevée que celle sur l’électrode traitée avec une vitesse de 40 mͼmin-1, vraisemblablement 

parce que la durée du traitement a été doublée quand on effectue une vitesse de 20 mͼmin-1. 

En revanche, quand le traitement du plasma a été effectué avec une vitesse de 5 mͼmin-1 qui 

est encore plus faible, la densité de –COOH sur l’électrode a baissé. Cette perte du 

groupement fonctionnel doit être dû à l’effet du phénomène de gravure. Cet effet est plus 

évident quand la durée du traitement a continué à être prolongée en effectuant 3 passages du 

jet avec une vitesse de 5 mͼmin-1 (électrode n° 4): la densité du groupement fonctionnel a 

diminué jusqu’à (1,38 ± 0,91) ×10-9 molͼcm-2. Effectivement, la surface de l’électrode n° 4 a 

une rugosité de 430±100 nm et sur laquelle l’angle de contact de l’eau est 1,6±0,3°. Cela 

témoigne également le lissage par phénomène de gravure.  

 

III.2.1.3. Fonctionnalisation de la surface de l’électrode par  traitement au plasma d’oxygène 

  Nous avons également traité la surface de l’électrode par plasma d’oxygène et déterminé la 

densité de -COOH sur l’électrode avec la méthode utilisant la TBO. A la surface traitée par 

plasma d’oxygène avec une PCT de 50%, une vitesse de passage du jet de 5 mͼmin-1 et 3 

passages du jet, nous avons une densité de –COOH de (5,5±1,6) ×10-10  molͼcm-2, ce qui est 

2,5 fois inférieure à celle sur l’électrode traitée par plasma d’air en utilisant les paramètres 

identiques. L’angle de contact de l’eau à la surface traitée par plasma d’oxygène est de 0°, ce 

qui est également plus faible que celle sur l’électrode traitée par plasma d’air. Ce 
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comportement peut être dû à la gravure de surface par plasma d’oxygène discuté dans le 

paragraphe précédent. De plus, nous avons trouvée que la gravure de surface par plasma 

d’oxygène est plus importante que celle par plasma d’air dans les mêmes conditions. 

 

III.2.1.4. Discussion    

  Nous pouvons fonctionnaliser la surface de l’électrode par le traitement au plasma d’air, 

d’oxygène et d’azote. Quand on effectue le traitement plasma avec les mêmes PCT (50%) et 

nombre du passage (3 passages), le traitement au plasma d’oxygène permet d'obtenir un 

l’angle de contact d’eau plus faible (0°) que celui obtenu avec un plasma d’azote (12±3°). 

Cela est probablement dû à une haute concentration totale des hétéroatomes (O, N), 

particulièrement l’oxygène, qui a été incorporés dans la surface de l’électrode traitée par 

plasma d’oxygène.  

  Une autre explication pourrait être la conséquence de la gravure de la surface plus 

importante au cours du traitement au plasma d’air et d’oxygène qu’au cours du traitement au 

plasma d’azote [26],[28].  
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III.2.2. Immobilisation de la laccase sur l’électrode fonctionnalisée 

  La laccase a été immobilisée sur l’électrode fonctionnalisée par formation d'une liaison 

covalente à la surface de l’électrode ou par adsorption. L’efficacité de l’immobilisation de la 

laccase est testée en mesurant l’activité de l’enzyme avec un substrat de la laccase, ABTS. 

 

III.2.2.1. Immobilisation de la laccase sur l’électrode traitée au plasma d’air et d’oxygène 

 

Figure 3.58 Les activités de la laccase adsorbée (en bleu) et greffée (en rouge) sur les 
électrodes traitées par plasma d’air ou oxygène avec différents vitesses de passage du jet (40, 
20 et 5 mͼmin-1) et nombres de passage du jet (1, et 3 Ps). 

 

  La figure 3.58 présente les activités de la laccase sur les électrodes traitées par plasma d’air 

ou oxygène en utilisant différentes vitesses de passage du jet et nombres de passage. Sur 

toutes les conditions, nous avons une activité plus importante pour la laccase greffée que pour 

la laccase adsorbée sur l’électrode. Cela montre que la liaison amide a été formée entre le 

groupement carboxylique sur l’électrode et l’un des 5 résidus lysine, contient la laccase. Et 

nous pouvons immobiliser plus de laccase par une liaison covalente que par l’adsorption.  

