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Une grande attention a été portée sur les minéraux argileux depuis les premiers jours de

la civilisation en raison de leur abondance dans la nature et de leurs potentiels infinis (Theng,
1974 ; Reichle, 1986 ; Cavani et al., 1991 ; Ogawa et Kuroda, 1995 ; Kim et al., 1998 ;
Vaccari, 1998). En particulier, 1'utilisation de minéraux argileux a des fins protecteurs est
aussi vieux comme I'humanité elle-méme (Robertson, 1996 ; Carretero, 2002 ; Veniale et al.,
2004). En revanche, les recherches s’intéressant aux matériaux argileux et a leurs propriétés
¢lectrochimiques pour des applications dans le domaine de la production ou du stockage de
I’énergie se sont développées ces dernieres années.

Les HDL sont une classe d'argiles anioniques synthétiques (Duan et Evans, 2006), dont
la structure est basée sur celle de la brucite Mg(OH),, dans lesquelles une partie des cations
métalliques divalents ont été remplacés par des ions trivalents donnant ainsi des feuillets
chargés positivement. Cette charge est équilibrée par l'intercalation d'anions dans la région
interlamellaire hydratée. Les natures et les rapports des cations di- et trivalents et l'anion
interlamellaire peuvent étre variés sur une large gamme, donnant lieu a une large classe de
matériaux isostructurals. Le matériau d’origine de cette classe est 1’hydrotalcite (HT) et les
HDL sont par conséquent également connus comme des matériaux de type hydrotalcite. Bien
que les caractéristiques de base de la structure soient bien comprises, des aspects structurels
détaillés ont fait I'objet de certaine controverse dans la littérature afin de maitriser leurs
propriétés et leurs applications potentielles. Dans ce mémoire, divers aspects des applications
de la chimie des hydroxydes doubles lamellaires (HDL) sont examinés, tels que la sorption
des molécules d'intérét biologique (enzyme et médicament) et 1'élaboration d'électrodes.

Le chapitre I constitue un état de 1’art des connaissances sur les HDL, avec en premier
lieu, une introduction générale des phases HDL, définition et historique puis leur structure et
variabilit¢ chimique. Une description détaillée des différents procédés de synthése
couramment utilisés ainsi que les facteurs liés a la synthése a également été présentée. Le
large éventail de compositions possibles d'HDL implique que des matériaux doués d’une
grande diversité de propriétés peuvent étre produits. Une compréhension détaillée de la
chimie structurale et morphologique des HDL ainsi de I’électrochimie devrait faciliter la
conception des matériaux avec des propriétés spécifiquement adaptées a des applications
spécifiques. Nous nous focaliserons sur les avancées récentes dans 1’application des HDL, en
particulier 1’'usage des HDL en tant que structure hote pour des molécules d’origine

biologique et comme matériaux d’électrodes.
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Le chapitre II décrit les méthodes et les techniques utilisées pour la caractérisation de
ces matériaux.

Le chapitre IIT décrit 1'élaboration des biohybrides HDL—enzymes, réalisés dans des
conditions de chimie douce afin de préserver la structure tertiaire des protéines et leur activité.
La maitrise des conditions d’obtention des phases minérales nous a permis de réaliser des
matériaux hybrides reposant sur diverses associations HDL—lactate déshydrogénase.

Bien qu’un grand nombre de biomolécules d’intercalation d'HDL ait été préparé et
caractérisé, il y a eu peu d’études de la cinétique et du mécanisme du processus
d’intercalation. Le chapitre III s’intéresse aux procédés d’intercalation : adsorption ou
échange anionique de I’enzyme lactate déshydrogénase dans le précurseur HDL, confinement
par précipitation de la phase HDL en présence de la lactate déshydrogénase. Ces deux
méthodes privilégient des confinements différents des protéines soit aux joints de grains ou en
surface de cristallites soit entre les feuillets avec un désordre structural plus ou moins
développé. Une étude approfondie et comparative de ces procédés a été réalisée en vue de
comprendre et de maitriser la formation du matériau HDL/lactate déshydrogénase, de
controler la quantité et 1’activité de la lactate déshydrogénase immobilisée et de définir une
matrice HDL—lactate déshydrogénase modéle.

Le chapitre IV présente les travaux de mise au point d’un premier type de matériau
hybride : hydroxyde double lamellaire/berbérine. Ces études ont tout d’abord porté sur la
formulation et la caractérisation de ces matériaux. Les matériaux biohybrides HDL-BBR sont
obtenus soit par échange direct, adsorption ou par co-précipitation. La caractérisation de ces
matériaux est réalisée principalement par : la diffraction de rayons X, la spectroscopie dans
I’ultraviolet et I’infrarouge et la microscopie électronique, afin de controler la structure du
matériau HDL modifié. Ces formulations biohybrides sont ensuite ¢tudiées avec analyse en
temps réel des courbes cinétiques de libération. La variation des conditions cinétiques a
permis de comparer le comportement des matériaux selon la nature du mécanisme
d’intercalation. Enfin, des études d’activité anti-bactérienne ont été effectuées afin d’évaluer
la sensibilité des matériaux biohybrides HDL-BBR synthétisés sur trois souches bactériennes
pathogenes.

Le chapitre V a été dédié a I'examen des propriétés électrochimiques des HDL en vue
d’applications en tant que matériaux d’électrode dans les biopiles.

Ces dernicres années, les publications concernant les matériaux HDL ont connu une
croissance a la fois dans les revues académiques et dans la littérature portant sur les brevets.

Ce travail de thése prétend montrer les principales applications des HDL, afin d’étre en
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mesure de développer des solutions alternatives innovantes dans le secteur médical ainsi

qu'environnemental.
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Chapitre 1

Hydroxyde Double Lamellaire (HDL)...Etat de I’art

1.1. Contexte

Depuis quelques années, nous assistons a I'émergence de nouveaux matériaux dits «
intelligents » synthétisés pour répondre a une demande de matériaux de plus en plus petits,
possédant des propriétés multifonctionnelles, et trés souvent orientés vers les biomatériaux
mimant certains assemblages rencontrés dans le monde du vivant (Leroux et Besse, 2004). A
titre d'exemple, nous pouvons citer les aérosols, les revétements polymériques, les matériaux
pour implant... Les deux aspects de cette recherche, tant en nanotechnologie qu’en
biocompatibilité, s'appuient sur I’exaltation des propriétés de chacun des constituants par un
effet de taille et/ou de confinement et sur les propriétés aux interfaces de ces matériaux. Dans
ce théme de recherche, 1'utilisation d'hydroxydes doubles lamellaires (HDL) comme matrice
d'immobilisation ou catalyseur sur les électrodes de dispositifs électrochimiques inspirés
d’une biopile (pile a combustible microbienne PCM) pourrait jouer un réle de tout premier

plan ; or, peu de travaux sont décrits jusqu'a présent dans ce domaine.

1.2. Hydroxyde double lamellaire (HDL)...d¢éfinition et historique

Le vocable « hydroxyde double lamellaire » noté HDL a été largement utilisé depuis un
certain nombre d’années et se référe aux caractéristiques structurelles. Il met en évidence la
présence d’empilements alternés de feuillets plans d’octaedre M(OH)g incluant deux types de
cations métalliques et d’espaces interfoliaires occupés par des anions hydratés. Ils sont aussi
dénommés hydrotalcites ou argiles anioniques par analogie, dans le premier cas, avec le
minéral naturel le plus connu de cette famille de composés et, dans le deuxieme cas, avec les
argiles naturelles contenant des cations dans I’espace interfoliaire.

Le premier solide de la famille des HDL, une poudre semblable au talc, a été décrite
pour la premicre fois en 1842 par des scientifiques suédois (Cavani et al., 1991). Il a été
identifi¢ comme étant un hydroxycarbonate de magnésium et d’aluminium. La premicre
formule exacte de I’hydrotalcite, [MgsAl,(OH);6]CO3.4H,0, fut présenté en 1915 par E.
Manasse, professeur de minéralogie a 1’Université de Florence (Italie) (Manasse, 1915). En
revanche, ce n’est qu’a partir des années 1960 que la structure des HDL a été décrite

(Allmann, 1968 ; Taylor, 1969 et 1973).
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Chapitre 1

1.3. Structure mod¢le et variabilité chimique

Les hydroxydes doubles lamellaires (HDL) constituent une famille de composés formés par
un empilement de feuillets de type brucitique Mg(OH)z2. La structure de la brucite correspond
a une superposition de feuillets plans d’octacdres Mg(OH)es dont le centre est occupé par les
cations divalents Mg®" et les sommets par les ions OH". Les octaédres sont liés entre eux par
leurs arétes selon le type structural Cdl, et chaque ion hydroxyde est partagé entre trois
octaedres (Wang et al., 2004), formant ainsi un feuillet infini. Dans chaque feuillet, une
fraction de I’¢lément métallique divalent est substituée par un métal trivalent, cela induit un
excédent de charges positives (Allmann et al., 1966). Pour compenser cet excédent de
charges, des anions hydratés s’inserent dans les espaces interfoliaires et permettent I’électro-
neutralit¢ de 1’édifice minéral. Une telle représentation structurelle de la phase HDL est

donnée sur la Figure 1.1.

Feuillet type brucite M(OH):

I

Substitution partielle de M" par x M

Feuillet mixte portant une charge positive
[M' M (OH),T"

»

A" anions Structure HDL
@ (M MY (OH), " [A%yH,O]
H20 I

° M”(_)U m™ Cation
OH

Figure 1.1. Représentation schématique d'une phase de type HDL.

La formule générale des HDL est donc : [M" | M (OH)2]* [A" yn.yH20] ou M" et M™
désignent respectivement les cations métalliques divalents et trivalents, A" 1’anion intercalé
assurant la neutralit¢ de 1’édifice, et x la densité¢ de charge (comprise entre 0,2 et 0,33)
proportionnelle au rapport molaire M"/(M" + M™). Pour des raisons de commodité, nous
adapterons dans la suite ’abréviation: [M"RM"-A] ou R représente le rapport molaire
M"/M™. Cette formulation fait apparaitre clairement la structure des phases HDL, constituée
de deux parties bien distinctes dans laquelle [M" | M""\(OH),]*" représente la composition du

feuillet et [A" . yHyO] celle de Dinterfeuillet. La cohésion de la structure résulte, d’une
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combinaison complexe d’effets électrostatiques entre les feuillets métalliques oxygénés et les
anions d’une part, et d'autre part d'un réseau de liaisons hydrogeéne s’établissant entre les
molécules d'eau, les anions interfoliaires et les groupements hydroxyles des feuillets.

I1 existe plusieurs formes naturelles de phases HDL mais celles-ci sont minoritaires par
rapport au systéme des argiles cationiques. Par contre, la famille des phases HDL est sans
cesse enrichie par de nouvelles variétés synthétiques, soit par modification de la composition
du feuillet, ou bien de la nature des especes interfoliaires. D’apres la littérature, les
hydroxydes doubles lamellaires cristallisent en deux types de systeéme cristallin qui différent
par la séquence d’empilement des feuillets: symétrie rhomboédrique R ou hexagonale H,
décrits dans une maille hexagonale de paramétres ¢ et a (Crepaldi et Valim, 1998). Ces
parametres correspondent respectivement a la périodicité dans le plan des feuillets et la
périodicité de I’empilement de ces mémes feuillets. Ils dépendent de la nature des cations
divalents, trivalents et de l’anion interfoliaire. Le paramétre de maille a va étre ainsi
directement li¢ a la distance intermétallique et le paramétre de maille ¢ va étre lié a
I’empilement des feuillets et donc a la nature de 1’anion intercalé. Dans le Tableau I-1 se
trouve la liste de certaines argiles anioniques naturelles avec leur composition et le nom de

minéral avec le type de symétrie trouve.

Tableau I-1. Certaines argiles anioniques naturelles avec le systéme cristallin et le groupe
d’espace a laquelle appartiennent ces especes (Crepaldi et Valim, 1998).

Composition Nom de minéral
M" M A" Rhomboédrique (3R), R3m Hexagonale (2H), P6;mmc
Mg Al COs> Hydrotalcite Manasseite
Mg Cr COs> Estictite Barbetonite
Mg Fe COs> Pyroaurite Sjogrenite
Ca Al OH" - Hydrocalumite
Ni Al COs™ - Tacovite
Ni Fe COs* Reevesite -
Ni Fe SO,* Honessite -

De fagon générale, les phases HDL synthétiques sont des polytypes de trois couches de
symétrie thomboédrique notés 3R appartenant au groupe d’espace R3m (Allmann, 1968 ; El
Malki et al., 1993 ; Depege et al., 1994 ; Crepaldi et Valim, 1998) avec un empilement de
type BC-CA-AB-BC; la maille ¢lémentaire est alors constituée de trois feuillets et le
parametre de maille ¢ est égal trois fois I’espacement basale du feuillet (a titre d’exemple le
minéral pyroaurite de composition chimique [MgsFe,(OH);6] CO3.4H,0 est un polytype 3R,
caractérisé par les paramétres de maille a = 3,109 A et ¢ = 23,410 A). Le polytype deux
couches de symétrie hexagonale noté 2H appartenant au groupe d’espace P6;mmec (Allmann,

1968 ; El Malki et al.,, 1993 ; Crepaldi et Valim, 1998) avec un empilement de type
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1.

i1

1il.

BC-CB-BC, dont le paramétre de maille ¢ est égal deux fois I’espacement basale (2 titre
d’exemple le minéral sjogrenite de composition chimique [Mg¢Fe,(OH),4]CO5.5H,0
cristallise dans la symétrie hexagonale avec les paramétres de maille a =3,1 Aetc=15,5A).
Une troisiéme séquence d’empilement décrite dans la littérature (El Malki et al., 1993 ;
Crepaldi et Valim, 1998), appartient au systéme hexagonal noté 1H liée essentiellement a une
variété d’hydroxyde double lamellaire hautement hydraté. Sur la Figure 1.2 nous présentons

les différents polytypes possibles d’une phase HDL, 3R, 2H et 1H.

Feuillet Feuillet Feuillet
I c=d
— |-
c=3d
[E— = ———
 E— | ] |

[ 1

]

Polytype 3R Polytype 2H Polytype 1H

Figure 1.2. Schéma représentatif des polytypes possibles pour les HDL.

La technique de caractérisation propre a la détermination de cette structure est la
diffraction des rayons X sur poudre. Les diffractogrammes X des HDL comportent ainsi trois
régions distinctes:

La région des bas angles (26 < 30°) qui contient les raies de diffraction des plans (00/) dont
la position dépend de la taille de 1’anion intercalé et qui permet d’accéder au paramétre de
maille ¢ et a la distance interfoliaire;

Le domaine des angles intermédiaires (30° < 26 < 50°) qui contient les réflexions des plans
(Okl) dont les positions dépendent du polytype (3R ou 2H) et sont fortement affectées par les
défauts d’empilement;

La région des grands angles (26 > 60°) qui contient les réflexions des plans (4k0) et (hkl)
caractéristique du feuillet métallique M(OH), et qui permet d’accéder au paramétre de maille

a et a la distance intermétallique cation—cation.

Une grande diversité de composés HDL peut étre synthétisée en faisant varier :
- la composition chimique du feuillet,

- D’anion intercalé.
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1.3.1. Composition chimique du feuillet

La composition chimique du feuillet est représentée par rapport a la formule abrégée par
[M"xM™]. 1 est donc possible de jouer sur la nature des cations métalliques, ainsi que sur le

taux de substitution en fixant le rapport molaire R = M"/M™".

1.3.1.1. Nature des cations métalliques

Dans la littérature, un grand nombre d’HDL, contenant une grande diversité de cations
métalliques, ont été synthétisés et étudiés. Les principaux cations métalliques divalents et
trivalents utilisés sont : M™: Mg2+, Ni%', Fe*', Co*", Cu*’, Zn*", Ca*" et M™: AI’", Cr*, Fe'”,
Mn**, Ni*", Co®*, S¢**, Ga™".

Miyata et Kumura, (1973), Taylor, (1984), Reichle, (1986), Carrado et Kostapapas,
(1988), et Kuma et al., (1989) ont utilis¢ diverses combinaisons de ces cations divalents et
trivalents dans la syntheése des HDL. Le Tableau 1.2 résume les différentes combinaisons que
I’on peut rencontrer.

Il est a noter aussi que la synthese des HDL peut étre obtenue avec un mélange de
plusieurs cations divalents ou trivalents. A titre d’exemple, Kooli et al. (1995) ont synthétisé
un HDL contenant comme cations divalents un mélange de magnésium et zinc et comme
cation trivalent I’aluminium ; Morpurgo et al. (1994) ont synthétis¢ divers HDL formés par
des cations divalents (cuivre, zinc et cobalt) et de I’aluminium trivalent; Aguilar-Vargas et al.

(2013) ont synthétisé deux types d’HDL: MgZnGa et ZnGaAl.

Tableau 1.2. Combinaisons cationiques possibles au sein des feuillets HDL.

Cations Trivalents
Divalents Al Ni
Mg
Ni
/n
Cu
Co
Mn
Fe
Ca
Li~

[l Phase présente a 1’ état naturel

[ Phase synthétique obtenue par co-précipitation

[l Phase synthétique obtenue par d’autres voies de synthése
* Tétravalent

* Monovalent
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1.3.1.2. Répartition des cations dans les feuillets HDL

La répartition des cations divalents et trivalents dans les feuillets brucitiques des HDL
est généralement désordonnée. Cela n’empéche pas un certain ordre local prévu par la régle
d’exclusion cationique (Radoslovich, 1963) qui interdit le contact M"-M"™ et chaque
cation M"™ est entouré par six cations M". Cette répartition conduit 4 un ordre & longue
distance pour un rapport M"/M"™ = 2 et a un ordre local pour les autres rapports. La Figure
1.3 représente I’environnement local des cations pour un rapport M"/M™ = 2 et 3; des plans

1idéalement ordonnés.

Labe
IR0ZoN0

(3:"& 0).

Lo p-d o]
@';’:- .@ .
S

O e )t'/x .
“;56 IO\ a?
O/a o -‘b s
g(‘c~ 3-‘»‘
N =y
Q‘ ' o o

Fig. 1.3. Ordre local idéal pour les rapports M"/M'" =2 (a) et M"/M"" = 3 (b), les cercles
représentent les sphéres de coordination autour de chaque cation M" et M"" de P, & Ps.

Les proportions relatives des cations divalents et trivalents dans les feuillets, sont a
I’origine de I’apparition de la superstructure résultant de la distribution bien ordonnée des
cations (Brindley et Kikawa, 1979 ; De Roy et al., 1992 ; Crepaldi et Valim, 1998). Le
Tableau 1.3 montre des valeurs particulieres de x (valeur qui est directement liée au rapport

des cations et leur relation avec la symétrie de la cellule unitaire).

Tableau 1.3. Quelques superstructures liées aux rapports des cations dans les argiles

anioniques.
Mm™ X Symétrie de la cellule unitaire Superstructure
1/1 1/2 Orthorhombique a=ay b=an\3
2/1 1/3 Hexagonale a=an\3
31 1/4 Hexagonale a=2ay
6/1 1/7 Hexagonale a=an7
8/1 1/9 Hexagonale a=73a,

* . .
a, est la distance entre deux atomes adjacents.
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1.3.2. Nature des anions interfoliaires

Diverses espéces anioniques peuvent s’intercaler dans les phases hydroxydes doubles
lamellaires synthétiques (Rives et al., 1999 ; Leroux et Taviot-Gueho, 2005). Il peut s’agir
d’anions monovalents ou divalents, d’espéces organiques (—CsHsSO3", -CH3COQ"), minérales
(NOy, COs”, SO4*, CI), de polyméres chargés ramifiés ou non (polyacrylate
[-CH,—CH(COONa)-],, polystyréne sulfonate [R—-SO,0-],), de molécules photo-actives
(colorants), molécules électro-actives (médiateurs redox), de polyoxométalates (Cr,O7%,
M070276', W120403', V100236'), de biomolécules naturelles (ADN, protéines)... Dans le cas
d’especes organiques ou biomolécules, les matériaux obtenus sont alors des matériaux
hybrides organiques/minérals ou biominérals dans lesquels les liaisons de 1’espece intercalée
avec les feuillets peuvent étre plus ou moins fortes, ioniques, physiques ou méme covalentes
(greffage). Grace a cette maniabilité de composition chimique, les HDL s'émergent comme
des matériaux « intelligents » c'est-a-dire qu’il est possible de modifier leurs propriétés

physico-chimiques en fonction de I’application visée.

1.4. Modes de préparation des HDL...propriétés

Les matériaux HDL sont relativement faciles a synthétiser, ils sont principalement
préparés par les réactions de chimie douce. Différentes voies de synthése ont ét¢ employées
que ce soit par précipitation directe, ce qui est le cas de la co-précipitation a pH constant ou de
la méthode urée, ou indirectement ce qui est le cas lors de 1’échange anionique, et la
calcination-reconstruction. Ces modes de préparation permettent de moduler a souhait la

composition et la morphologie des HDL.

La co-précipitation a pH constant

C’est la méthode la plus utilisée pour la syntheése des HDL avec une grande variété de
cations et d’anions dans les feuillets et les espaces interfoliaires. Cette méthode est
développée pour la premicre fois en 1975 par S. Miyata (Miyata, 1975). Elle consiste a
provoquer la précipitation simultanée des cations métalliques par ajout d’une espece basique a
une solution de sels correspondants pris en proportions adéquates. Les meilleurs résultats
s’obtiennent en ajoutant simultanément dans un réacteur la solution acide de sels métalliques
divalents et trivalents et la solution basique (NaOH ou KOH) de fagcon a maintenir le pH a
une valeur constante. Le Tableau 1.4 ci-dessous récapitule le pH de synthése de certains HDL.
La préparation se fait sous atmosphére d’azote pour éviter la contamination par les ions

carbonates issus du CO2 de ’air.
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Des phases pures de bonne cristallinité, sont obtenues, elles présentent souvent une
morphologie dite en “rose de sable” ou “chateau de carte” (Fig. 1.4), la taille des particules

varie entre 250 et 800 nm.

Fig. 1.4. Clichés MEB de la phase Mg, Al-CI co-précipitée classiquement.
La réaction chimique qui se produit est la suivante:

(1-x)M"A™, + xM™MA™3,, + 2NaOH + yH,0 - M" | ,M" (OH),A" yn.yH,0  Réaction 1.1
+ 2NaAn'X/n

L’utilisation de cette méthode est limitée et certains HDL ne peuvent pas étre obtenus
par co-précipitation; cela est dii notamment a la complexation des métaux présents dans la

solution.

Tableau 1.4. pH de formation de certaines phases HDL.

HDL pH
Zn,Cr—Cl 6,5
CuCr—Cl 5,5
Znx Al-C1 7,0-9,0

MgrAl-Cl 8,0-10
NizCr-Cl 10,0-13.0
CarAl-Cl 11,0

La méthode urée

La méthode urée a été développée par Costantino (1998) pour obtenir une taille de
particules monodisperses. Le protocole consiste a utiliser une base retard comme ['urée, de
fagon a controler son hydrolyse. A des températures supérieures a 70° C, 1’'urée se décompose
et libére des ions OH™ (Réaction 1.2) qui vont réagir avec les sels métalliques et conférer un
pH basique au milieu réactionnel ce qui provoque la précipitation de ’HDL. Plus la
température est élevée, et plus la précipitation de la phase HDL sera rapide. Cette méthode
permet un contrdle cinétique de la co-précipitation. Les phases préparées présentent ainsi des
particules de forme hexagonale avec des tailles variant entre 1-5 pm.

L’inconvénient majeur de cette méthode provient de la génération in situ d’anions

carbonates trés favorable a I’intercalation dans les HDL.
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CO(NH,), + 2H,0 — CO5> + 2NH4 Réaction 1.2
CO5%> + H,0 — OH + HCO5

L’échange anionique

Les HDL ont des propriétés d’échange d’anions particulierement intéressantes. La
méthode d’échange anionique est donc la seule voie de synthése possible lorsque ’HDL ne
peut pas étre formé directement. Elle a été proposé pour la premiere fois par Bish, (1980).
C’est une réaction topotactique qui permet de conserver la structure des feuillets en
substituant simplement 1’espéce anionique intercalée par une autre. Typiquement, la phase
HDL de départ contenant généralement des ions carbonate, chlorure ou nitrate est dispersée
dans une solution aqueuse contenant I’anion a échanger en exces. Le pH est ensuite ajusté,
tout en maintenant 1’ensemble sous agitation. L’échange est généralement complet apres
quelques heures mais trés souvent un temps d’échange de 24 h est utilisé a température
ambiante ou en chauffant modérément.

I1 faut noter que les échanges s’effectuent plus facilement a partir de phases contenant
des anions nitrate intercalés qu’a partir des phases contenant des anions carbonate ou
chlorure, car I’affinité des ions NOj3™ pour la matrice est moindre que celle des ions CI” ou
CO5™ (Miyata, 1983). Cette affinité diminue dans 1’ordre suivant vis-a-vis de la matrice HDL:
CO;*>> CI'>>NOs5..

M MM (OH),A™ 4. yH20 + x/mX,™ — M M (OH),X™ ym.yH,0 Réaction 1.3
+X/MA,

La calcination-reconstruction

Une des propriétés des HDL est de pouvoir se cristalliser et reprendre leur structure
apres calcination. Certains ont parlé d’ « effet mémoire » de la structure HDL. Cette méthode
dite reconstruction aprés calcination, consiste a faire subir au matériau HDL un traitement
thermique a une température suffisante de 1’ordre de 450° C. Cette étape conduit a la
formation d’une phase pré-spinelle amorphe. Cette phase pré-spinelle peut cristalliser en une
solution au contact d’espeéces anioniques a intercaler dans 1’espace interfoliaire. Cette
méthode est utilisée quand I’anion est difficile a intercaler par échange anionique.

Boehn et al. (1977) ont été les premiers a proposer cette méthode en partant d'une phase
ZnCr—Co pour préparer les composés ZnCr—Cl. La formation d’autres HDL a été ensuite
reportée dans la littérature : CdCr—Cl a partir de CdO et CrCl; (Zhouri et El Hajbi, 1999),
MgAl-COs3 a partir du mélange MgO et Al,Os (Stanimirova et Kirov, 2003). L’inconvénient
de cette méthode réside dans la difficulté a obtenir un réarrangement complet des oxydes

mixtes intermédiaires en HDL.
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1.5. Aspects importants pour la synthése

Nous présentons dans cette section les aspects qui influent sur la formation d’une phase

HDL homogene et ayant une bonne cristallinité.

1.5.1. Facteurs liées aux cations

Certains aspects sont importants pour prédire si une paire donnée de cations peut former

un HDL (Crepaldi et Valim, 1998). Parmi ces aspects on peut noter :

= La différence entre les rayons ioniques des cations.
= Le nombre de coordination.
= La taille de la sphere de coordination.

= [ ’énergie de réticulation.

Les cations ayant des rayons ioniques tres différents ne peuvent pas former un
hydroxyde double, mais des hydroxydes simples. Pour former un hydroxyde double, le
nombre de coordination des cations doit étre le méme. Parfois, il ne suffit pas que les cations
aient le méme nombre de coordination, il est également important que la taille des cations
dans les ligands (hydroxy) soit proche. Cette taille est influencé par le rayon ionique, la
charge et les orbitales disponibles du cation. En outre les énergies réticulaires pour les
hydroxydes des deux cations devraient étre proches.

La plupart des HDL connues, possédent des cations ayant des rayons ioniques
comprises entre 0,5-0,74 A (De Roy et al., 1992). Pour les cations de grande taille (Ca",
Pb*", La’") ’arrangement octaédrique devient instable en provoquant une distorsion des
feuillets.

Il faut tenir compte des réactions d’oxydoréduction a la fois en milieu acide et en

milieu basique.

1.5.2. Réle de I’anion pour la stabilisation de la structure lamellaire

Chaque anion a eu une performance de stabilisation de la structure lamellaire, cette
capacité de stabilisation est d’une grande importance, principalement dans les synthéses par
co-précipitation. Miyata et al. (1983) ont établi une série des capacités de stabilisation
décroissantes des anions vis-a-vis de la matrice HDL: CO32' > OH-> F-> Cl- > S042- > Br >
NO3 > TI-.
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On peut noter que la préparation d’une phase HDL avec un anion de faible capacité de
stabilisation que 1I’hydroxyde, a valeurs ¢levés de pH produit des composés qui contiennent
¢galement des hydroxydes comme anion interfoliaire. A titre d’exemple, pour la phase
[ZngAl-CI], un pH inférieur & 7,0 conduit a une précipitation incompléte des ions Zn*" et
favorise en parall¢le la précipitation d’hydroxyde d’aluminium alors qu’un pH supérieur a 9,0

il se forme un hydroxyde voire de I’oxyde de zinc.

1.5.3. Vitesse d’addition

Pour le procédé de synthése par co-précipitation, la vitesse d’addition est un facteur qui
doit étre controlé pour obtenir des phases HDL avec une bonne cristallinité. Bien qu'aucune
¢tudes spécifique concernant ce facteur, on constate que les meilleurs résultats sont obtenus
lorsque on effectue 1’addition lentement et sous agitation vigoureuse.

A titre d’exemple, De Roy et al., (1992) ont préparé un HDL par co-précipitation ou
I’addition est effectuée a une vitesse de 1 mL/h (temps total de 48 h), ce qui donne un HDL de
cristallinité raisonnable, sans qu’il soit nécessaire de faire un traitement ultérieur.

Généralement, on utilise des vitesses d’addition d'environ 1 mL/min (Reichle, 1986).

1.5.4. Aspects liés a la cristallisation

Dans la plupart des cas, I’optimisation du pH et de vitesse d’addition ne sont pas
suffisantes pour obtenir des phases HDL avec une bonne cristallinité. Dans ce cas, un
traitement hydrothermal, aprés 1’addition, souvent accompagnée par une augmentation de
pression, produit des matériaux plus cristallins. Le traitement hydrothermique est également
utilisé pour obtenir une plus grande efficacité dans la substitution de 1’anion interstitiel par

régénération d’un précurseur calciné.

1.6. Applications des HDL

La structure, la morphologie, la variabilité chimique, et I’ensemble des propriétés
précédemment évoquées explique I’intérét porté aux HDL dans des applications tres diverses.
Les premicres utilisations de HDL furent dans 1’industrie chimique (Cavani et al., 1991)
comme catalyseurs basiques, catalyseurs redox, support de catalyseur (Xu et al., 2011) et
comme échangeurs d’anions dans les applications pharmaceutiques en tant qu’agents anti-
acides ou anti-pepsiniques (Playle et al., 1974 ; Miyata, 1977 ; Choy et al., 2007). Les HDL
sont aussi utilisés dans des procédés industriels en tant que stabilisateurs de PVC, retardateurs

de flammes (Lin et al., 2006 ; Xu et al., 2006 ; Tronto et al., 2013), ainsi que dans des
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procédés de remédiation environnementale en tant que piége des polluants tels que nitrate,
phosphate, chromate (Parker et al., 1995 ; Houri et al., 1998 ; Del Arco et al., 2006) ou
d’autres polluants organiques comme les pesticides et les herbicides (Inacio et al., 2001).

A noter que ce paragraphe ne prétend pas donner une liste exhaustive des possibles
applications des HDL mais plutdt présenter deux axes majeurs concernant les applications des

matériaux HDL: structure hdte pour les biomolécules et matériaux d’¢lectrodes.

1.6.1. Les HDL: structure hote pour les biomolécules

La structuration des matériaux hybrides biominéraux doivent répondre a un cahier des
charges sévere imposant en particulier la biocompatibilité et une densité élevée de molécules
actives immobilisées dans la matrice minérale, une bonne accessibilit¢ du substrat, la
conservation de I’activité biologique, une stabilité opérationnelle et une stabilité au stockage.
Leur ¢élaboration doit faire appel a des procédés de chimie douce afin d’éviter la dénaturation
de la biomolécule.

Les HDL ont suscité une attention croissante ces derni¢res années due aux propriétés
flexibles de I’interfoliaire conférant au matériau une grande capacité¢ d’échange anionique
(Bish, 1980 ; Clearfield et al., 1991) et I’immobilisation de diverses molécules biologiques ou
d’intérét biologique telles que les médicaments (Khan et O’Hare, 2002 ; Bi et al., 2014 ;
Rives et al., 2013 et 2014) ou les enzymes (Darder et al., 2007 ; Li et Duan, 2006 ; Mousty et
Prévot, 2013). D’un point de vue structurel, I’avantage de ’utilisation de ces matériaux est la
structure ouverte qui la présentent due a leur caractére bidimensionnel, favorable a
I’intercalation d’une grande variété de molécules organiques ou biologiques. Les molécules
hébergées sont alors confinées entre les feuillets minéraux présentant une expansion
modulable en fonction de la taille de la molécule a intercaler. Leur charge positive permet
aussi I’immobilisation de molécules fonctionnelles dont les propriétés ¢Electriques sont
compatibles avec les feuillets. De plus, les méthodes de préparation de ces matériaux inspirés
des réactions de la chimie douce sont extrémement favorables au maintien de 1’intégrité

chimique et biologique de la biomolécule hébergée.

1.6.1.1. Immobilisation d’enzymes

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques constituées d’une ou plusieurs chaines
d'acides aminés, capables de réaliser la plupart des réactions biochimiques avec une haute
efficacité. Ce sont des agents qui changent la vitesse d’une réaction mais qui ne modifient pas

la réaction et empéchent les réactions secondaires génantes. Au cours de ces dernicres années,
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le nombre d’enzymes connues a considérablement augmenté et les applications sont multiples
en chimie analytique, en pharmacologie, en toxicologie, dans 1’industrie agro-alimentaire et
dans le secteur biomédical.

L’immobilisation d’enzymes dans un matrice HDL crée une nouvelle génération de
matériaux hybrides catalytiquement actifs vis-a-vis d’une large palette de réactions chimiques
(hydrolyse, polymérisation, isomérisation, réaction redox) et peut étre d’intérét notable en
fonction des applications visées. Méme si ’immobilisation permet de protéger 1’enzyme et
d’éviter sa dénaturation rapide, leur fonctionnement en continu sur plusieurs jours reste
encore trés problématique. Les interactions HDL—-enzymes se développant au niveau des
briques moléculaires des enzymes, c’est-a-dire les résidus d'acides aminés, il nous a semblé
vraiment incontournable de rapporter.

La premiere étude sur I’immobilisation des acides aminés par une phase HDL date de
1997. En effet, Whilton et al. (1997) ont réalisé I’intercalation de I’acide glutamique, I’acide
aspartique et I’acide polyaspartique dans des phases MgAl par co-précipitation a pH élevés,
pH auxquels les acides aminés présentent une charge globalement négative. D’autres acides
aminés ¢galement intercalés dans des phases HDL sont rapportées dans la littérature. Fudala
et al. (1999) ont rapporté 1’intercalation de la tyrosine dans une phase ZnAl par la réaction
d’échange anionique. Aisawa et al. (2001) ont décrit I’intercalation de la phénylalanine dans
une phase MgAl par co-précipitation. Ces matériaux multifonctionnels sont habituellement
préparés par les réactions de la chimie douce (co-précipitation) ou par une réaction
topotactique (adsorption simple ou échange anionique) et la stabilisation de la molécule
hébergée est assurée par des liaisons hydrogenes.

Cependant I’immobilisation d’enzymes dans des phases HDL n’est publiée qu’a partir
des années 2000. Le Tableau 1.5 présente des exemples d’assemblages HDL—enzymes.
Lorsque les matériaux HDL sont considérés comme un support d’immobilisation d’enzymes,

deux stratégies principales peuvent €tre distinguées comme décrit précédemment:

Immobilisation utilisant des précurseurs HDL

Cette méthode est basée sur la capacité du précurseur HDL a interagir avec les enzymes
grace a des forces électrostatiques et des liaisons de Van der Waals conduisant a des
assemblages HDL-enzymes. Cette approche peut étre considérée comme un processus
d'adsorption et/ou d’échange anionique. C'est probablement le processus le plus étudié

(Tableau 1.5).
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Tenant compte de la grande taille des enzymes et aux mauvaises propriétés de
gonflement des HDL dans I'eau, les enzymes ne diffusent pas entre les feuillets, mais sont
principalement situées a la surface des cristallites. Généralement, des capacités d'adsorption
¢levées sont obtenues lorsque 1’adsorption est effectuée a des valeurs de pH au-dessus du
point isoélectrique de la protéine en raison d'interactions €lectrostatiques favorables entre la
protéine et les feuillets HDL chargée positivement (Ralla et al., 2011 ; Bellezza et al., 2012 ;
Mousty et Prévot, 2013). Les propriétés d'adsorption de HDL vis-a-vis des biomolécules
dépendent fortement de la composition chimique des feuillets HDL, le rapport M"/M"" et la
nature des anions interfoliaires. Les propriétés texturales de ’HDL peuvent jouer également
un rdle important dans ce processus puisque les capacités d'adsorption sont liées a la taille des

particules et I'état d'agrégation.