  La quantité de la laccase immobilisée est influencée par la densité et la réactivité des 

groupements fonctionnels sur la surface. Quand l’électrode a été traitée par plasma d’air avec 

une vitesse de 40 mͼmin-1 et un passage, l’activité de la laccase greffée sur l’électrode est 

relativement faible, puisque la densité des groupements fonctionnels sur l ’électrode est faible. 

Quand on a traité la surface avec une vitesse plus lente (20 mͼmin-1), la quantité de la laccase 

immobilisée à la surface augmente, puisque nous avons plus de -COOH sur l’électrode en 

raison une durée du traitement plus longue. Quand on a effectué une vitesse de 5 mͼmin-1 qui 
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est encore plus lente en réalisant un passage ou trois passages du jet, la densité du groupement 

fonctionnel sur l’électrode devient plus faible. On a greffé presque la même quantité de la 

laccase que sur l’électrode n°2, bien que la densité du groupement fonctionnel soit plus faible. 

Nous pouvons expliquer que le lissage par la gravure au plasma rend la surface plus 

hydrophile et donc favorise l’adsorption de la laccase à la surface de l’électrode. Ce 

comportement est plus évident sur l’électrode traitée par plasma d’oxygène : nous avons plus 

de la laccase adsorbée à la surface hyper hydrophile. Par contre, la proportion de la laccase 

greffée sur l’électrode traitée par plasma d’oxygène est plus faible par rapport à celle sur 

l’électrode traitée par plasma d’air avec les paramètres identiques. Parce que les activités 

enzymatiques totales sont identiques sur les deux types de l’électrode, et la proportion de la 

laccase adsorbée sur l’électrode traitée par plasma d’oxygène est plus importante. Cela est dû 

à la faible densité du groupement fonctionnel sur l’électrode traitée par plasma d’oxygène. 

 

III.2.2.2. Immobilisation de la laccase sur l’électrode traitée au plasma d’azote 

  Sur l’électrode fonctionnalisée par le traitement au plasma d’azote, notre objectif initial est 

d’immobiliser la laccase par formation d’une liaison amide entre le groupement amine à la 

surface de l’électrode et le groupement carboxylique sur la laccase. La liaison covalente peut 

également avoir lieu entre la fonction d’aldéhyde généré à la surface de l’électrode au cours 

du traitement du plasma et le groupement amine sur la laccase. 

 

Figure 3.59 Les activités de la laccase adsorbée (en bleu) et greffée (en rouge) sur les 
électrodes traitées par plasma d’azote avec différents PCT (30, 50 et 100) et nombres de 
passage du jet (1, et 3 Ps) en effectuant une vitesse de passage du jet de 15 mͼmin-1. 
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  La figure 3.59 présente les activités sur les électrodes traitée par différents plasmas 

d’azote. Quand nous avons traité l’électrode avec un PCT de 50%, nous avons obtenu 

l’activité la plus élevée sur l’électrode avec la laccase greffée : 13,8±2,9 mU/cm2. Cela 

pourrait s’expliquer par l’utilisation du plasma avec un PCT élevé, permettant une 

meilleure activation de la surface de l’électrode, ce qui entraîne un meilleur état de 

fonctionnalisation de la surface. Ce résultat est également cohérent avec l’évo lution de la 

mouillabilité de la surface de l’électrode traitée par plasma d’azote, ce qui a été discuté 

dans le manuscrit précédent. Quand l’électrode a été traitée en utilisant un PCT de 100%, 

l’activité de la laccase greffée sur l’électrode est de 10,4±2,3 mU/cm2, ce qui est 

légèrement plus faible que sur l’électrode traitée avec une PCT de 50%.  

  Quand nous avons traitée l’électrode en effectuant une PCT de 50% et 3 passages du jet, 

nous avons obtenu une activité trois fois supérieure à celle sur l’élec trode traitée par 1 

passage du jet. Parce que la durée du traitement est plus longue ce qui permet d’avoir une 

meilleure activation de la surface de l’électrode. 

  L’activité sur l’électrode pour la laccase greffée par formation d’une liaison covalente à 

la surface en présence de EDC et NHS est toujours plus importante que celle pour la 

laccase adsorbée. 

 

III.2.2.3. Discussion 

  L’activité de la laccase greffée sur l’électrode traitée par plasma d’air ou d’oxygène est 

au moins deux fois supérieure à celle sur l’électrode traitée par plasma d’azote. Cela peut 

s’expliquer par le fait que les groupements fonctionnels sur l’électrode traitée par plasma 

d’air sont plus nombreux que ceux sur l’électrode traitée par plasma d’azote, comme l’indique 

l’analyse XPS. 