Immobilisation par co-précipitation directe

Dans cette approche, la formation du support inorganique HDL est effectuée
directement en présence de l'enzyme (Tableau 1.5). Généralement, Les HDL peuvent étre
précipités sur une large gamme de pH, permettant I’immobilisation de nombreuses enzymes

tout en maintenant leur activité.

Tableau. 1.5. Liste d’assemblage HDL—enzymes.

Enzyme HDL Méthode Référence
PPO ZnAl-Cl1 adsorption Shan et al., (2003a)
MgAl-Cl Sanchez et al., (2010)
GOx ZnCr—Cl adsorption Shan et al., (2003a)
ZnCr-FcPSO, Mousty et al., (2009)
ZnAl-Cl Cosnier et al., (2006)
MgAl-FcSO; Colombari et al., (2007)
MgAl-FcCO,
CoOx ZnAl-Cl adsorption Ding et al., (2009)
CholOx ZnAl-Cl adsorption Ding et al., (2011)
Laccase ZnCr—ABTS adsorption Mousty et al., (2007)
AIP ZnAl-Cl adsorption Mousty et al., (2008)
MgAl-CO;
MgAI-Cl co-précipitation Geraud et al., (2008)
HRP ZnCr—-ABTS adsorption Shan et al., (2004a)
NiR ZnCr-AQS adsorption Chen et al., (2007)
Urease ZnAl-Cl co-précipitation Vial et al., (2006)
Trypsine ZnAl-Cl co-précipitation Mansouri et al., (2009)
MgAl-Cl

PPO polyphénol oxydase, GOx glucose oxydase, CoOx choline oxydase, CholOx cholestérol oxydase, AIP
alcaline phosphatase, HRP peroxydase de raifort, Hb hémoglobine, NiR nitrite réductase, FcPSO; (3-
sulfopropyl)ferrocénecarboxylate, FcSO; ferrocénesulfonate, FcCO, ferrocénecarboxylate, ABTS 3-
éthylbenzothiazoline-6-sulphonique, SDS dodécylsulfate de sodium, A0S anthraquinone sulfonate.
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1.6.1.2. Administration des médicaments

Les systémes d'administration de médicaments « en anglais Drug Delivery system DDS
» sont congus pour modifier la pharmacocinétique et la biodistribution de médicaments
associés ou pour fonctionner comme des réservoirs de médicament (c'est-a-dire comme des
systemes a libération prolongée) ou les deux a la fois (Allen et Cullis, 2004) et devraient avoir
la capacité d'améliorer plusieurs propriétés cruciales des médicaments “libres” telles que leur
solubilité, leur stabilité in vivo et leur spécificité, réduire ou éliminer les 1ésions tissulaires, la
protection du médicament, ou d'améliorer leur efficacit¢ (De et al., 2008). Les structures
hybrides obtenues a partir de HDL montrent de meilleures propriétés, y compris la facilité de
synthése controlée et la protection de l’environnement (Alexis et al., 2010), capacité
d’échange anionique élevée, surface spécifique élevée, et la stabilité en milieu acide (pour les
HDL ZnAl) ou en milieu physiologique (pour les HDL MgAl). Cela permet d’envisager une
utilisation des HDL afin de surveiller, diagnostiquer et traiter de maniére peu invasive de
nombreuses maladies et est innovant dans le domaine médical.

Divers médicaments d’intérét thérapeutique ont pu étre encapsulés dans les HDL :

Selon 'OMS « Organisation Mondiale de la Santé¢ », les maladies cardiovasculaires sont
les premieres causes de déces a I'échelle mondiale entrainant une forte demande de
médicaments cardiovasculaires avec une efficacité durable. A ce jour, plusieurs médicaments
cardiovasculaires ont été intégrés avec succes dans des vecteurs HDL de médicaments a
libération contrdlée, désignant les HDL comme des « nanovecteurs » potentiels pour le
traitement des maladies cardiovasculaires. Dés 2001, Khan et al. (2001) ont rapporté
I’intercalation réversible d’un certain nombre de substances actives cardiovasculaire et anti-
inflammatoire dans les HDL.

Comme maladie a forte mortalité et ayant peu de thérapies totalement efficaces, le
cancer est aussi un probléme international au sein de la profession médicale. Riaz et Ashraf
(2013) ont donné un bref apercu des recherches récentes sur l'encapsulation et
I’administration de médicaments anticancéreux a 1'aide de HDL.

En outre, Trikeriotis et Ghanotakis (2007) ont montré que ces matériaux hybrides
peuvent également servir de vecteurs pour plusieurs antibiotiques. De plus, outre que le
confinement de médicaments dans les matériaux stratifiés ne provoque aucune dénaturation
significative des molécules et permet leur administration contrdlée sans perdre leurs

propriétés chimiques ni leurs activités biologiques, il a ét¢é montré la possibilité d’améliorer
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I’internalisation du médicament dans une cellule cible sans effets secondaires perceptibles
(Oh et al., 2009).

Parmi les nombreuses méthodes congues pour préparer ces matériaux biohybrides, les
principales voies suivies sont (De Roy et al., 2001 ; Kanezaki, 2004 ; He et al., 2006 ; Forano
et al,, 2013) : la co-précipitation directe, 1’échange anionique et/ou 1’adsorption et la
reconstruction apreés calcination. Le Tableau 1.6 présente un résumé des médicaments
d’intérét thérapeutiques immobilisés dans des matrices HDL en regard de la composition
chimique du feuillet, le procédé de préparation ainsi qu’une bréve description des conditions

de libération du médicament.
1.6.2. Matériaux d’électrodes

Les HDL ont été également utilisés comme matériaux d’électrodes. L’ ¢électroactivité des
HDL peut étre reliée d’une part a la présence des cations métalliques électroactifs dans le
feuillet (Vialat et al., 2015) mais aussi a I’intercalation dans 1’espace interfoliaire, d’anions
organiques ¢électroactifs portant par exemple des groupements sulfonate (Mousty et al., 1994 ;
Therias et al., 1996 ; Mousty, 2004) tel que 1’anthraquinone sulfonate (AQS, AQDS), le 2,2'-
azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonique (ABTS), I'indigocarmine ou des complexes
de métaux comme les ferri/ferrocyanures (Labuda et Hudakova, 1997 ; Wang et al., 2009), les
dérivés du ferrocéne (Colombari et al., 2007), les porphyrines (Ballarin et al., 2002 ; Shao et
al., 2010 ; Shao et al., 2011) ou les phtalocyanines (Han et al., 2011).

En associant ces deux approches mentionnées ci-dessus, il est donc possible de moduler
la composition chimique des HDL. En effet, les HDL présentent des propriétés
¢lectrochimiques intéressantes permettant de les envisager en tant que matériaux ou
précurseurs de matériaux d’électrodes. Leur pertinence en tant que matériau d’électrode pour
la détection électrochimique de molécules organiques ayant un impact environnemental ou sur
la santé, ou encore pour le stockage de ’énergie a récemment été soulignée dans un article de
syntheése (Mousty et Leroux, 2012). En effet le développement des électrodes modifiées par
des films HDL constitue un matériau spécialement alternatif dans la fabrication des capteurs
et biocapteurs (Mousty, 2010 ; Yin et al., 2011) ainsi que dans les dispositifs de stockage de
I’énergie comme les supercondensateurs (Malak-Polaczyk et al., 2010 ; Stimpfling et Leroux,
2010) et pour la préparation de batteries alcalines (Kamath et al., 1994), Li ou Li-ion (Liu et
al., 2008 ; Jiang et al., 2011).

Nous viserons particulierement dans ce travail d’appliquer les HDL en tant que matériau

d’anode pour une biopile.
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Genre
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Médicament
Gemfibrozil
Captopril
Héparine
Pravastatine

Fluvastatine
Bezafibrate

Acide clofibrique
Ibuproféne

Naproxene

Diclofénac
Kétoproféne
Fenbuféne

Flurbiproféne

Indometacine

Acide méfénamic

Acide
méclofénamic

Acide 5-
aminosalicylique
Dexaméthasone
Acide folinique
Méthotrexate

5-Fluorouracile

Doxifluridine
Camptothécine

Podophyllotoxine
Chloramphenicol

Gramicidine
Amphotericine B
Ampicilline
Acide nalidixique

HDL
Li, Al
Mg, Al
Mg, Al
Mg, Al

Mg, Al

Mg, Al
Mg, Al
Mg, Al

Zn, Al

Zn, Al
Mg, Al
Mg, Al
Zn, Al
Mg, Al
Mg, Al
Mg, Al
Mg, Al
Zn, Al
Mg, Al

Mg, Al

Mg, Al

Zn, Al

Mg, Al
Mg, Al
Mg, Al
Mg, Al

Zn, Al
Mg, Al

Zn, Al
Mg, Al
Mg, Al

Mg, Al
Zn, Al

Mg, Al
Mg, Al
Mg, Al
Mg, Al
Mg, Al

Préparation
¢change anionique
co-précipitation
co-précipitation
co-précipitation

co-précipitation

co-précipitation
co-précipitation
échange anionique
co-précipitation
reconstruction
¢échange anionique
co-précipitation
reconstruction
co-précipitation
échange anionique
échange anionique
co-précipitation
¢échange anionique
co-précipitation
reconstruction
¢échange anionique
co-précipitation
co-précipitation
reconstruction
échange anionique
¢échange anionique
co-précipitation
reconstruction
échange anionique
co-précipitation
reconstruction
¢échange anionique
co-précipitation
co-précipitation
échange anionique
échange anionique
co-précipitation

¢échange anionique
reconstruction
co-précipitation

échange anionique
reconstruction
¢échange anionique
reconstruction
échange anionique
¢échange anionique
co-précipitation
¢échange anionique
¢échange anionique
¢échange anionique
échange anionique
¢échange anionique

Libération

PBS (pH 4,0, 7,0)

PBS (pH 4,6, 7,4)

PBS (pH 7.,4)

PBS (pH 7,5); HCI (pH 4,5); liquides
intestinaux simulés (pH 7,0)

PBS (pH 7,5); HCI (pH 4,5); liquides
intestinaux simulés (pH 7,0)

solution intestinale simulé (pH 8,0)
solution intestinale simulé (pH 8,0)
PBS (pH 7.5)

solution aqueux de HC1

solution aqueux de HC1

PBS (pH 6,86)

PBS (pH 7,4)

sérum physiologique (pH 5,5)

sérum physiologique (pH 5,5)

PBS (pH 7.,8)

PBS (pH 6,8, 7.4, 7,8)

PBS (pH 7,4)
PBS (pH 7,4)
souris suisses in vivo
souris suisses in vivo

PBS (pH 7,4)

cellules de fibroblastes humains

cellules de fibroblastes humains

cancer du poumon humain;
l'ostéosarcome; cellules d'hépatome

PBS (pH 7,4)

PBS (pH 7,4)

cancer du poumon humain;
l'ostéosarcome; cellules d'hépatome

PBS (pH 4,8, 7,2)

PBS (pH 7,45)

cellules de gliome in vitro

PBS (pH 4,8, 7,2)

souris saine

sérum physiologique (pH 5,5)

cholate de sodium + tampon Tris (pH 9,0)
cholate de sodium + tampon Tris (pH 9,0)
imidazole (pH 9,0)

tampon Tris + NaOH (pH 10,0)

Tableau 1.6. Résumé des études sur le contrdle de libération des médicaments par HDL.

Référence

Khan et al., (2001)
Zhang et al., (2006)
Gu et al., (2008)
Panda et al., (2009)

Berber et al., (2010)

Ambrogi et al., (2001)
Gordijo et al., (2005)

Wei et al., (2004)
Berber et al., (2008)

San Roman et al., (2012)
San Roman et al., (2013)
San Roman et al., (2012)
San Roman et al., (2013)
Li et al., (2004a)

Li et al., (2004b)

Berber et al., (2008)
Perioli et al., (2011)
Kim et al., (2013)

Del Arco et al., (2004)

Mohanambe et al., (2005)
Del Arco et al., (2007)

Zou et al., (2007)

Sahoo et al., (2013)
Choy et al., (2004)

Choi et al, (2008)

Chakraborty et al., (2011)
Wang et al., (2005a)

Choi et al, (2008)

Jin et al., (2010)

Pan et al., (2010)

Tyner et al., (2004)
Dong et al., (2010)
Wang et al., (2005b)
San Roman et al., (2012)
San Roman et al., (2013)
San Roman et al., (2012)
Trikeriotis et al., (2007)
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Application dans une biopile

Les piles a combustibles permettent d’obtenir de I’électricité a partir de carburant
comme ’hydrogéne ou le méthanol, d’autres dispositifs alternatifs s’inspirent des mécanismes
développés dans le monde biologique comme les bactéries (Tingry et al., 2013). Ces piles a
combustible microbienne sont alors nommées “biopiles” en raison de la nature biologique de
leurs catalyseurs, qui impliquent des micro-organismes connectés aux ¢lectrodes.

Le principe de la biopile est directement issu du fonctionnement des piles a
combustible; deux électrodes assurent le fonctionnement du générateur : une anode, lieu de
I’oxydation d’un carburant (par exemple l'acétate), et une cathode, lieu de la réduction du
comburant (généralement 1’oxygene). Les €lectrodes assurent la collecte des électrons entre
les ¢lectrodes et permettent ainsi la génération d’un courant électrique. Ces réactions
d’¢lectrodes nécessitent des catalyseurs. Dans le cas des piles a combustible « classique », la
catalyse est assurée par des métaux nobles (platine notamment) qui permettent d’améliorer
I’efficacité des réactions électrochimiques. Dans le cas des biopiles, la catalyse est assurée par
des bioéléments tels que les micro-organismes (bactéries, algues, levures...). La Figure 1.5

présente le schéma de fonctionnement d’une biopile.

Matitr Orgaripe ot Bocitries) @~ 1 @ U

Effluent

Air (Oy)
Molecule
Biodégradable

co,

< 5
v
H,0
et Prodults de Degracsion)

Figure 1.5. Représentation schématique d’une biopile (pile a combustible microbienne)
mettant en jeu des bactéries capables de transférer directement leurs électrons a une ¢électrode :
Les bactéries électroactives se développant a la surface de 1’anode via différents mécanismes
jouent le role de biocatalyseur pour les réactions d’oxydo-réduction en oxydant les molécules
organiques (acétate) et transférant les électrons libérés a 1I’anode.
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Voici alors le bilan de la transformation du glucose moléculaire en énergie

¢lectrique :
Oxydation de I'acétate CH;COOH+2H,0 — 2CO,+8H +8¢ Réaction 1.4
Réduction de 1'oxygene 20,+8H +8¢ —» 4 H,0O Réaction 1.5
Equation bilan CH;COOH+20,+8H +8¢ —» 2CO,+ Réaction 1.6
d'oxydo-réduction 2 H,O + ¢énergie

Les HDL vont pouvoir dans ce cas-la étre de bons candidats pour permettre le
confinement des bactéries par adsorption de celles-ci sur sa surface chargée et donc faciliter le

transfert des €lectrons produits ou consommes par la réaction redox produite a I’¢électrode.

1.7. Conclusion

Les hydroxydes doubles lamellaires (HDL) sont des composés tres attrayants du fait de
leur faible coft, leur biocompatibilité et non-toxicité, leur préparation facile, leur large gamme
de composition et leurs propriétés d’adsorption, de piégeage ou d’échange anionique. Grace a
ces propriétés les HDL suscitent beaucoup d'intérét par le monde scientifique et sont
cependant introduits dans ce travail tant que structure hote pour les biomolécules et comme

matériaux d’électrodes.
Objectifs

Dans ce travail de thése nous retiendrons deux types de HDL MgAl et ZnAl qui ont été
largement introduits dans diverses applications comme montré dans 1’analyse
bibliographique. La spécificité de ce travail repose sur I’immobilisation d’une enzyme
modele, la lactate déshydrogénase dans ces deux matrices ainsi qu’un médicament anti-
bactérien, la berbérine, afin d’étudier les interactions entre ces deux biomolécules et la phase
HDL introduite et de répondre a leurs exigences d'applications dans le domaine médical. Dans
un second temps nous tenterons d’étudier les deux phases mentionnées de plus en plus fine en
terme de structure, morphologie et profil électrochimique en vue de les employer en tant que

matériaux d’électrode pour le développement de biopile.
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Matériaux et méthodes d’études

2.1. Réactifs

Acétate de sodium, Anhydre, pour la biologie moléculaire, > 99% (PubChem CID:
517045) ; Acide Nitrique, 70%, purifié¢ par redistillation, > 99,999% en métaux traces
(PubChem CID: 944) ; Carbonate de sodium, Anhydre, en poudre, 99,999% en métaux traces
(PubChem CID: 10340); Chlorure d’aluminium hexahydraté, > 98% (PubChem CID:
24564); Chlorure de berberine, > 98% (PubChem CID: 12456) ; Chlorure de magnésium
hexahydraté, > 99% (PubChem CID: 24644) ; Chlorure de zinc, > 98% (PubChem CID:
5727) ; Ferrocyanure de potassium trihydraté, > 99,95% en métaux traces (PubChem CID:
161067) ; Hydroxyde de sodium, réactif ACS, > 97,0%, granulés (PubChem CID: 14798) ;
Lactate, 85%, FCC (PubChem CID: 91435) ; Lactate déshydrogénase (a partir de muscle de
lapin), ~ 95% (PubChem CID: 9001609) ; Nicotinamide Adenine Dinucléotide, > 95%

(PubChem CID: 5893) ; Tampon phosphate salin, pH 7,20 - 7,60 (comprimé) (PubChem CID:
24978514); Urée, grade réactif, 98% (PubChem CID: 1176).

Tous ces réactifs chimiques sont de qualité analytique et sont utilisés sans autre

purification. L'eau déionisée a été utilisée pour toutes les expériences.