  Pour la laccase adsorbée, son activité sur l’électrode traitée par plasma d’air et d’oxygène est 

généralement dix fois supérieure à celle sur l’électrode traitée par plasma d’azote. Cela peut 

s’expliquer par super-hydrophilicité de l’électrode contenant des -COOH qui favorisent 

l’adhésion de la laccase, et par l’orientation de la laccase. Effectivement, comme la forme 

graphite du carbone en surface a été maintenue quand la surface de l’électrode a été traitée par 

plasma d’azote, la laccase pourrait être orientée en mettant le site T1 en face de la surface en 

graphite. Cette orientation peut probablement empêcher la diffusion de l’ABTS vers le site 

actif T1 [30], [31], ce qui conduit à sous-estimer l’activité de la laccase sur l’électrode traitée 
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par plasma d’azote par rapport l’électrode traitée par plasma d’air et d’oxygène où la laccase a 

été orientée de façon aléatoire à la surface. 

 

 

III.2.3. Etude du courant cathodique de la réduction de l’oxygène catalysée par la laccase  

             immobilisée à la surface fonctionnalisée 

 

III.2.3.1. Laccase immobilisée à la surface traitée au plasma d’air et d’oxygène 

  Figure 3.60 présente le cycle de voltammétrie cyclique, sous N2 et sous 1 atm d’air, d’une 

électrode modifiée avec la laccase adsorbée et greffée. L’électrode a été fonctionnalisée par le 

traitement au plasma d’air avec un PCT de 50%, une vitesse de passage du jet de 20mͼmin-1, 

et 1 passage. Nous avons observé un courant de réduction du dioxygène catalysé par la 

laccase vers 0,6 V (vs. SCE) en présence d’air, ce qui correspond à l’électrode graphite 

modifiée avec la laccase présentée dans la littérature [15], [17]. Cette apparition du courant 

cathodique montre que le transfert d’électron a lieu entre l’électrode et la laccase immobilisée. 

A 0,2V, on a observé une densité de courant de 49,1±9,4 µA/cm2 pour la laccase greffée et de 

15,1 µA/cm2 pour la laccase adsorbée, alors que les activités de l’enzyme immobilisée sont  

33,1±4,8 mU/cm2 et 12,8 mU/cm2, respectivement. Ce résultat est reproductible après 

plusieurs répétitions. 

 

Figure 3.60 Voltammétrie cyclique sous N2 (bleu) et sous 1 atm d’air d’une électrode 
(fonctionnalisée par le traitement du plasma d’aire) modifiée avec la laccase adsorbée (vert) et 
greffée (rouge). (La mesure a été effectuée dans 50 mM tampon d’acétate, pH4,2, 100 mM 
NaClO4. v=10 mVͼs-1) 
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  La figure 3.61 présente la mesure du courant de réduction du dioxygène par 

chronoampérométrie pour la même électrode. Le potentiel est fixé à 0,2 V. En présence de 

dioxygène, on voit bien le courant de réduction correspondant à la réduction du dioxygène 

catalysée par la laccase. Nous avons une densité de courant de 55,8±12,1 µA/cm2 pour la 

laccase greffée et de 17,7 µA/cm2 pour la laccase adsorbée. Ces valeurs sont proches de celle 

obtenue avec voltammétrie cyclique. Ce résultat est également reproductible. 

 

Figure 3.61 Chronoampérométrie sous N2 (bleu) et sous 1 atm d’air d’une électrode 
(fonctionnalisée par le traitement du plasma d’air) après l’adsorption (vert) et greffage (rouge) 
de la laccase. (La mesure a été effectuée dans 50 mM tampon d’acétate, pH 4,2, 100 mM 
NaClO4. v=10 mVͼs-1) 

 

  La densité de courant obtenue avec la laccase greffée est toujours supérieure à celle avec la 

laccase adsorbée, puisque la quantité de la laccase greffée sur l’électrode est toujours plus 

importante que celle de la laccase adsorbée sur le même type de l’électrode. 