2.2. Préparation des HDL de référence
2.2.1. Synthése par co-précipitation
Les phases HDL appelées aussi argiles anioniques sont facilement synthétisées au
laboratoire, le plus souvent par des réactions de co-précipitation a pH constant. Cette méthode
permet ’¢laboration de phases caractérisées des degrés de cristallinité relativement élevées.

Les particules formées sont de tailles variables entre 200 et 500 nm.

Mode opératoire : 50 mL d’une solution de sels métalliques divalents et trivalents (M" + M)
de concentration totale 1 M avec un rapport molaire M"/M" =2 ou 3 ou 4 est ajoutée a débit
constant (0.12 mL/min) dans un réacteur contenant au préalable 50 ml d’eau déionisée mise
sous agitation magnétique et contenant éventuellement les anions a intercaler. Le pH de la
solution est maintenu constant par ajout simultané d’une solution de soude de concentration 2
M. A fin d’éviter la contamination des phases par des anions carbonates issue du CO, de I’air,
les synthéses sont réalisées sous flux d’azote a 25° C a I’aide d’un dispositif entiérement

automatisé¢ équip¢ d’une pompe seringue et d'un pH-meétre (alpha-pH1000 EUTECH
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instrument) permet de régler les débits des solutions de sels et de soude (Figure 2.1). Le
produit final est récupéré aprés plusieurs cycles de lavage/centrifugation avec de I’eau
déionisée puis laissé sécher a I’air, a température ambiante. La quantité de sels permet d’avoir

un rendement massique théorique de 5 g de produit final HDL.

//,.,.ﬂ\\
/ ,\l R%\ax:teur
/

Pompe seringue, S - N

Flux d'azote
Agitateur magnétique

-
‘ ‘@i\
f
\ |
\ |

~ NaOH

M+ B

Figure. 2.1. Dispositif expérimental utilisé pour la synthése des composés HDL.

Pour synthétiser les phases HDL (MgAl-Cl, MgAl-CO;3; et ZnAl-Cl), nous avons
utilisé respectivement les sels MgCl, et ZnCl, avec AICI;. Les paramétres conditionnant la

synthése de chaque phase élaborée sont groupés dans le Tableau 2.1.

Tableau 2.1. Paramétres de co-précipitation des HDL de référence.

Sel (M) NaOH Na,COs3
z 11 11

Composés M'/M M“Clz AICI, M) (M) pH MupL
2 0,66 0,33 2 - 9 249,04

MgAI-Cl 3 0,75 0,25 2 - 9 307,35
4 0,80 0,20 2 - 9 365,65
MgAIl-COs 2 0,66 0,33 2 0,5 9 273,59
ZnAl-Cl 2 0,66 0,33 2 - 7,5 331,19

2.2.2. Synthese par décomposition thermique de 1’urée

La décomposition thermique de 'urée a été utilisée pour préparer la phase MgAl-Cl.
Cette méthode peut influencer fortement soit la composition chimique soit les propriétés

structurales et texturales des phases HDL.

Mode opératoire : 12 g d’urée est ajoutée dans 50 ml d’une solution aqueuse de chlorures de
magnésium et d’aluminium avec un rapport Zn*"/AP" = 2 et de concentration 1 M. Le
mélange réactionnel est alors placé a reflux a 90° C sous atmosphere d’azote. La réaction est

agitée en continu pour 4 jours, puis refroidie sous courant d’eau froide. Le produit obtenu est
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alors centrifugé et lavé plusieurs fois avec de I’eau déionisée, puis séché a température

ambiante.

2.3. Techniques expérimentales

2.3.1. Isotherme d’adsorption
Mode opératoire : La méthode d’adsorption consiste a additionner une masse m d’HDL a un
volume ¥ de solution de substance de concentration connue C;, dans un récipient fermé, sous
agitation, a température ambiante. Aprés un certain temps d’équilibre préalablement
déterminé par une étude cinétique d'adsorption, la solution est séparée du solide par plusieurs
cycles lavage/centrifugation et la concentration de surnageant C, (concentration a I’équilibre
dans la solution) est déterminée par spectrophotométriec UV-vis. La différence entre la
concentration initiale C; et la concentration a I’équilibre, nous permet de déterminer la

concentration de substance adsorbée par masse d’HDL C, donnée par la relation:

Vv Equation 2.1
Cs = (¢ = C— !

Les isothermes d’adsorption sont obtenues en tragant la quantité de produit adsorbé C;
en fonction de la concentration d’adsorbat a 1’équilibre C..

Tous les systémes adsorbant-adsorbat ne se comportent pas de la méme manicre.
Expérimentalement, on distingue quatre classes principales d’isothermes d’adsorption (Giles
et al., 1960) nommées : C (partition Constante), L (Langmuir), H (Haute affinité), et S
(Sigmoide) (Tableau 2.2). La Figure 2.2 présente cette classification.

CS CS
Type L Type H

Type 5 Type C

0 Ce 0 » C.

Fig. 2.2. Les quatre classes d'isothermes d'adsorption proposées par Giles et al. 1960.
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Tableau II-2. Description du mécanisme d’adsorption selon la classification de Giles (Giles et
al., 1960).

Courbe C : Elle est caractérisée par une partition constante du soluté entre la solution et le substrat jusqu'a
I’adsorption maximale “palier”. Fondamentalement, la linéarité montre que le nombre de sites
libres reste constant au cours de I'adsorption, bien plus que nouveaux sites doivent étre crées.
Le soluté pourrait alors modifier la texture du substrat en ouvrant des pores qui n'avaient pas
été ouverts préalablement par le solvant.

Courbe L : Les isothermes de classe L présentent, aux faibles concentrations de la solution, une courbure
se traduit par la diminution des sites vacants dans le substrat au fur et a mesure de la
progression de l’adsorption. Cela implique soit que la molécule de soluté est adsorbée
verticalement ou qu’il n y’a pas de forte compétition d’adsorption entre le solvant et le soluté.
Dans ce cas les molécules adsorbées sont plus susceptibles d’étre adsorbés a plat.

Courbe H : Ceci est un cas particulier de la courbe L, dans laquelle le soluté a une telle affinité que dans
solution dilué, il est complétement adsorbé, ou du moins pas de quantité restante mesurable en
solution. La partie initiale de l'isotherme est donc verticale. Ce phénomeéne se produit lorsque
les interactions entre les molécules adsorbées de soluté et la surface du solide de substrat sont
tres fortes. L'isotherme de classe H est aussi observée lors de l'adsorption de micelles ou de
polyméres formées a partir des molécules de soluté.

Classe S : L’allure initiale de la courbe montre, comme vient de I’expliquer, que 1’adsorption devient
plus facile que la concentration augmente. Expérimentalement, la courbe S apparait quand
trois conditions sont remplies : la molécule de soluté est (i) monofonctionnel (ii) présente une
attraction intermoléculaire modérée rendre leur adsorption verticale et (iii) répond a une forte
compétition, pour les sites de substrat, a partir de molécules du solvant ou d’autres espéces
adsorbées.

Plusieurs modeles ont été proposés pour I'é¢tude d'adsorption, ils expriment la relation
entre la quantité adsorbée et la concentration en soluté dans un solvant a une température

donnée, nous citons ci-dessous les deux principaux types :

Modele de Langmuir

C’est le modele le plus utilisé pour commenter les résultats trouvés au cours de
l'adsorption de molécules ou macromolécules organique en solution aqueuse. Il suppose que
I’adsorption a lieu sur des sites bien défini et chaque site n’est susceptible de fixer qu’une seul
espece adsorbée de 1’adsorbant (adsorption localisée).

L’¢énergie d’adsorption de tous les sites est identique et indépendante de la présence des
especes adsorbées sur les sites voisins (surface homogene et pas d’interaction entre les
especes adsorbées). Il est applicable a une adsorption monomoléculaire a la surface de
I’adsorbant a I’équilibre.

A une température constante, la quantité adsorbée Cs (g/g) est lice a la capacité
maximale d'adsorption C,, (g/g), a la concentration a 1'équilibre C, (g/L) du soluté et a la

constante d'affinité L (L/g) par I'équation :

Ce GCe 1 Equation 2.2
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Modele de Freundlich

La théorie de Freundlich tient compte d’un certain degré de compétition entre les

interactions adsorbat/adsorbant et adsorbat/adsorbat. Elle considére que les sites d’adsorption

sont dépendants et I’énergie d’adsorption est décroissante au cours de I’adsorption. Elle se

présente sous la forme :

Cs = K- CM/M

La transformée linéaire de ce modele a pour équation :

Equation 2.3

1 Equation 2.4
lnCS=logKf+HlnCe duation
ou K, (g/g) représente la capacit¢ d’adsorption de I'HDL, et n c'est [l'affinité
adsorbat/adsorbant.

Afin d’établir les isothermes d’adsorption de la lactate déshydrogénase et de la

berbérine, nous avons étudié la variation de I’absorbance en fonction de la concentration en

solution (Fig. 2.4). Le spectre d’absorption UV-vis (Fig. 2.3) de la lactate déshydrogénase

(LDH) et de la berbérine (BBR) montre respectivement une bande d’absorption a 340 nm et a

420 nm (bande d’absorption maximale).

Lactate Déshydrogénase (LDH)

Absorbance
~ w IS
L L !

o
!

T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500
Longueur d'onde (nm)

T
550

Y
600

Absorbance

Berbérine (BBR)

T T T 1
200 300 400 500 600

Longueur d'onde (nm)

Fig. 2.3. Spectres d’absorption UV-vis de LDH et de BBR en solution.

Absorbance (340 nm)

0.0

LDH (mg/mL)

T T T T T T T T T T T d
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Absorbance

164 Absorbance (420 nm)

T T T T T T T 1
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16
BBR (mg/mL)

Fig. 2.4. La variation de 1’absorbance en fonction de la concentration en solution de LDH et
de BBR, respectivement a 340 et 420 nm.

M.A. Djebbi these.doc 2017



Chapitre 2

2.3.2. Mesure de I’activité de la lactate déshydrogénase
2.3.2.1. Dosage de la lactate déshydrogénase
La lactate déshydrogénase est l'enzyme qui catalyse l'interconversion du lactate et du

pyruvate :

Lactate + NAD" « LDH | Pyruvate + NADH + H' Réaction 2.1

Mode opératoire : La lactate déshydrogénase est généralement dosée par méthode
spectrophotométrique de type cinétique. On tire profit du fait que, la forme réduite NADH,
absorbe fortement autour de 340 nm alors que sa forme oxydée, le NAD", n'absorbe
pratiquement pas. Le principe est donc de suivre la diminution de 1'absorbance a 340 nm, si on
incube du NADH et du pyruvate, ou son augmentation, si on incube du NAD" et du lactate.
On peut facilement faire une mesure en termes de concentration absolue car les proportions de
chaque produits ou substrats sont parfaitement stcechiométriques et que les coefficients
d'absorption molaire du NAD" et du NADH sont connus. On applique simplement la loi de
Beer-Lambert :

A=CleouAA=ACle Equation 2.5

avec .

C (ou AC) : Concentration (ou la variation de la concentration),

A (ou AA) : Absorption (ou la variation de 1’absorption),

| : longueur du segment lumineux (dans la plupart des cuvettes de spectrophotometre c'est 1
cm) et

€ : Absorption molaire (donnée sous forme molaire ou autre, celle du NADH a 340 nm est de
6,22 cm?*/mmol).

En réarrangeant cette €équation on peut facilement trouver quelle est la quantité de
NADH apparue (ou disparue) en fonction de la variation de 1'absorance.

2.3.2.2. Détermination graphique de la constante de Michaelis K, et de 1a V4

Pour déterminer les constantes Ky, et V4, 1l faut faire une étude cinétique.
Une premiere méthode consiste a tracer le graphique représentant les vitesses V' en
fonction de la concentration en substrat [S] utilis€ée, modélisé par 1’équation de Michaelis-

Menten :

_ Vinax - [S] Equation 2.6
~[S] + Ky
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D'aprés 1'équation de Michaelis-Menten, on peut en effet déduire que V' se rapproche
asymptotiquement de V,,,. lorsque [S] augmente ([S]/([S]+K,) est une fonction hyperbolique),
et V =12V lorsque [S] = Ky On détermine donc graphiquement V., et connaissant V.. on
détermine graphiquement Kj, comme étant égal a la valeur de [S] pour laquelle V = 2V,,,.. La
difficult¢ vient du fait que la détermination graphique d'une asymptote est une chose
imprécise, entachant d'erreur la détermination de la V. et du Kj,.

De nos jours, cependant, on peut facilement trouver des ordinateurs personnels et des
logiciels capables de déterminer précisément 1'équation d'une courbe par régression non
linéaire et de résoudre cette difficulté.

D’autres procédures graphiques sont également utilisées pour la détermination
graphique de ces deux constantes. La procédure graphique la plus connue, et la plus ancienne,
1935, est certainement celle de Lineweaver-Burk (méthode de linéarisation ou méthode des

doubles réciproques) dans laquelle on représente 1/V en fonction de 1/[S] par I’équation :

l B Kum N 1 Equation 2.7
V Vmax . [S] Vmax

Cette méthode permet donc a partir des mémes données que précédemment de

déterminer graphiquement les valeurs de V. et de Kj,.

2.3.3. Libération de la berbérine

Mode opératoire : La cinétique de libération de la berbérine a partir des phases biohybrides
BBR-HDL, a été suivie par spectrophotométrie UV-vis dans un tampon phosphate saline (0,1
M, pH 7,4) a 37° C. Le dosage du principe actif libéré (BBR) s’effectue au cours du temps a
partir de solutions diluées obtenues avec les prises du milieu tamponné étudié afin de pouvoir
évaluer le taux libéré en fonction du temps. Ce dernier est calculé par rapport a la
concentration initiale du principe actif confiné dans les différentes formulations biohybrides et
est exprimée en pourcentage de molécules de BBR libéré en fonction du temps selon la

formule :

100 C; Equation 2.8
Co

BBRiinere (%) =

avee !

Co : Quantité de BBR at=0ect
C; : Quantité de BBR libérée a un temps t.
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La compréhension des mécanismes de libération des principes actifs est importante pour
permettre de concevoir le systeme particulier de libération contrélée et d'expliquer les
comportements cinétiques de libération. Des modeles sont appliqués afin d’identifier le
mécanisme de libération a partir de la forme pharmaceutique. Les trois modeles appliqués
dans notre étude ainsi que leurs expressions mathématiques et la nature du mécanisme

correspondant sont répertoriés dans le Tableau 2.3.

Tableau 2.3. Exemples de modeles appliqués pour décrire les mécanismes de cinétique de

libération.

Modéle Relation Nature du mécanisme
Libération indépendante

Ordre 0 (Dash et al., 2010) C/Cy= kot de la concentration de
substance dissoute
Libération dépendante de

Ordre 1 (Gao et al., 2014) In (C/Cy) = -kyt la concentration de
substance dissoute

Freundlich (Gao et al., 2014) In (1-C/Cy) =Inkg + aln t Libération par diffusion

et échange de surface

ou ko k; et krsont des constantes de vitesse.

2.3.4. Etude de ’activité anti-bactérienne
2.3.4.1. Germes testés
Le support microbien utilis¢é est composé¢ de trois souches rencontrées en pathologie
humaine, fournies par le service de microbiologie du Laboratoire de Biotechnologie Microbienne
de la Faculté des Sciences et Techniques de Fés, Université Sidi Mohamed Ben Abdellah, Maroc.
11 est composé de: S. aureus CIP 543154, P. aeruginosa A22 et B. subtilis ILP 1428B.

2.3.4.2. Confrontation bactérie — échantillon

Mode opératoire : Pour chaque essai, on utilise trois boites de Pétri de 85 mm de diametre
préalablement stérilisées dans un autoclave a 120° C pendant 20 min. Chaque boite est
remplie de 20 mL du milieu gélosé (Luria-Bertani). 0,1 mL d’une suspension bactérienne
pathogéne, d’une unité d’absorbance, est étalé a la surface du milieu de culture pour obtenir
une nappe bactérienne. Parallelement, trois disques de 0,5 mm de diamétre imbibées de
I’échantillon préalablement cité. L’incubation est réalisée pendant 24 h a 37° C. Les auréoles
d’inhibitions autour des disques sont mesurées a 1’aide d’une régle transparente au mm pres et

chaque essai est répété trois fois.

2.3.5. Configuration du prototype de PCM

Notre concept de PCM ou biopile (Fig. 2.5) est matérialis€¢ par un flacon de type «

Wheaton cell » de 200 mL qui constitue le comportement anodique. La cathode est pressée
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HHHHHHHP Collecteur de courant

goulot de flacon a un bouchon hermétique et un

m_ Cathode air
collecteur de courant (grille d’acier inoxydable). . (respiration)

Collecteur
de courant

La cathode est un cathode a air amovible,
congue de feutre de carbone de diamétre 2,5 cm.

Les anodes sont constituées de feutre de

Bioreacteur {

carbone de surface géométrique (2,5 cm x 2.5 e Anode
cm), contenant des dépdts des HDL. Une tige de mierepieme
titane de 2 mm de diamétre insérée dans le \

feutre sert de collecteur de courant a I’anode. Fig. 2.5. Schéma de la PCM.

La station de traitement des eaux résiduaires de Bizerte a fourni I’effluent primaire. Cet

effluent a été nourri avec 1 g/L d’acétate de sodium dans 50 mmol/L de tampon phosphate

(Shi et al., 2012).

2.4. Techniques de caractérisation
2.4.1. Caractérisations physico-chimiques

2.4.1.1. Diffraction par rayon X (DRX)

La diffraction des rayons X sur poudre (DRX) constitue un outil de base pour identifier
la nature des composés synthétisés et déterminer leurs caractéristiques structurales.

La méthode d’analyse consiste a bombarder 1'échantillon avec un faisceau de rayons X
et mesurer l'intensité de rayons X qui est diffusée selon 1'orientation dans 1'espace. Les rayons
X diffusés interférent entre eux, l'intensité présente donc des maxima dans certaines
directions; on parle de phénomene de « diffraction ». Les donnés collectées forment le
diagramme de diffraction ou « diffractogramme » (enregistrement de I’intensité diffracté en
fonction de I’angle 26 formé avec le faisceau directe). L'échantillon a 1’état de poudre est
préparé sous forme de plaque ou dans une coupelle remplie de poudre avec un niveau bien
plan. Dans la configuration dite “6-6”, 1'échantillon est horizontal et immobile, le tube et le
détecteur de rayons X se déplacent symétriquement. Si 26 est la déviation du faisceau, 1'angle
entre I'horizontal et le tube vaut donc 6 de méme que 'angle entre 1'horizontale et le détecteur,
d'ou le nom du montage Bragg-Brentano. Il présente 1'avantage de récolter le plus d'intensité,
le faisceau sort divergent du tube, et du fait de la géométrie, il converge sur le détecteur (Fig.

2.6).
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Fig. 2.6. Représentation des angles 6—6.

Les diagrammes de diffraction X ont été obtenus a I’aide d’un diffractométre a poudre
Bruker D8 Advance en géométrie Bragg-Brentano, piloté par le logiciel EVA. Cet appareil se
compose d’un goniometre monté verticalement sur un générateur de rayons X et équipé d’un
tube anticathode de cuivre (porté a une tension et une intensit¢ de 40 kV et 40 mA
respectivement) en utilisant le rayonnement CuKa a, A = 1,5406 A. Le rayonnement X issu
de ce tube est diffract¢é par un monochromateur en germanium, puis transit¢ a travers
I’échantillon. Ce méme monochromateur permet d’isoler la raie Ka, du cuivre : par
conséquent, le détecteur ne regoit des photons issus de ces transitions que s’ils résultent d’une
interaction élastique.

La qualité du diagramme de diffraction dépend fortement de la qualité de cristallisation
de I’échantillon, mais aussi de celle de I’enregistrement. Il est donc nécessaire de connaitre au
préalable le domaine angulaire en 26 dans lequel le composé donnera des pics de diffraction.
Par ailleurs, la résolution dépend du pas de mesure utilisé ; expérimentalement nous avons

utilisé un pas de 0.02° en 26.

2.4.1.2. Spectroscopie infrarouge (IR)

La spectroscopie infrarouge (IR) (Rouessac, 1998) est une classe de spectroscopie qui
se concentre sur la région infrarouge du spectre électromagnétique. Le domaine infrarouge
s’étend de 0,8 pm a 1000 um. Il est arbitrairement divisé en 3 catégories, le proche infrarouge
(0,8 4 2,5 um soit 125004000 cm™), le moyen infrarouge (2,5 4 25 um soit 4000—400 cm™)
et le lointain infrarouge (25 & 1000 pm soit 400-10 cm™). Comme toutes les techniques de
spectroscopie, elle peut étre employée pour identifier les composés ou pour déterminer la
composition d’un échantillon.

Cette technique s’intéresse aux vibrations des liaisons entre atomes au sein d’une
molécule. Chaque mode de vibration d’une liaison est excité pour une fréquence donnée. Ces
vibrations impliquent une variation du moment dipolaire de la molécule et créent un champ

¢lectromagnétique périodique qui absorbe la radiation électromagnétique de méme fréquence.
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L’intensité d’absorption est proportionnelle au carré de la vitesse de variation du moment
dipolaire. Les fréquences d’absorption correspondent aux fréquences des vibrations
moléculaires. Pour un groupement chimique donné, les vibrations sont classées en vibrations
d’élongation, notées “v” et de déformation notées “6”. Le spectre de vibration dépend des
forces interatomiques et la spectroscopie infrarouge peut étre considérée comme une méthode
d’analyse sensible aux environnements locaux.

L’appareil utilisé est un spectrométre a transformée de Fourier de type Nicolet 200
FTIR (Thermo Scientific) muni d’un détecteur de type DTGS et d’une source de type MICE.
Le signal est enregistré a 1’aide d’un interférometre de Michelson. Un traitement par
transformée de Fourier permet de mesurer les longueurs d’onde absorbées et les intensités de
I’absorption. Le spectre infrarouge ou “spectrogramme” obtenu est une courbe d’absorbance

de rayonnement en fonction de la fréquence allant de 400 4 4000 cm.

2.4.1.3. Spectrophotométrie UV-visible

La spectropohotométrie UV-visible (Skoog et al., 2007) est une méthode d’analyse qui
utilise un rayonnement dans la gamme de l'ultraviolet (100 — 400 nm), du visible (400 — 750
nm) ou du proche infrarouge (750 — 1400 nm) de spectre électromagnétique. Cette méthode
permet une détermination quantitative de la concentration d’un composé en solution.

Le principe de la spectroscopie UV-visible repose sur la transition d’un électron d’une
molécule d’un état fondamental vers un état excité sous I’effet d’une onde électromagnétique.
Le passage d’un état €lectronique a un autre d’énergie plus €levé nécessite 1’absorption
d’énergie sous forme de photons. Dans 1’état fondamental, un atome ou une molécule se
trouve dans son état de plus basse énergie, c'est-a-dire que tous les électrons sont réparties sur
des orbitales atomiques de plus basse énergies. Lorsque 1’échantillon est en phase liquide,
cette transition s’illustre généralement par de larges bandes d’absorption peu nombreuses.
Ainsi, un spectre d’absorption correspond au tracé de 1’absorbance A en fonction de la

longueur d’onde A, qui s’exprime de la maniére suivante:

A= logITo Equation 2.9

ou Iy I’intensité de la lumiére incidente et I I’intensité de la lumiére transmise.

Pour certaines conditions expérimentales (solution diluée, homogene, non fluorescente),
I’absorbance est proportionnelle a la concentration selon la relation de Beer-Lambert (Eq.

2.5) mentionnée ci-dessus.
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Un spectrophotometre mesure 1’absorbance d’une solution a une longueur d’onde
donnée. Un dispositif monochromateur permet de générer, a partir d’une source de lumicre
visible ou ultraviolette dont la longueur d'onde est choisie par ['utilisateur. La lumicre
monochromatique incidente d’intensité Iy traverse alors une cuve (I = 1 cm) contenant la
solution étudiée, et I’appareil mesure I’intensité I de la lumiere transmise. La valeur affichée
par le spectrophotométre est 1’absorbance a la longueur d'onde étudiée.

Les spectres d’absorption UV-visible des composés bio-synthétisés sont enregistrés a
I’aide d’un spectrophotométre UV Shimadzu UV mini-1240 sur la gamme de longueur d’onde
allant de 200 jusqu’a 600 nm avec une résolution de 5 nm. Le spectrophotometre est piloté par
un micro-ordinateur doté d’un logiciel New UV Data Manager. Les mesures sont faites contre

un blanc (tampon phosphate ou I'eau).

2.4.1.4. Microscopie ¢lectronique a transmission (MET)

La microscopie électronique en transmission (MET) permet une analyse
morphologique, structurale et chimique d’échantillons solides a 1’échelle atomique. Cette
technique repose sur I’interaction des électrons avec la matiére et la détection des électrons
ayant traversé 1’échantillon. Les échantillons étudiés doivent donc étre préalablement amincis
afin d’étre transparents aux électrons.

Dans le microscope, les €lectrons accélérés sont générés par un canon a électrons (Fig.
2.7) comprenant une source et un champ ¢électrique produit par une différence de potentiel
entre la source et une anode, puis focalisés sur 1'échantillon par des lentilles magnétiques ou
¢lectrostatiques. Le faisceau d'électrons interagit avec l'échantillon avec un contraste spatial
résultant de différences de densité ou de composition chimique, et mesuré par un détecteur
permettant ainsi de former une image de I'échantillon.

Les analyses par microscopie €lectronique a transmission ont été effectuées au Centre
Pluridisciplinaire de Microscopie Electronique et de Microanalyse (CP2M) de l'université
d’Aix Marseille. Un microscope ¢électronique a transmission Tecnai G2 (200 kV) équipé d’un
filament LaB6, fonctionnant sous un vide de 10 mbar a été utilisé. Cet appareil est également
€quipé d’un détecteur de rayon X. Ainsi, le bombardement €lectronique couplé a une analyse
dispersive en énergie des rayons X (EDX) permet de recueillir & la fois des informations
texturales et morphologiques mais également une analyse ¢lémentaire de surface. Les images
ont été acquises sur une caméra CCD 1024 x 1024 pixels. Une goutte du matériau en

suspension (HDL) est déposée sur une grille en cuivre, puis introduit dans le microscope.
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Fig. 2.7. Schéma de fonctionnement de microscope électronique a transmission (MET).

2.4.1.5. Microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage est une technique de microscopie €lectronique
capable de produire des images en haute résolution de la surface d’un échantillon en utilisant
le principe des interactions électrons-matiere.

Le microscope ¢lectronique a balayage (MEB) utilise un fin faisceau d'électrons, émis
par un canon a ¢lectrons (Fig. 2.8). Des lentilles électromagnétiques permettent de focaliser le
faisceau d'¢lectrons sur I'échantillon. L'interaction entre les électrons et I'échantillon provoque
la formation d'¢lectrons secondaires de plus faible énergie. Ils sont amplifiés puis détectés et
convertis en un signal ¢électrique. Ce processus est réalisé en chaque point de I'échantillon par
un balayage du microscope. L'ensemble des signaux permet de reconstruire la typographie de
I'échantillon et de fournir une image en relief dont la résolution peut aller jusqu’a 1 nm.

Les analyses micrographiques ont ¢été réalisées a 1’aide de deux microscopes de type;
Quanta 200 FEI (FEI Corp., USA) et Jeol JSM-5400 dont leur accélération allant jusqu’a 10
kV et 15 kV, respectivement.
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Fig. 2.8. Schéma de fonctionnement de microscope électronique a transmission (MET).

2.4.1.6. Adsorption - Désorption de gaz : modele BET

La surface spécifique est la superficie réelle de la surface d'un objet par opposition a sa
surface apparente. Cela a une grande importance pour les phénomeénes faisant intervenir les
surfaces, comme I'adsorption, 1'absorption ou les échanges de chaleur. Cette méthode permet
la mesure de la surface spécifique d’un solide, résultant des interactions de ce solide avec un
gaz de pression connue, a volume constant. Grace a la méthode BET de Brunauer-Emmett-
Teller (Brunauer et al., 1938), il est possible de remonter a une quantité de matiére adsorbée
sur une surface dans le volume de la monocouche.

La théorie de Brunauer, Emmett et Teller (BET) constitue un modéle de représentation
de I’adsorption d'un gaz a la surface d'un solide. Cette adsorption physique d'un gaz sur toute
la surface exposée d'une matiere, avec le remplissage de ses pores, est appelée physisorption.
Ce phénomene permet de mesurer la surface totale et de déterminer la taille des pores dans les
matieres nanoporeuses, microporeuses et mésoporeuses.

La surface spécifique de nos échantillons a été estimée a partir de la quantité d'azote
adsorbée en fonction de la pression, a la température d'ébullition de l'azote liquide et a
pression atmosphérique normale. Le procédé de mesure par physisorption implique le
refroidissement de la surface de la poudre mesurée, en utilisant de l'azote pour adhérer a la
surface (adsorption), puis le réchauffement de la surface (désorption)

Les mesures d’adsorption/désorption d’azote ont été¢ obtenues avec un appareil ASAP
2020 Gas Adsorption Instruments. Avant chaque analyse, les échantillons sont préalablement

dégazés sous un vide de 107 torr & 200° C pendant 2 h. La masse de ’échantillon aprés le
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prétraitement est considérée comme la masse de référence pour les calculs de la quantité
d’azote adsorbée par gramme d’échantillon. Les isothermes sont enregistrées a 200° C, dans
b

la gamme 0,25 < P/Py < 0.,5.

2.4.1.7. Mesure de I’angle de contact

La mesure de I’angle de contact d’une goutte (Fig. I[I-9) permet de connaitre
précisément la mouillabilité d’une surface solide. De plus, la tension de surface d’un solide ou
d’un liquide peut étre calculée en prenant en compte une composante polaire ou non polaire et
en utilisant I’angle de contact mesuré. La mesure de l'angle de contact permet d'accéder a
I'énergie libre d'une surface. Elle permet aussi la discrimination de la nature polaire ou
apolaire des interactions a l'interface liquide-solide. On peut ainsi déduire le caractere
hydrophile ou hydrophobe d'une surface.

Le principe de fonctionnement est assez simple, avec une caméra qui permet de relever
le profil de la goutte posée sur le substrat au moyen d’une seringue et d’une plateforme
mobile. Le logiciel d’exploitation sur I’ordinateur permet 1’extraction automatique de 1’angle

de contact, en utilisant différents algorithmes.

Liquide

Angle de contact

Corps solide

Fig. 2.9. Mesure de I’angle de contact.

Les mesures de mouillabilités et de tensions des surfaces ont été effectuées a I’aide de
DIGIDROP Contact Angle Meter de GBX Scientific Instruments permettant de mesurer
I’angle de contact d’une goutte d’eau avec une surface. L image de 1’évolution de 2 pL. d’une
goutte déposée a 1’aide d’une micro-seringue est enregistrée par une caméra. Le traitement
des images est réalis¢ a l'aide du logiciel Windrop qui permet de numériser le contour de la

goutte.

2.4.2. Caractérisations ¢électrochimiques
2.4.2.1. Dépdt films mince HDL

Des films minces de composés HDL ont été utilisés pour l'analyse électrochimique.
Typiquement, un volume de 10 pL et 100 pL d’une suspension d’HDL 2 mg/mL dans de

I’eau déionisée, agitée toute une nuit, a été déposé sur des électrodes de carbone ; carbone
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vitreux et feutre de carbone, respectivement, puis laissé sécher a température ambiante. La
surface de ces électrodes est de 0,07 cm” pour le carbone vitreux et de 1,13 cm? pour le feutre
de carbone. Avant leur utilisation, les ¢€lectrodes de carbone vitreux ont été polies avec un
papier de verre et lavées a 'acétone puis polies ensuite avec une pate d’alumine Al,O; avant
d’étre finalement rincée a I'eau Milli Q (Millipore) et a 1'éthanol. Les électrodes de feutre de
carbone ont été incubées avec une solution d’acide nitrique (0,1 M) pour la fonctionnalisation,
ensuite rincées dans de 1'eau Milli Q (Millipore), puis séchées sous un flux d’azote afin d’étre

insérées dans un porte-échantillon 092-C 013 (1 cm?).

2.4.2.2. Analyses électrochimiques (VC, SIE et CA)

La détermination des mécanismes des réactions d’¢lectrodes sous-jacentes aux réactions
d’oxydation ou de réduction peut étre obtenue en utilisant une variété de techniques
¢lectrochimiques : voltammétrie cyclique (VC), spectroscopie d’impédance électrique (SIE)
et chronoampérométrie (CA). Ces techniques ont été réalisées a 1’aide d’un potentiostat
VoltaLab 80 PGZ 402 command¢ par le logiciel VoltaMaster 4.

Ces mesures ¢lectrochimiques nécessitent une cellule a trois électrodes:

+*» une ¢électrode de référence: ¢lectrode au calomel saturé (ECS).

% une électrode auxiliaire constituée d’un fil de platine de 8 mm de long et 1 mm de
diametre.

¢ une ¢électrode de travail en carbone: carbone vitreux (@ 3 mm) et feutre de carbone (@

1,2 mm).

Voltammeétrie cyclique (VC)

La voltammétrie est une technique €lectrochimique stationnaire couramment employée
pour le contrdle des processus qui se produisent sur une surface utilisé en tant qu’électrode de
travail. Cette technique est souvent utilisée en é€lectrochimie car elle posséde la particularité
de pouvoir a la fois élaborer un matériau et par la suite de le caractériser (Le Floch et al.,
2009). Elle consiste a mesurer le flux de courant d’oxydation ou de la réduction des composés
présents en solution sous 1’effet d’une variation de potentiel entre deux électrodes. La Figure
2.10 ci-dessous illustre 1’évolution temporelle du courant qui traverse le systéme
¢lectrochimique au cours de la voltammétrie cyclique.

L’ensemble des manipulations de VC a été enregistré sur des fenétres de potentiels fixés

entre -0,6 et 0,6 V/ECS et avec des vitesses de balayage de 0,01 a 0,3 V st
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Fig. 2.10. Allure d’un voltamogramme obtenue par une cellule électrochimique.
Spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE)

La spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE) est une méthode non stationnaire
et puissante, permet d’étudier les processus chimiques et physiques dans les solutions, aux
interfaces solide-liquide et aux interfaces solide-solide, car il permet la séparation des
différentes phénomenes de perte de tension (Bard et Faulkner, 2000 ; Zhao et al., 2004 ;
Barsoukov et Macdonald, 2005 ; Varcoe et al., 2006). Son principe consiste a appliquer au
systéme une contrainte sous forme d’une variation de différence de potentiel, les mesures de
I’impédance fournissent de I’information détaillée sur les changements résistance/capacitance
a Dinterface d’une surface conductrice ou semi conductrice. Ainsi, il existe deux
représentations graphiques courantes utilisées dans SIE : les diagrammes de Nyquist et les
diagrammes de Bode (Fig. 2.11). Notre travail se limite sur le diagramme de Nyquist qui
fournit une représentation graphique dans un plan complexe dont lequel 'axe des abscisses
correspond a la partie réelle de 1'impédance Z,., alors que 1'axe des ordonnées correspondent a

sa partie imaginaire -Ziy,.
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Fig. 2.11. Représentations graphiques utilisées dans SIE: (a) diagramme de Nyquist et (b)
diagramme de Bode.

Les spectres d’impédance obtenus pour n’importe quelle interface, peuvent Etre
modélisés par un circuit électrique équivalent. Le plus courant est le circuit de Randles
(Randles, 1947): il se compose généralement de quatre ¢léments : une résistance représentant
la résistance due a la chute ohmique Ry, un condensateur représentant la capacité de la double

couche CPE, une résistance de transfert de charge CPE

Rrc, et I'impédance de Warburg, Zy, représentant [ |

le phénomene de diffusion des especes redox. La

forme générale du circuit équivalent est présentée
sur la Figure 2.12.

Fig. 2.12. Circuit équivalent de Randles.

Les mesures de spectroscopie impédance SIE sont réalisées dans la gamme de fréquence

100 mHz — 100 kHz et avec une amplitude de signal de -0,4 V.