  On a traité la surface de l’électrode au plasma d’air et d’oxygène avec un PCT de 50%, une 

vitesse de passage du jet de 5 m∙min-1 et 3 passages, et puis mesuré la densité de courant de la 

réduction du dioxygène de la laccase greffée sur l’électrode. Nous avons les densités de 

courtant 50,8±9,8 µA/cm2 et 36,6±0,6 µA/cm2 pour le cas du plasma d’air et d’oxygène 
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l’électrode traitée par plasma d’oxygène est 2,5 fois inférieure à celle sur l’électrode traitée 

par plasma d’air. Le greffage de la laccase sur l’électrode traitée par plasma d’air est plus 

facile. Nous avons obtenu une densité de courant plus élevé avec la laccase immobilisée sur 

l’électrode traitée par plasma d’air. Ce résultat nous montre que l’ensemble de ces deux effets 

au dessus favorise l’immobilisation de la laccase sur l’électrode traitée par plasma d’air. 

 

Figure 3.62 Les densités de courant de réduction du dioxygène sur l’électrode traitée par 
plasma d’air et d’oxygène après l’adsorption (bleu) ou le greffage (rouge) de la laccase. La 
mesure a été effectuée par voltammétrie cyclique. 

 

  Parmi les électrodes traitées par plasma d’air, nous avons une densité de courant plus élevée 

avec la laccase greffée sur l’électrode traitée par plasma en utilisant une vitesse de 20 mͼmin-1 

et 1 passage (électrode n°2) et sur celle traitée en utilisant une vitesse de 5 mͼmin-1 et 3 

passages (électrode n°3). Sur l’électrode n°1, la densité de courant obtenue avec la laccase 

adsorbée est plus faible. Cela montre que la proportion de la laccase adsorbée est moins 

importante sur ce type d’électrode. La proportion de la laccase greffée est alors plus 

importante quand on a effectué l’immobilisation de la laccase de façon covalente en présence 

d’EDC et NHS. Cela peut être expliqué par les nombreux groupements fonctionnels sur ce 

type d’électrode, ce qui favorise le greffage de la laccase. En revanche, la proportion de la 

laccase adsorbée sur l’électrode n°3 est plus importante puisque nous avons une densité de 

courant plus élevée avec la laccase adsorbée. Nous pouvons l’expliquer par le fait que la 

surface de l’électrode n°3 pourrait être plus hydrophile en raison de l’effet de la gravure au 

plasma. L’hydrophilicité importante de sa surface favorise l’adsorption de la laccase. La 

proportion de la laccase greffée est alors moins importante sur l’électrode n°3 que sur 

l’électrode n°2. Effectivement, une proportion importante de la laccase greffée est préférée, ce 
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qui correspond les paramètres pour le traitement de l’électrode n°2. De plus, le traitement de 

l’électrode n°2 est 12 fois plus rapide que celui de l’électrode n°3. Une vitesse de 20 mͼmin-1 

et 1 passage sont donc préférés pour le traitement de l’électrode par plasma d’air. 

 

III.2.3.2. Laccase immobilisée à la surface traitée au plasma d’azote 

 

Figure 3.63 Les densités de courant de réduction du dioxygène sur l’électrode traitée par 
plasma d’azote après l’adsorption (bleu) ou le greffage (rouge) de la laccase. La mesure a été 
effectuée par voltammétrie cyclique.  

 

  Pour toutes les électrodes traitées par le plasma d’azote, la densité de courant obtenue avec 

la laccase greffée est au moins trois fois plus importante que celle obtenue avec la laccase 

adsorbée. La densité de courant la plus élevée (108 µA/cm2 (±10%)) a été obtenue avec la 

laccase greffée sur l’électrode traitée au plasma d’azote avec un PCT de 50%, une vitesse de 

15 mͼmin-1 et 3 passages du jet, ce qui correspond à l’activité enzymatique la plus importante. 

La densité de courant obtenue avec la laccase adsorbée est également significative bien que 

son activité soit sur l’électrode soit faible.  

 

 

III.2.3.3. Discussion 

  Nous avons constaté que l’activité de la laccase immobilisée sur l’électrode traitée par 

plasma d’air et oxygène est plus élevée que celle sur l’électrode traitée par plasma d’azote. 
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greffée sur l’électrode traitée par plasma d’azote est 2 fois plus que celle sur l’électrode traitée 

par plasma d’air. Cela pourrait s’expliquer par : (1) la haute adsorption de la laccase sur la 

surface de l’électrode traitée par plasma d’air, qui est plus lisse et hydrophile, limitant le 

transfert d’électron, (2) une orientation appropriée de la laccase sur l’électrode traitée par 

plasma d’azote. Effectivement, la laccase est préférentiellement adsorbée sur l’électrode en 

mettant le site T1 en face de la surface de l’électrode, ce qui améliore le transfert d’électron 

direct à la surface de l’électrode. Pourtant l’activité semble être faible, parce que la diffusion 

du substrat vers le site T1 est entravée (ou gêné). Sur l’électrode traitée par plasma d’air, la 

laccase est orientée de façon aléatoire en raison de la surface de graphite fortement modifiée, 

ce qui conduit à une activité plus élevée mais une densité de courant plus faible. Cette 

modification a été montrée par l’analyse de XPS. 

  Plusieurs articles ont été publiés sur l’immobilisation covalente de la laccase sur une 

électrode fonctionnalisée avec des groupements carboxyliques, ce qui produit une densité de 

courant de l’ordre de quelques nA/cm2 avec le transfert d’électron médié (MET) [32], [33]. 

Par rapport à l’électrode d’or plane fonctionnalisée avec des groupements amines qui est 

modifiée avec la laccase par formation d’une liaison covalente et qui a une densité de courant 

autour de 40 µA/cm2 en absence du médiateur redox, ainsi que les travaux antérieurs [30],[32], 

le traitement de APPJ utilisé dans nos travaux est une approche simple et rapide (quelques 

secondes) pour la fonctionnalisation la surface de la bioélectrode, tout en conduisant à une 

performance comparable. 

  Pour les groupements fonctionnels générés électrochimiquement sur l’électrode de graphite à 

faible densité par l’électroréduction du sel de diazonium, Vaz-Domínguez et al. [15] ont 

rapporté une densité de courant maximal de 500 µA/cm2 et les densités de courant autour de 

300 µA/cm2 mesuré par voltammétrie cyclique, ce qui est 3~4 fois supérieure à celle des 

électrodes fonctionnalisée par le traitement du plasma d’azote dans nos travaux. Cette 

différence pourrait dû à : (1) la rugosité de surface différente des électrodes, (2) le type de 

laccase testé (laccase de T. versicolor contre T. hirsuta). Même si les séquences génomiques 

des deux laccases sont assez similaires (87% d’identité de leur séquence primaire), il y a trois 

résidus lysine en plus sur la laccase de T. hirsuta, ce qui pourrait accroître l’efficacité de 

l’immobilisation covalente de la protéine celui-ci. (3) la meilleure électroactivité des 

électrodes de carbone: la surface électroactive des tiges Sigma utilisées par Vaz dominguez et 

al. [15] est de 1 ± 0,3 cm2 pour une surface géométrique de 0,07 cm2 alors que pour le 

carbone spectrographique (surface géométrique : 0,385 cm2) que nous avons utilisée, la 



152 
 

surface électroactive n’est que 0,5 cm2. Si l’on compare les densités de courant calculé en 

utilisant la surface électroactive plutôt que celle géométrique, nos électrodes traitées par 

plasma semblent être plus efficace. 

  Jusqu’à présent, au meilleur de notre connaissance, les densités de courant les plus élevées 

pour la bioélectrode avec DET qui ont été publiées dans la littérature ont été obtenues pour la 

laccase adsorbée physiquement sur une électrode de carbone tridimensionnelle nanoporeuse-

nanostructurée [34], [35]. Cependant, selon toute vraisemblance, le courant peut être attribué 

à la très haute surface spécifique de l’électrode utilisée. Pour ces bioélectrodes, la stabilité à 

long terme reste une question importante.  

  Le travail actuel montre que la laccase peut être immobilisée de façon covalente sur des 

électrodes de carbone fonctionnalisée par traitement du plasma, une technique simple est très 

rapide. D’autres améliorations des densités de courant seront probablement obtenues sur 

nanoporeuse/nanostructurée électrode de carbone fonctionnalisée qui possède une surface 

spécifique élevée.  

 

 

III.2.4. Conclusion 

 

  La fonctionnalisation de la surface de l’électrode en carbone graphite est faisable grâce à un 

système de jet de plasma à pression atmosphérique. Ce système conduit à des surfaces 

fonctionnalisées contrôlées en quelques secondes, ce qui permet l’immobilisation covalente 

de la laccase par la suite. La nature et la densité des groupements fonctionnels ainsi que la 

rugosité de surface peuvent être contrôlées par modulation des conditions de traitement du 

plasma (durée du traitement, nature du gaz, du PCT, etc.). Contrairement au plasma d’air, le 

traitement au plasma d’azote crée principalement des groupements carbonyles (probablement 

groupements aldéhyde) avec seulement une légère consommation d’azote sans former une 

couche électriquement résistive en maintenant la nature de graphite de l’électrode de carbone. 