Chronoampéromeétrie (CA)

La chronoampérométrie est un autre technique électrochimique qui se répand
efficacement dans le cas des dépots métalliques ou polymériques. Elle consiste a porter
brusquement le potentiel de 1’¢lectrode de travail a une valeur ¢élevée dans une plage ou
I’analyte est électroactif et a mesurer 1’intensité en fonction du temps pendant que le systeme
revient a 1’équilibre, le seul phénomene de transport étant la diffusion. Les résultats sont

présentés en termes d’évolution du courant i en fonction du temps, les potentiels étant

imposés a 0,2 V.
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Ce chapitre présente une étude sur 1’élaboration, la caractérisation et 1’évaluation de
matériaux biohybrides hydroxyde double lamellaire (HDL) — lactate déshydrogénase
(Lac Deh) afin de produire un systéme bioinorganique. L’immobilisation de la Lac
Deh dans des matrices HDL de type MgAl et ZnAl a été obtenu par réaction
d’échange et co-précipitation. L’efficacité de I’'immobilisation dépend largement de la
méthode d’immobilisation. Une étude comparative montre que la co-précipitation
permet d’immobiliser un taux d’enzyme plus important. Les modifications
structurales et morphologiques des phases biohybrids résultantes ont été¢ déterminées
par diffraction des rayons X (DRX), spectroscopie infrarouge (IR) et microscopie
¢lectronique a transmission (MET). Les activités des lactates libres et immobilisées
ainsi que les paramétres cinétiques ont été également réalisées a 1’aide de la
spectrophotométrie UV-visible. Par conséquent, une diminution de cristallinité¢ a été
signalé et une évolution d’activité due a la réduction de I’accessibilité¢ des molécules
de substrat aux sites actifs de I’enzyme dépendamment des méthodes de préparation.
Toutefois, ces résultats ont permis fortement d’établir une corrélation entre
structure/microstructure et activité enzymatique.

Systéme bioinorganique, Hydroxyde Double Lamellaire (HDL), Lactate
Déshydrogénase (Lac Deh), immobilisation d’enzyme, activité catalytique.

The present chapter introduces new biohybrid materials involving layered double
hydroxides (LDH) and biomolecule such as enzyme to produce bioinorganic system.
Lactate dehydrogenase (Lac Deh) has been chosen as a model enzyme, being
immobilized onto MgAl and ZnAl LDH materials via direct ion-exchange
(adsorption) and co-precipitation methods. The immobilization efficiency was largely
dependent upon the immobilization methods. A comparative study shows that the co-
precipitation method favors the immobilization of great and tunable amount of
enzyme. The structural behavior, chemical bonding composition and morphology of
the resulting biohybrids were determined by X-ray diffraction (XRD) study, Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy and transmission electron microscopy (TEM),
respectively. The free and immobilized enzyme activity and kinetic parameters were
also reported using UV-Visible spectroscopy. However, the modified LDH materials
showed a decrease in crystallinity as compared to the unmodified LDH. The change in
activity of the immobilized lactate dehydrogenase was considered to be due, to the
reduced accessibility of substrate molecules to the active sites of the enzyme and the
partial conformational change of the Lac Deh molecules as a result of the
immobilization way. Finally, it was proven that there is a correlation between
structure/microstructure and enzyme activity dependent on the immobilization
process.

Bioinorganic system, Layered Double Hydroxide (LDH), Lactate Dehydrogenase
(Lac Deh), Enzyme immobilization, Catalytic activity.
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3.1. Introduction

Les systémes bioinorganiques sont des matériaux biohybrides nanostructurés dans
lequel des biomolécules sont assemblées a des particules inorganiques de tailles
nanométriques (He et al., 2006). Ils constituent une nouvelle génération de matériaux a
l'interface entre la biologie et la science des matériaux (Jin et Brennan, 2002). Ces matériaux
ont fait I’objet de nombreuses recherches non seulement comme matériaux écologiques, mais
¢galement pour d’autres applications y compris la biotechnologie tels que les biocapteurs
(Choy et al. 1999 ; Choy et al., 2001). En conséquence, I’immobilisation de biomolécules,
comme I'ADN, I'ATP, les nucléosides et les enzymes avec des points iso€lectriques variant
dans un grand domaine de pH a été¢ abondamment étudi¢e (De Melo et al., 2002 ; Choy et al.,
2004). La conception de matériaux bioinorganiques a fonctionnalités élargi permettant la
protection des biomolécules de la décomposition ou de la dénaturation ce qui la rend utile
dans un environnement ciblé.

Les réseaux inorganiques bidimensionnel (ou 2-D), tels que les hydroxydes doubles
lamellaires (HDL) ainsi appelé argiles anioniques ou hydrotalcites (HT) ont suscité un intérét
considérable tant que « structure d’accueil » en raison de leur importance dans la promotion
du développement technologique dans des domaines variés: la catalyse, la technologie de la
séparation, 1’optique, les nanocomposites et la science médicale (Shan et al., 2004b). Plus
récemment, ces matériaux ont aussi servi a I’immobilisation des enzymes pour le
développement des biocapteurs (Mousty et al., 2007 ; Shan et al., 2003b). Les HDL sont des
hydroxydes lamellaires mixtes de métaux di et trivalents. La structure peut étre décrite par
I’empilement de feuillets de type brucitique M(OH),, formés par la mise en commun d'arétes
d'octaédres ot une partie des octaédres M"(OH)g est substitué¢ par M"(OH)s. L'excés de
charge introduit par les cations M"" dans les plans est compensé par la présence d'anions
contenus dans l'espace interfeuillets; cette teneur en trivalent est souvent ajustable, laissant la
capacité¢ d'échange ionique variable. Ces parametres, liés a la trés grande diversité des
¢léments meétalliques constitutifs du feuillet, donnent lieu a une trés vaste gamme de
matériaux adaptables selon la compatibilit¢ du réseau hote organique et les propriétés
recherchées.

L’assemblage d’hydroxydes doubles lamellaires avec une enzyme peut se réaliser par
différente modes de préparation (Braterman et al., 2004 ; Forano et al., 2006) comme le
montre le Chapitre 1: la méthode de co-précipitation, les réactions d’échange ou bien encore

par la reconstruction de la matrice d’accueil par « effet mémoire » (Olfs et al., 2009).
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En effet de cette malléabilité¢ chimique et structurale ainsi que les nombreuses voies de
synthése et possibilités de mise en forme de ces matériaux. Plusieurs études ont montré les
HDLs comme excellentes matrices d’accueil pour 1I’immobilisation des biomolécules et en
particulier d’enzyme aux p.i.e (point isoélectrique) inférieurs a 7 (Forano et Prévot., 2008). En
outre, ils peuvent jouer un role clé non seulement en tant que matrices, mais aussi tout en
permettant une bonne accessibilit¢ du substrat, la conservation de 1’activité biologique, une
stabilité opérationnelle et au stockage.

Cependant, la lactate déshydrogénase (LDH, EC 1.1.1.27, 140 kD) est choisie comme
enzyme mod¢le étant immobilisée au sein des feuillets HDL. La lactate déshydrogénase est
une enzyme d’origine naturelle que I’on trouve largement dans une grande diversité
d'organismes, aussi bien végétaux qu'animaux (rein, cceur, muscles, pancréas, peau...) (Sass et
al., 1989). Elle catalyse la conversion du lactate en pyruvate, I’enzyme catalyse 1’oxydation
du lactate en pyruvate en présence d’un coenzyme le Nicotinamide Adénine Dinucléotide
(NAD) qui passe de sa forme oxydée NAD" a sa forme réduite NADH. Le dosage du lactate
dans le sang est nécessaire pour la prévention et le diagnostic de troubles tels que 1'hypoxie ou
certaines maladies cardiaques aigué€s et pour certains tests de toxicité (Artiss et al., 2000). Ce
dosage est également important dans tous les processus de fermentation ou dans les industries
alimentaires (Patel et al.,, 2000). La méthode d'analyse couramment utilisée est la
chromatographie liquide haute performance (HPLC), couplée a une détection par
spectrophotométrie UV ou par indice de réfraction permettant de doser le NADH (absorption
forte a 340 nm). Cette méthode est par contre peu aisée a mettre en ceuvre car elle nécessite
une ¢étape de prétraitement et un matériel « lourd ». Cependant, la mesure du lactate en
utilisant des biocapteurs électrochimiques revét une grande importance pour I'analyse
clinique ainsi que pour l'analyse des aliments (Patel et al., 2000). C’est pourquoi plusieurs
matrices d’immobilisation ont été¢ rapportées dans la littérature basées sur des polymeres
(Chaubey et al., 2001 ; Halliwell et al., 2002), des sol-gels (Li et al., 2002 ; Saengdee et al.,
2015) ou des nanoparticules magnétiques (Sohn et al., 2008) afin de répondre aux besoins
d’¢laboration de techniques de suivi en continue. Malgré le grand nombre de matrices
utilisées comme supports, aucune étude n’a été signalée a ce jour sur I’immobilisation de cette
enzyme dans les HDL.

Dans la présente étude, nous avons entrepris d’immobiliser la lactate déshydrogénase
dans deux différents types d’HDL (MgAl et ZnAl HDL) par le procédé d’échange anionique

et la méthode de co-précipitation afin d’aborder les modifications structurales et
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morphologiques ainsi que les avantages et les inconvénients dépendant du processus

d’immobilisation.

3.2. Synthese et techniques expérimentales
3.2.1. Immobilisation de la lactate déshydrogénase (LDH) par échange anionique et

adsorption sur MgAl-Cl et ZnAl-C1 HDL
Les échanges ioniques et 1’adsorption ont €té réalisés par mise en contact d’une quantité
déterminée de phase HDL MgAI-Cl et ZnAl-Cl (5 mg) avec des concentrations massiques
variables de I'LDH (0 — 5 mg/mL) dans un milieu aqueux tamponné (0,1 M, pH 7,4) sous
agitation pendant un temps d’équilibre de 2 h a 25° C. Les valeurs de pH final obtenues apres
adsorption étaient comprises entre 8,5 et 9,2. Les essais sont répétés trois fois a chaque phase
et la moyenne des résultats est calculée afin d'obtenir des résultats statistiquement valides. Les
produit sont récupérés par des cycles lavages/centrifugations (3500 rpm) et notés
MgAI-CI/LDH,4s et ZnAl—-Cl/LDH,gqs, respectivement. La lactate déshydrogénase a été dosée

par spectrophotométrie UV-vis a la longueur d’onde A = 340 nm.

3.2.2. Co-précipitation des phases MgAl-Cl/LDH

Similairement au protocole utilisé¢ pour la préparation des HDL de références (chapitre
matériels et méthodes), le matériau bioinorganique MgAI-CI/LDH a été co-précipité a un pH
constant fix¢ a une valeur de 9 par addition simultanée d’une solution 0,1 M des sels
métalliques avec un rapport molaire Mg>:AI** = 2 et d’une solution 0,2 M de NaOH dans une
solution aqueuse contenant le lactate pour un valeur de Q = rapport massique LDH/HDL
¢gale a 1. La vitesse d’addition des sels étant de 0,12 mL/min. La co-précipitation est réalisée
sous azote, la précipitation murie pendant 2 h et le solide est récupéré par des cycles
lavages/centrifugations et séché a 1’air ambiant. 98% de ’enzyme a été immobilisé et le

matériau résultant a ét€¢ noté MgAl-Cl/LDHcop.

3.2.3. Techniques de caractérisations

Les diffractogrammes de rayons X des phases préparées ont été obtenus a 1’aide d’un
diffractometre a poudre D8 Advance équipé d’une anticathode en cuivre (raie CuKa A =
1,5406 A, 40 kV et 30 mA). Les diffractogrammes de diffraction ont été enregistrés avec une
durée d’acquisition de 86,79 secondes par pas de 0,02° (26). Le domaine observé de 1’angle
(26) est compris entre 2 et 70°. Les spectres d’absorption IRTF ont été réalisés a 1’aide d’un
spectrophotométre a transformée de Fourier Nicolet 200 FTIR (Thermo Scientific), dans un

domaine allant de 400 a 4000 cm™. La taille et la morphologie des particules des échantillons
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biohybrides ont été examinées par MET en utilisant un microscope Tecnai G2 a 200 kV. Les
analyses d’absorption UV-visible ont été effectuées sur un spectrophotometre UV Shimadzu
UV mini-1240 piloté par ordinateur, afin de déterminer les isothermes d’adsorption du lactate
sur les phases HDL ainsi que I’évolution de ’activité de ’enzyme. Les longueurs d’ondes

maximales sont obtenues directement par balayage automatique entre 200 et 600 nm.

3.2.4. Mesure de I’activité enzymatique de la lactate déshydrogénase

Les activités des lactates déshydrogénases libres et immobilisées ont été mesurées dans
le sens de I’oxydation du lactate en pyruvate (Réaction 2.1) en suivant les changements qui

surviennent dans la bande d’absorption du NADH a 340 nm (Sohn et al., 2008).

Lactate + NAD"  LDH | Pyruvate + NADH + H" Réaction 2.1

Typiquement, un volume de 2 mL de NAD (0,1 mM) et un volume de 3 mL de lactate
(1,0 mM) sont ajoutés dans un tube a essai contenant I'enzyme libre ou I'enzyme immobilisée
(MgAIl-Cl/Lac Deh et ZnAl-Cl/Lac Deh). Tous les essais ont été effectués a 25° C dans un
milieu aqueux tamponné salin (0,1 M, pH = 7,4). Apres avoir mélangé le mélange réactionnel,
I’oxydation du NADH est mesurée par 'augmentation de son absorbance a la longueur d’onde
340 nm. Les rendements des activités d’enzymes immobilisées ont été calculés en termes
relatifs d’activité d’enzymes immobilisés sur ’HDL, en pourcentage, la différence d’activité
entre les formes libres et immobilisées.

Les valeurs des constantes cinétiques (K et V,,.,) ont également déterminées. En fait, la
réaction du lactate et NAD catalysée par la lactate déshydrogénase a été effectuée dans une
cuvette contenant 1 mg d’enzyme libre ou d’enzyme immobilisée. La solution d’essai requise
I’addition de 70 pL de lactate et 200 pL de NAD a 730 pL d’une solution tampon phosphatée
saline. Enfin, la formation de NADH est mesurée par I’augmentation de I’absorbance a la
longueur d’onde de 340 nm. Les vitesses maximales des réactions enzymatiques (V) et les
constantes de Michaelis (K),) ont ét¢ estimées a partir des données graphiques de la cinétique

michaelienne.

3.3. Résultats et interprétations
3.3.1. Isothermes d’adsorption

Avec un point isoélectrique de 6,5, la lactate déshydrogénase est chargée négativement
a pH > 7 et, par conséquent elle sera adsorbée favorablement sur les particules HDL par

attractions ¢lectrostatiques. En effet, 1’affinité entre la lactate déshydrogénase et les matrices
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HDL a été étudiée en utilisant les isothermes d’adsorption obtenus en faisant le tracé
graphique de la quantité en lactate déshydrogénase adsorbée C; (mg/mg) en fonction de la

concentration a I’équilibre en solution C, (mg/mL) ou:

\Y Equation 2.1
Cs = (G = Co)— !

avec :
Ci (mg/mL) : la concentration initiale en solution ;

V (mL) : représente le volume de la suspension et

m (mg) : la masse de 1’adsorbant.

Dans la Figure 3.1 sont reportées les isothermes d’adsorption du lactate déshydrogénase
sur les phases MgAI-Cl et ZnAl—-Cl. Elles sont clairement considérées comme proches du
type L selon la classification de Giles (Giles et al., 1960). En effet, on peut distinguer deux
parties sur les isothermes; pour des faibles concentrations d’équilibre Ce inférieur a 0,3
mg/mL, un accroissement nette de la lactate déshydrogénase retenue et au-dela de cette valeur
on observe un plateau dont la longueur et la hauteur sont liées a la capacité d’adsorption, 0,41
et 0,44 mg/mg respectivement pour les phases MgAI—-Cl et ZnAl—-Cl. Ces résultats suggerent
que 1’adsorption proceéde d'une progression linéaire d’adsorption suivie par une saturation des

sites externes de la structure minérale par I’enzyme.

0.5 -
L
0.4 4 —— L
|
0.3
2
S L]
£ 0.2 4 *
U
(&) . ®  MgAI-CI
0.1 H ®  ZnAl-Cl
004 m
Ll v Ll v Ll v Ll v Ll v Ll v Ll v 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
C, (mg/mL)

Fig. 3.1. Isothermes d’adsorption du lactate déshydrogénase par les phases MgAl—Cl et
ZnAl-CL
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Plusieurs modéeles ont été développés afin de décrire les phénomeénes d'adsorption. En
I’occurrence, les données de sorption ont été analysées selon les modéles de Langmuir

(Eqg. 2.2) et Freundlich (Eq. 2.4) (Figure 3.2) :

Cc C 1 Equation 2.2

e

Cs C, L-C,
1 Equation 2.4

InCg =1In Kf+Hln Ce quation

ou C, et Kr sont des constantes qui permettent d'estimer la capacité d'adsorption
respectivement selon Langmuir et Freundlich, alors que L et n sont des constantes qui
estiment 1'affinité de 'adsorbat-adsorbant respectivement selon Langmuir et Freundlich. Les

parametres calculés sont énumérés au Tableau 3.1.

Tableau 3.1. Résultats de l'ajustement des isothermes par les modeles de Langmuir et
Freundlich.

HDL/LDH C, (mg/mg) Langmuir Freundlich
- - Cn L r Ky n r
(mg/g) (mg/g)
MgAI-CI/LDH ¢ 0,41 53,4 6,2 0,9860 59,3 1,7796 ~ 0,9748
ZnAl-CI/LDH, 0,44 59,5 6,0 0,9883 71,9 1,8518 = 0,9530
] MgAI-CI/LDH 0.8 4 MgAI-CI/LDH
14 Langmuir Freundlich ]
“ | Y=0,30443 + 1,87308 * X 1.0 Y=-0,52192 + 0,56192 * X x
r=0,98605 r=0,97489
g 1.0 4 _
£ S
Qw 038 4 <
o 06
0.0 0.1 02 c:(?n giml) 04 05 06 05
"] ZnAI-CI/LDH -0.8 4 ZnAl-CI/LDH x
Langmuir L) Freundlich
12 Y =0,28988 + 1,68274 * X 1.0 Y =-0,38205 + 0,54662* X

r=0,98838 r=0,95302

C./Cg (mg/mL)
In (C,)

T T T T T T T T T T
03 0.4 0.5 0.6 -3.0 2.5 2.0 1.5 -1.0 -0.5
C, (mg/mL) In(C,)

T T
0.0 0.1 0.2

Fig. 3.2. Modélisation des isothermes d’adsorption selon les modeles de Langmuir et
Freundlich.
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Les valeurs de coefficients de corrélation linéaire () dans le Tableau 3.1 montrent que
le modéle de Langmuir est plus adapté pour 1’adsorption de la lactate déshydrogénase aussi
bien que la capacit¢ d’adsorption théorique est plus compatible avec les résultats
expérimentaux. Cela indique que I’adsorption de I’enzyme sur les feuillets HDL a lieu sur des
sites bien définis ainsi que sur le bord des surfaces (Sheng et Boyd, 1998 ; Khalfaoui et al.,
2003). Ce fait confirme que le processus d’adsorption se produit par un mécanisme
d'adsorption monocouche.