Ces résultats seront utilisés dans des travaux de recherche à venir afin d’optimiser les 

caractéristiques de la surface de l’électrode qui sont cruciale pour réussir une immobilisation 

covalente de la laccase. 

  L’immobilisation covalente présente une meilleure activité enzymatique et une densité de 

courant plus élevée sur l’électrode par rapport à la simple adsorption physique de l’enzyme. 
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La quantité de la laccase immobilisée sur l’électrode dépend de la nature du groupement 

fonctionnel, de la mouillabilité de surface et de la rugosité, qui influencent l’adhésion, la 

distribution, la conformation et l’orientation de la laccase.  

  Les activités enzymatiques sur les électrodes traitées par plasma d’air et d’oxygène sont plus 

élevées que celles sur les électrodes traitées par plasma d’azote. Cependant, la densité de 

courant obtenue avec l’électrode traitée par plasma d’azote est plus élevée. Une densité de 

courant supérieure à 108 µA/cm2 a été obtenue sur la surface plane de carbone traitée par 

plasma avec seulement quelques secondes de traitement. 

  Basé sur ces résultats, une étude plus approfondie sera réalisé afin de mettre en corrélation 

les propriétés de surface, la distribution, la conformation et l’orientation de laccase adsorbée 

et greffée et son comportement bioélectrochimique. Dans les travaux futurs, les électrodes 

nanoporeuses fonctionnalisée par plasma seront explorées afin d’augmenter la quantité de 

laccase et d’améliorer la densité de courant. 
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Conclusion et perspectives 

 

  Ce travail a montré l’intérêt d’immobiliser la laccase de Trametes versicolor sur l’électrode 

fonctionnalisée de façon électrochimique ou par traitement plasma pour développer une 

biocathode en réalisant le transfert d’électron direct (DET) entre l’enzyme et l’électrode. La 

laccase a été immobilisée sur l’électrode de façon covalente (liaison amide, ou base de Schiff) 

ou par adsorption.  La présence de la laccase et sa quantité sur l’électrode ont été contrôlées 

par mesure de l’activité enzymatique sur la surface de l’électrode en utilisant un substrat de la 

laccase. L’analyse XPS a été également utilisée pour vérifier la présence de la laccase à la 

surface de l’électrode. La performance de la biocathode a été évaluée par mesure du courant 

catalytique sur l’électrode avec méthode électrochimique (voltammétrie cyclique et 

chronoampérométrie). 

  Sur l’électrode fonctionnalisée de façon électrochimique avec des groupements carboxyliques 

par réduction du sel de diazonium, nous avons pu immobiliser la laccase par formation d’une 

liaison covalente sur la surface. En revanche, sur l’électrode fonctionnalisée avec des 

groupements amines, nous avons une densité de courant relativement faible probablement à 

cause de l’épaisseur de la couche fonctionnelle qui pourrait perturber le transfert d’électron à la 

surface de l’électrode, bien que la laccase oxydée immobilisée par la base de Schiff soit 

orientée sur l’électrode. De plus, nous avons constaté que l’oxydation de la laccase permet 

d’avoir une densité de courant plus élevé pour l’électrode fonctionnalisée de façon 

électrochimique. Nous avons une meilleure performance particulièrement avec la laccase 

oxydée immobilisée sur l’électrode fonctionnalisée avec des groupements carboxyliques. 

  Sur l’électrode fonctionnalisée par le traitement plasma, la laccase peut être immobilisée à la 

surface de l’électrode de façon covalente. Sur l’électrode traitée par plasma d’azote, la laccase 

immobilisée donne une meilleure densité du courant grâce à une orientation favorable de la 

laccase sur la surface. Le traitement par jet de plasma hors équilibre à pression atmosphérique 

(APPJ) nous propose une méthode alternative rapide, stable, non polluante et de faible coût 

pour la fonctionnalisation la surface de l’électrode pour le développement de la bioélectrode. 

Dans le travail à avenir, des études plus approfondie sur l’évaluation de l’efficacité du 

transfert d’électron sur la surface de bioélectrode en fonction d’épaisseur de la couche 

fonctionnelle, l’état de surface et le matériel de l’électrode peuvent être réalisés pour 

optimiser la performance de la bioélectrode. Les électrodes nanoporeuses pourront être 
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utilisées pour augmenter la quantité de la laccase, et l’orientation de la laccase sur la surface 

de l’électrode doit être mieux contrôlée. 
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