Il est noté aussi que la validité de ce mod¢le reste discutable car il ne permet pas de
rendre compte de la réalit¢ des différents types d’interactions mis en jeu entre des objets
moléculaires de taille nanométrique comme les enzymes et les matrices HDL. Il permet
uniquement de comparer les capacités d’adsorption calculées avec les quantités maximales
d’enzymes adsorbées au plateau, c'est-a-dire a la monocouche recouvrant la surface du

support.

3.3.2. Caractérisations des biohybrides
3.3.2.1. Diffraction des rayons X

Deux différentes matrices HDL (MgAI-Cl et ZnAl-Cl) ont été préparées pour
I’immobilisation de la lactate déshydrogénase par des réactions d’échanges directs ou bien par
co-précipitation. Afin de montrer leur type de caractéristique comme structure hote, des
analyses par diffraction des rayons X ont ét¢ menées (Fig. 3.3). Les diffractogrammes
résultants (Fig. 3.3A et 3.3B) révelent bien les réflexions 003, 006, 012 et 110 caractéristiques
de la structure HDL. Ces réflexions peuvent étre indexées dans un réseau hexagonal avec le
groupe d’espace R3m. Les paramétres de maille ¢ et a de la structure rhomboédrique ont été
déterminés a partir de la position des réflexions 003, 006 et 110 respectivement (Tableau 3.2).
La réflexion 003 correspond a la distance interlamellaire et permet de calculer le parameétre ¢
(c = 3/2[dgos + 2doos]) alors que la réflexion 110 située au voisinage de 60° en 26 renseigne
sur la distance intermétallique ou interatomique cation—cation au sein des feuillets hydroxydes
et permet de calculer de maniére approximative le parametre a (a= 2d;;¢) (Pérez-Ramirez et
al., 2001).

Cependant, les résultats cristallographiques montrent des différences importantes du fait
de la présence de la lactate déshydrogénase dans le milieu de précipitation. Lors de 1’échange
anionique, 1’allure des diffractogrammes sont peu altérés. Les paramétres de maille affinés
sont proches de ceux des précurseurs (Tableau II1-2). Un léger changement des espacements

basaux, indiquant une distance interlamellaire de 0,76 et 0,79 nm respectivement pour les
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phases MgAI-Cl/LDH,4s et ZnAl-Cl/LDH,q4s, dénote une perte de molécules H,O a l'intérieur
ou a la surface des HDL. Seules les intensités diffractées s’effondrent montrant un
pourcentage de phase cristallisée plus faible dans la phase traitée par ’enzyme. L’enzyme
s’échange a la surface et conduit a une adsorption plutdét qu'une intercalation comme c’est le
cas pour les phosphatases alcalines (Mousty et al., 2008), trypsines (Mansouri et al., 2009),
uréases (Vial et al., 2006) au sein des feuillets HDL. En effet, I’échange anionique est

structuralement sélectif, il affecte principalement la fraction du solide la moins bien ordonnée
laissant la charpente hote non perturbée.

A —— MgAl-CI
—— MgAI-CI/LDH,

— MgAI-CIILDHwp

T T T T T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70
26(°) CuKa.

B —ZnALCI
—— ZnAI-CIILDH

(003)

©
O —~~
e N ~
— o
LJ ) Z
g Z
— T T - T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80
26(°) CuKa

Fig. 3.3. Diffractogrammes des rayons X des phases biohybrids adsorbées et co-précipitées
pour un rapport Q = 1 (A) MgAI-CI/LDH et (B) ZnAl-CI/LDH.

M.A. Djebbi et al. / J. Mol. Struc.1105 (2016) 381-388 M.A. Djebbi these.doc 2017



Chapitre 3

Contrairement aux phases préparées par échange, le procédé de co-précipitation n’a été utilisé
que pour la phase hybride MgAl—-ClI a raison que la lactate déshydrogénase a un pH optimal
entre 8,8-9,8 et le caractére basique de la phase MgAI-Cl, préférant miser sur l'optimisation
des conditions dans lesquelles opére 1'enzyme (pour empécher la dénaturation de I'enzyme et
adapter le pH dans une activité optimum). En effet le procédé de co-précipitation conduit aux
phases biohybrides les moins structurées, avec une diminution d’intensité et un élargissement
des réflexions 00/. La préservation des réflexions 012 et 110 caractéristiques du feuillet HDL
est constatée et confirme la formation de la phase HDL malgré I’influence importante de la
lactate déshydrogénase sur la structuration de ce composé€. En effet, la présence de I’enzyme
entraine a la fois une forte modification de 1’ordre d’empilement des feuillets ainsi qu’une
réduction de la taille des particules selon 1’équation de Debye-Scherrer (Tableau 3.2). Par
ailleurs, la position angulaire des réflexions 00/ suggére la présence de chlorures dans les
domaines interlamellaires. Comme pour I’autre procédé de synthése, 1’enzyme n’est pas

insérée de maniére ordonnée entre les feuillets HDL.

Tableau 3.2. Données cristallographiques des phases biohybrides adsorbées et co-précipitées.

Propriétés HDL HDL/Lac Deh

MgAl-Cl  ZnAl-Cl par échange (adsorption) par co-précipitation
MgAl-Cl/Lac Deh,ys ~ ZnAl-Cl/Lac Deh,ys =~ MgAI-Cl/Lac Deh,,,

Espacement basal, nm 0,780 0,782 0,769 0,792 0,771

d;jp, nm 0,152 0,153 0,152 0,154 0,152

Paramétre a, nm 0,305 0,307 0,304 0,309 0,305

Paramétre ¢, nm 2,337 2,341 2,307 2,376 2,313

Taille des cristallites” (selon la 21,4 32,6 14,0 27,8 6,8

direction ¢, nm

*Equation de Debye-Scherrer: D = kA/Bcosd (ou k désigne la constante de Scherrer (k = 0,9), A est la longueur
d'onde de la radiation incidente utilisée, B est la largeur a mi-hauteur de la ligne de diffraction et 6 est I'angle de
Bragg de la diffraction).

3.3.2.2. Spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge est souvent utilisée pour identifier les groupes fonctionnels
et les liaisons chimiques présentes dans les composés puisqu’il y a un nombre d’onde et une
absorption spécifique pour chaque groupe fonctionnel. Par conséquent la spectroscopie
infrarouge peut étre utilisée pour compléter d’autres techniques et d’identifier le mécanisme
d’immobilisation. Les spectres infrarouges des différentes phases biohybrides obtenues sont
représentés sur la Figure 3.4. Ils coincident avec la superposition des spectres de I’enzyme et
de la matrice de référence. Ces résultats montrent la formation d’une phase biohybride
HDL/Lac Deh quel que soit le mode d’association de ces deux partenaires, en favorisant la

disposition de la lactate déshydrogénase sur les feuillets des matrices.
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Pour toutes les phases préparées, nous observons les bandes de vibrations —NH, (groupe
amide) a 2900 cm™', —~Cs=C— (groupe aromatique) autour de 1550 cm™, C—C or C-N a 1100

et de déformation C—H a 950 cmcaractéristiques de ’enzyme (Sass et al., 1989 ;

cm
Blandino et al., 2001 ; Pereira et al., 2007) et les bandes de vibrations du réseaux HDL
(O-M—-0 a 427 cm™ et M—O entre 850 et 550 cm™). Toutefois il n’y a pas de grandes
différences observées entre les signatures de la lactate déshydrogénase libre ou immobilisée.
Les bandes de vibrations sont identiques en nombres aussi bien qu’en positions ce qui
confirme la préservation de la configuration spatial de I’enzyme au sein des feuillets HDL. La
bande large & 3400 cm™ correspond a la vibration du groupement hydroxyle O—H présent
dans les feuillets brucitiques qui était le groupement méme que pour celle & 1640 cm™. Alors
que la bande 4 1360 cm™ caractéristique des groupements —COs> prouve la carbonatation des
phases HDL/Lac Deh.

Les intensités des bandes attribuées a ’enzyme sont plus intenses pour les matériaux
hybrides préparés par co-précipitation suggérant que la quantité de lactate déshydrogénase
immobilisée par ce mode de synthése est plus importante. En effet, par ce procédé par co-
précipitation, la surface d’échange de la matrice HDL avec I’enzyme est beaucoup plus
importante, car le solide se construit a la surface de I’enzyme. Dans le cas de I’échange, la
bande situé 4 1100 cm™ semble plus intense et est due a la présence d’ions phosphates
provenant du milieu aqueux tamponné utilis¢é pour disperser ’enzyme, 1’insertion est
défavorisée a la fois par la taille trop importante de I’enzyme et par la stabilité des phases
HDL. Le taux d’immobilisation de la lactate déshydrogénase a ¢été déterminé par
spectroscopie UV-visible (2 340 nm). La masse d’enzyme immobilisée est calculée par
soustraction de la masse d’enzyme libre en solution a la masse initiale. Pour un rapport initial
Q = 1, environ 40% de la lactate déshydrogénase est immobilisée par échange, contre 98%
par co-précipitation.

D’autre part I'¢largissement et la diminution de l'intensité de la vibration de valence
O—-H pour les phases biohybrides, comparés avec ceux des références révelent l'existence
d’un réseau de liaisons hydrogeénes entre I’enzyme et la matrice. L'immobilisation de la lactate
déshydrogénase sur les phases HDL retient un taux d’hydratation qui permet de préserver leur

intégrité structurale.
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Fig. 3.4. Spectres infrarouges des phases biohybrids adsorbées et co-précipitées pour un
rapport Q =1 (A) MgAIl-CI/LDH et (B) ZnAl-Cl/LDH.

3.3.2.3. Microscopie électronique a transmission

Pour déterminer l'effet du processus d'immobilisation de la lactate déshydrogénase sur
la morphologie de la phase HDL, la morphologie de surface du HDL avant et apres
immobilisation a été observée. La Figure 3.5 présente les clichés MET de la phase de
référence MgAl—-Cl et les phases biohybrides MgAI-CI/LDH adsorbées et co-précipitées (Q =
1). Le nanographe du précurseur MgAI-Cl (Fig. 3.5A) indique des particules individuelles
distinctes de forme hexagonale et d'une taille inférieure a 200 nm, qui entrainent la formation
d’agrégats. Lors de I’échange, une légeére modification au niveau de l'agrégation est

observée, due a la présence d’enzymes face a face avec les agrégats HDL (Fig. 3.5B), tandis
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que le cas de co-précipitation (Fig. 3.5C) ne permet plus de distinguer aussi nettement les
plaquettes arrondies d’HDL, en favorisant 1’affectation des agrégats HDL et mettant en
¢vidence un film tres dense du biohybride. En effet, le procédé d'échange apparait comme un
processus d'échange partiel a eu lieusur les surfaces des cristallites HDL, alors que la
présence de I'enzyme dans le milieu de précipitation s'oppose a la croissance cristalline des
HDL. Les particules HDL semblent étre dispersées dans un film d’enzymes, laissant penser a

une forte interaction et association entre I’enzyme et les particules HDL.

Fig. 3.5. Clichés MET de (A) MgAI-Cl, (B) MgAI-Cl/LDHygs et (C) MgAl-CI/LDHqp.

3.3.3. Activité enzymatique
3.3.3.1. Activité des lactates déshydrogénases libres et immobilisées
La Figure 3.6 présente les valeurs d’activité en pourcentage des lactates
déshydrogénases libres et immobilisées par les phases HDL. Les activités de I’enzyme
immobilisée restent inférieures, quelle que soit la méthode d’immobilisation, a 1’activité de
I’enzyme libre qui a été fixé a 100% comme référence. Toutefois, ce sont les phases obtenues
par échange qui présentent les meilleurs résultats. Cela signifie qu’il y a une perte partielle de
I’activité¢ de la lactate déshydrogénase au cours de la réaction chimique d’immobilisation.
Diverses ¢études (Chaubey et al., 2001 ; Li et al., 2002 ; Saengdee et al., 2015) concernant
I’immobilisation de la lactate déshydrogénase ont été publiées dans la littérature montrant que
I’activité spécifique de cette dernieére diminuait aprés immobilisation du fait que les matrices
d’immobilisation subissent un effondrement au cours de I’inclusion de I’enzyme, limitant
ainsi 1’accessibilité du substrat. Cependant, les réponses de I’enzyme vis-a-vis de 1’ajout du
substrat ont changé d’une phase a une autre. Cette variation est attendue du fait de 1’influence
du mode d’immobilisation de la lactate déshydrogénase et de la nature de la matrice d’accueil
(Zn*" est un cofacteur métallique pour la lactate déshydrogénase). En effet, jusqu’a 75% et
78% de I’activité de I’enzyme libre est atteinte par les phases échangées MgAIl-Cl et ZnAl-Cl

respectivement, ce qui constitue un résultat satisfaisant par rapport a celle atteinte par la phase
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co-précipitée MgAl-Cl qui ne présente plus que 44% de D’activit¢ de I’enzyme libre.
Contrairement a la co-précipitation qui suggére une forte adsorption du substrat, ces résultats
prouvent I’accessibilité¢ du substrat au site actif de I’enzyme en cas de formation par I’échange
directe. Mansouri et al., (2009) ont montré ainsi que plus I’affinité avec la structure hote
augmente plus I’enzyme perd de son activité. Cette perte d’activité s’explique par une

immobilisation plus efficace au cours de la co-précipitation par rapport a 1I’échange directe.

120

LDH
100

ZnAl-Cl/LDH
MgAI-CI/LDH B Enzyme libre

(0]
o

B Enzyme immoblisée par
échange

N
o

M Enzyme immobilisée par co-
precipitation

% activité enzymatique
[e))
o

N
o

Phases biohybrides HDL/LDH

Fig. 3.6. Comparaison de ’activité enzymatique de la lactate déshydrogénase libre et
immobilisée.

3.3.3.2. Réponse cinétique

Pour mieux comprendre la chute de 1’activité aprés immobilisation, nous avons étudié
I’évolution de la vitesse de la réaction enzymatique en fonction de la concentration du substrat
(0,5 2 4 mM) avant et aprés immobilisation (Fig. 3.7), afin de déterminer les paramétres
cinétiques Ky et V.

Traditionnellement, les estimées des valeurs cinétiques, Ky, et V. peuvent également
étre déterminées a partir de la linéarisation des hyperboles obtenues dans la Figure 3.7
conduisant aux représentations de Lineweaver-Burk (Eq. 2.7) ( Fig. 3.8) qui linéarisent

I’équation de Michaelis-Menten (Eq. 2.6).

~ Vinax - [S] Equation 2.6
"~ [S] + Ky
(Utilisée sous forme linéarisée):
1 Km 1 .
= + Equation 2.7

V' Vimax[S] ' Vinax
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Fig. 3.7. Représentation graphique des V en fonction de la concentration en substrat [S]
de la lactate déshydrogénase libre et immobilisée.

M.A. Djebbi et al. / J. Mol. Struc.1105 (2016) 381-388 M.A. Djebbi these.doc 2017



Chapitre 3

i ]
0.25 LDH libre 35 MgAI-CI/LDH (échange)
3.0
0.20 -
2.5
% 0.15 - E
< = 204
E E
> 010 2 154
= =
1.0
0.05 -
0.5
0.00 T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T 1
02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22
1/[S] (1/mM) 11[S] (1/mM)
3.5 . 14 4
ZnAlI-CI/LDH (échange) MgAI-CI/LDH (co-précipitation)
3.0 12 4
2.5 104
s s
£ €
E 204 T 84
£ £
2 154 2 64
s S
1.0 4 4
0.5 2
T T T T T T T T T T ) T T T T T T T T T T )
02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22

1/[S] (1/mM) 1/[S] (1/mM)

Fig. 3.8. Représentations graphiques de Lineweaver-Burk des mesures cinétiques de la lactate
déshydrogénase libre et immobilisée.

Le Tableau 3.3 nous permet de comparer le cas de I’enzyme libre et celle immobilisée
en tant que catalyseur de la conversion du lactate en pyruvate. Normalement, les valeurs de
Ky sont plus €levées et les valeurs de V., sont plus faibles pour les enzymes immobilisés que
celles des enzymes libres, cela concorde avec les travaux antérieurs (Bulmu et al., 1997 ; Li et
al., 1998 ; Blandino et al., 2001 ; Chaubey et al., 2001 ; Li et al., 2002). Cependant, la valeur
¢levée de K, de I’enzyme immobilisé€e est le plus probablement causée par la dénaturation
partielle de I’enzyme due a un changement de conformation, engendré par les interactions
avec la matrice hote. Ces modifications structurales conduisant a une déformation du site actif
de I’enzyme qui perd son affinité spécifique et a un empéchement stérique vis-a-vis du
substrat. La diminution de V,,,, pourrait étre souvent le résultat du changement de I’efficacité
catalytique dans les formes immobilisées. La différence de Kj, et V., a travers les différentes
formulations lors de 1’échange et la co-précipitation peut étre attribuée a un blocage de
I’accessibilité au site actif de 1’enzyme, dii @ un assemblage enzyme/matrice défavorable

empéchant la diffusion du substrat ou bien encore un taux d’agrégation élevé d’enzymes.
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Tableau 3.3. Les parametres cinétiques de la lactate déshydrogénase libre et immobilisée.

Formulations K., (mM) Vinax (WM/min)
LDH libre 3,30 (4.33) 29.81 (35,88)"
MgAI-CI/LDH (échange) 5,98 (7,99)" 3,75 (4,65)"
ZnAl-CI/LDH (échange) 5,88(6,75)" 3,73 (4,11)"
MgAI-CI/LDH (co-précipitation) 4,86 (4,43)" 0,79 (0,73)

"Les valeurs de K, et V,,,. estimés a partir des modéles hyperboliques de la cinétique michaelienne.

3.3.4. Corrélation entre structure/microstructure et activité enzymatique

A la lumiére des résultats décrits ci-dessus, nous avons essay¢ d’établir une corrélation
entre structure/microstructure et les activités enzymatiques des phases biohybrides élaborées.
Afin de discriminer I’influence du mode d’immobilisation nous avons comparé¢ les résultats
obtenus lors de 1’échange direct et la co-précipitation. Une teneur élevée en enzyme sur la
surface cible n’implique pas un processus d’immobilisation réussi. Il est également nécessaire
de déterminer 1’activité enzymatique, qui est I’un des points clés dans le développement des
biocapteurs enzymatiques. Cependant, I’effet de 1’association lactate déshydrogénase/HDL
sur I’activité catalytique de I’enzyme peut étre étudié¢ en comparant 1’évolution cristalline des
phases en présence de ’enzyme. Toutefois, les résultats structuraux et morphologiques
obtenus prouvent que la co-précipitation affecte fortement la croissance cristalline des phases
HDL avec la création de défauts d’empilement et une distorsion structurelle au niveau des
feuillets. En effet, les liaisons crées au cours de la co-précipitation diminuent 1’activité
biologique de I’enzyme et provoque un changement de conformation et un empéchement
stérique limitant 1’accessibilité du substrat au site catalytique de I’enzyme. En revanche, lors
de I’échange direct, I’enzyme est plus libre de créer un environnement plus propice a son
activité. La Figure 3.9 illustre les configurations possibles pouvant étre atteintes au cours de

I’interaction entre le matériau hote HDL et la lactate déshydrogénase.

Adsorption Co-précipitation

&) Lactate Déhydrogénase

® Anion compensateur de charge
O Empéchement stérique

O Modification de la conformation

Fig. 3.9. Schéma représentatif de 1’association HDL—lactate déshydrogénase.
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I11-4. Conclusion

Des nouveaux matériaux bioinorganiques HDL/enzyme ont ¢été synthétisés par
immobilisation de la lactate déshydrogénase sur les phases MgAl-Cl et ZnAl-Cl HDL a
travers des échanges direct (adsorption) et co-précipitation. Le role des cations métalliques
constitutifs des feuillets HDL sur I’interaction HDL—enzyme et en conséquence sur ’activité
catalytique de I’enzyme a été ¢tudié. Différentes techniques de caractérisations ont été
mobilisées pour 1I’étude des phases biohybrides élaborées, Il est montré qu’un mécanisme
d’adsorption est obtenu plutdét qu’une incorporation entre les feuillets. En effet, les
expériences d’échange ont mis en évidence la forte affinité de la lactate déshydrogénase pour
les feuillets HDL, I’échange est donc un mécanisme d’échange anionique partiel qui conduit a
I’adsorption des biomolécules a la surface de particules d’HDL. En revanche, la co-
précipitation de la matrice MgAl—Cl dans une solution de lactate déshydrogénase a permis
d’immobiliser une quantité d’enzyme beaucoup plus important. L’accumulation d’enzyme se
fait en multicouches sur les feuillets conduisant a une exfoliation de ces feuillets. Cependant,
I’activité enzymatique de la lactate déshydrogénase a diminué lors de son immobilisation.
Cette perte est due soit a (i) un blocage des sites actifs engendré par la géne stérique de
I’HDL, (i) I’accumulation de I’enzyme sur les phases HDL ou bien encore au (iii)
changement de la conformation de 1’enzyme limitant la diffusion du substrat vers le site actif
de I’enzyme. En effet, les tests effectués sur les suspensions d’échange semblent plus
approprié pour un usage fonctionnel de I’enzyme. Toutefois, tous ces résultats préliminaires
révelent les potentialités de I'usage d’HDL comme structure hote, pour une immobilisation de
la lactate déshydrogénase, compatible avec la conservation de l'activité enzymatique,
démontrant ainsi 1’important potentiel d’application des HDL dans des biotechnologies

avancées telles que les biocapteurs et les biopiles enzymatiques.
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Résumé

Mots-clés

Abstract

Les hydroxydes doubles lamellaires (HDL) suscitent aujourd’hui un intérét
considérable en tant que 1’'un des plus diversifiés systémes d’administration des
médicaments, notamment du fait de leur capacité d’adsorption et/ou de la propriété de
libération contrdlée de principes actifs en raison de la combinaison de plusieurs
propriétés issue de la synergie entre les matériaux biohybrides. De nouveaux
composés hybrides organiques-inorganiques ont été ¢laborés par immobilisation du
chlorure de berbérine (BBR) classée comme agent antibactérien dans MgAl et ZnAl
HDLs. Le présent chapitre rend compte du travail entrepris dans le but de développer
des nouvelles formulations pour la vectorisation de la BBR afin d’évaluer le potentiel
antibactérien au cours de libération des molécules de BBR. Dans un premier temps, le
chlorure de berbérine a ét¢ immobilis¢ sur des matrices MgAl par des réactions
d’échange et co-précipitation. Les essaies d’échanges ont été effectuée en accordant
une attention particuliére a I’influence de la densité de charge des feuillets, la nature
de I’anion interlamellaire intercalée et la morphologie de la matrice. L’affinité de la
biomolécule avec la matrice dépend largement des facteurs étudiés ainsi que de la
méthode d’immobilisation. Dans un deuxiéme temps, la matrice ZnAl a été co-
précipitée en présence du berbérine par variant la masse de BBR vis-a-vis la masse de
I’HDL afin de suivre la croissance cristalline de la phase biohybride. Les produits
obtenus lors de ces différentes synthéses ont été¢ caractérisé d’un point de vue
structural (DRX, IR), d’un point de vue morphologique (MEB, MET) et en termes de
surface de contact (angle de contact). L’immobilisation de BBR a lieu a la surface des
cristallites HDL. Cependant la mise en suspension dans un milieu aqueux tamponné a
montré une forte rétention de la biomolécule sur les phases co-précipitées. L’étude in-
vitro de D’activité anti-bactérienne a ¢été testé sur des souches multi-résistantes:
Staphylococcus aureus CIP 543154, Pseudomonas aeruginosa A22 et Bacillus
subtilus ILP 1428B. La sensibilit¢ des souches aux différentes formulations a été
réalisée par la technique de diffusion en milieu agar. Toutefois, ces résultats prouvent
que les formulations biohybrides préparées préservent le caractére antibactérien de
berbérine et ils représentent donc une menace éventuelle du fait de taux de libération.
Hydroxyde double lamellaire (HDL), chlorure de berbérine (BBR), systéme
d’administration des médicaments, immobilisation, controle de libération,
activité anti-bactérienne.

Layered double hydroxide (LDH) has attracted major interest as one of the most
versatile drug delivery systems (DDS) especially for adsorption capacity and/or
controlled delivery property of bioactive agents owing to their combining features of
bionanohybrid. In this work, berberine chloride (BBR) class antibacterial agent was
immobilized into magnesium-aluminum and zinc-aluminum LDH in order to improve
the drug efficiency as well as to achieve the controlled release property. First, BBR
molecules were immobilized into MgAl LDH through a conventional ion exchange
reaction and co-precipitation method. The ion-exchange experiments of BBR on
MgAl LDH were investigated with particular attention paid to the influence of the
layer charge, the nature of the intercalated anion and the morphology. The affinity of
the BBR molecules to the LDH matrix was dependent upon the LDH properties and
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the immobilization process. And second, ZnAl precursor was co-precipitated in the
presence of the BBR molecules by varying the amount of the BBR over the LDH in
order to monitor the crystal growth of the biohybrid phase. Characterization by
powder x-ray diffraction, Fourier transform infrared spectroscopy, scanning electron
microscopy and contact angle measurements revealed that the interaction of BBR
with both MgAl and ZnAl LDH occurs by adsorption rather than intercalation of BBR
within LDH layers. In vitro anti-bacterial tests against three pathogenic bacteria:
Staphylococcus aureus CIP 543154, Pseudomonas aeruginosa A22 and Bacillus
subtilus 1LP 1428B, were carried out using disc diffusion assay to prove the
effectiveness of these novel biohybrid beads as a controlled drug delivery method.
Nonetheless, the BBR-LDH co-precipitated formulation revealed an enhanced anti-
bacterial activity not only due to an improvement of chemical stability and retained
amount of BBR molecules but also due to the release property and are therefore
potential modified drug delivery system (DDS).

Keywords Layered double hydroxide (LDH), berberine chloride (BBR), drug delivery
system (DDS), immobilization, controlled release, anti-bacterial activity.
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4.1. Introduction

Au cours des dernieres années, le développement révolutionnaire de la nanomédecine a
émergé comme l'un des domaines de recherche les plus importants en sciences biomédicales.
Ce secteur technologique interdisciplinaire est la combinaison a la fois de technologies
médicales traditionnelles et de la nanotechnologie dans lequel les matériaux de dimension
nanométriques sont exploités (Tan et al., 2015). En particulier, les minéraux argileux ayant
fait I’objet d’un grand nombre de recherche dans le monde entier non seulement en tant que
matériaux écologiques mais €galement du fait de leur rdle clé comme vecteurs dans les
formulations pharmaceutiques (Gereli et al., 2006 ). La part minérale pourrait contribuer a
contréler P’activité du médicament en augmentant ou diminuant sa biodisponibilité apres
administration (Wai et al., 1966 ; Qtaitat, 2004 ; Gereli et al., 2006).

La berbérine BBR (Fig. 4.1) est un alcaloide' du groupe des isoquinolines, extrait de la
famille des Berbéridacées comme Berberis vulgaris (épine-vinette), ou des Ranunculacées
telles que Coptis chinensis et Hydrastis canadensis utilisées historiquement dans la

pharmacopée asiatique (Ayurveda et la médecine traditionnelle chinoise) (Tan et al., 2011).

OCH;

Fig. 4.1. Photo de I’épine-vinette (Berberis vulgaris) et structure chimique de la
berbérine (BBR), Mpgr : 371.81 g/mol.

Utilisée sous forme de chlorure, la BBR entre dans la pharmacopée en tant que
constituants de la plupart des préparations pharmaceutiques pour ses propriétés biologiques
anti-cancéreuse, anti-diabétique, anti-fungique, anti-inflammatoire et anti-oxydante (Tang and
Eisenbrand, 1992 ; Yin et al., 2008 ; Zhao et al., 2010 ; Liu et al., 2011 ; Zhang et al., 2011 ;
Bandyopadhyay et al., 2013 ; Wojtyczka et al., 2014), elle est également introduite en tant
qu’agent anti-bactérien ou anti-diarrhéique dans le traitement de diarrhées et les infections du
tube digestif causées par les bactéries (Vuddanda et al., 2010). Ainsi, la BBR a démontré une
efficacité contre différentes souches de bactéries telles que le Vibrio cholerae (choléra),
Shigella, et Salmonella, mais aussi les genres Staphylococcus, Streptococcus et Clostridium et

un protozoaire flagellé (Hexamitidae) : Giardia intestinalis responsable de la giardiase
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(Cernakova et Kostalova, 2002 ; Vuddanda et al., 2010). La biodisponibilité¢ globale de BBR
est assez faible, inférieur a 5% (Maeng et al., 2002 ; Pan et al., 2003) 0,68% ayant été
rapporté chez le rat (Chen et al., 2011). Les études utilisant des doses de BBR de 1,000-1,500
mg seuls semblent toujours exercer des inconvénients aprés 1’absorption. Du fait de sa faible
absorption par le corps humain, des doses ¢levées de BBR peuvent entrainer des effets
secondaires intestinaux (Preeti et al., 2015). L’administration et la libération contrdlée de la
BBR permettrait d’améliorer I'absorption de la BBR afin d’avoir des doses thérapeutiques
sans effets secondaires préjudiciables.

Les argiles telles que les hydroxydes doubles lamellaires (HDL) peuvent étre
considérées comme des adsorbants sélectifs pour les formulations a libération contrélée en
vue d’améliorer la tolérance a la BBR. En effet, les HDL ont trouvé des applications
pharmaceutiques diverses (Choy et al., 2007 ; Ay et al., 2011 ; Chakraborty et al., 2013 ;
Rives et al., 2014 ; Kuthati et al., 2015 ; Liu et al., 2015 ; Meng et al., 2015 ; Park et al.,
2015). La structure lamellaire des HDL découle de celle de la brucite M(OH),, dans laquelle
une fraction de 1’élément métallique divalent est substitué par un métal trivalent. Une telle
substitution crée ainsi un exceés de charge positive sur le feuillet et la formule générale peut
étre définie comme suit : [M" M (OH), " [(Axn)".yH20] (voir bibliographie). Le vif
intérét pour les HDL est fondé sur la capacité d’adsorption/libération due a ses uniques
propriétés structurelles, y compris la composition chimique variée, la structure ouverte et la
large surface spécifique. En outre, les HDL possédent des propriétés essentielles, telles que la
biocompatibilité, non-toxicité¢, non-allergénicit¢ (Del Hoyo, 2007 ; Cunha et al., 2016 ;
Senapati et al., 2016), la stabilité¢ chimique et une solubilité dépendante du pH (Kuthati et al.,
2015) qui peuvent offrir une solution beaucoup moins onéreuse pour plusieurs inconvénients
médicaux.

Une recherche dans la littérature sur la base des données “Web of Science”, a révélé un
total de 63 rapports en 2016, abordant I'é¢tude pharmacocinétique de la berbérine. Les plus
communs ¢étudient les problemes de 1’administration de BBR. Comme ci-mentionné
précédemment, les éventuels usages thérapeutiques de la BBR sont limités par son goiit amer
(Wang et al., 2016) et sa faible biodisponibilité, principalement dus a sa faible absorption.
Compte tenu de la nécessité¢ d'améliorer I'absorption de la BBR certaines études ont exploré
l'utilisation des promoteurs de perméation, y compris les épices, les promoteurs a base de
peptides, tensioactifs, et des polymeres (Aungst, 2000 ; Fan et al., 2013), inhibiteurs de la
glycoprotéine P (abrégé en tant que P-gp) (Chen et al., 2011) et des systemes de libération a

base des microparticules telles que les nano/micro-émulsions, micelles, liposomes et des
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nanoparticules lipidiques solides (Zhu et al., 2013), afin de résoudre ce probléme (Liu et al.,
2016). Cependant, un seul rapport décrivant I'amélioration de la biodisponibilité de la BBR
par un minéral argileux proposé par Rytwo et al. (2010). Malgré I’énorme diversité des
travaux, a notre connaissance, aucune étude n’a été faite sur la biodisponibilité et la libération
de BBR par des matrices inorganiques tels que les HDL. Le présent chapitre présente un
travail exhaustif fondé sur la pertinence d’HDL comme un systéme de libération controlée
pour la BBR, pour lequel nous avons spécifiquement étudié l'influence du processus
d'immobilisation de la BBR dans des HDL MgAl et ZnAl sur sa cinétique de libération.
L’¢laboration des biohybrides BBR-HDL a été réalisée dans des conditions de chimie douce:
réaction d’échange ou adsorption de BBR dans le précurseur HDL et confinement par
précipitation de la phase HDL en présence de BBR afin de préserver la structure de la
berbérine et donc son activité. Une ¢étude approfondie et comparative de ces procédés a été
réalisée en vue de comprendre et de maitriser la formation du biohybride BBR-HDL, et de
contrbler le taux de libération de BBR, tenant compte des parameétres suivants: 1’effet de
charge des feuillets; I’effet de I’anion intercalée; 1’effet de la surface spécifique et I’effet de
rapport BBR:HDL, afin de définir un biohybride BBR-HDL mod¢le fournissant un systéme

d’administration performant.

4.2. Protocoles et techniques expérimentaux

4.2.1. Synthese des biohybrides BBR-HDL par des réactions d’échanges
Typiquement, 50 mg de HDL (MgAl) sont mis en suspension dans 10 mL d’une solution de
BBR préalablement dissous dans I’eau déionisée a différentes concentrations (0 — 5 mg/mL)
sous agitation magnétique pendant 15 min a 37° C pour faciliter sa solubilisation. Ensuite, la
suspension est vigoureusement agitée pendant 24 h dans un réacteur fermé a 37° C avec pH;
9,0. Apres, la suspension colloidale est centrifugée a 3500 tr/min, lavée avec de 1’eau
déionisée afin de séparer la phase biohybride BBR-HDL et le surnagent contenant la BBR
non adsorbée par ’HDL et puis laissée sécher a température ambiante pendant 24 h. Le
systeme résultant est nommé BMAE. Le surnagent est alors analysée par spectroscopie UV-
vis a 420 nm, longueur d’onde d’absorption maximale de la BBR. Les essais sont répétés trois
fois a chaque débit et la moyenne des résultats est calculée afin d'obtenir des résultats
statistiquement valides. En outre, ces essais ont été¢ optimisés en fonction de: I’effet de charge
(rapport molaire Mg>":AI’"), I’anion interlamellaire (CI" et COs;”) et la morphologie

(précurseur préparée par co-précipitation et par méthode d’urée).

Selon la nomenclature IUPAC: le 5,6-dihydro-9,10-dimethoxybenzo[g]-1,3-benzodioxolo[5,6-a]quinolizinium, CAS: 2086-82-1
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4.2.2. Synthese des biohybrides BBR-HDL par co-précipitation

Le protocole est similaire a celui utilisé pour la préparation des HDL de référence mais
dans un volume plus réduit (voir méthodologie). Brievement, 10 mL de chlorures métalliques
MgCl, or ZnCl, et AICl; de concentration totale 0,1 M (avec un rapport molaire M*":AI’" de
2) et une solution aqueux de soude (0,2 M) sont ajoutés simultanément avec un débit constant
dans un réacteur contenant une solution aqueuse de BBR (10 mL) a différentes concentrations
afin d’obtenir un pH de consigne constant tout au long de la réaction, 9 + 0,3 et 7,5 £ 0,3
respectivement, pour les phases MgAl et ZnAl. Q désigne le rapport théorique massique
définit comme le rapport de BBR sur la masse d’HDL théorique formé a partir du chlorure
ajouté. Le systéme est maintenu avec agitation vigoureuse et sous atmosphere d’azote pendant
24 h. Ensuite, les précipités sont recueillis et entreposés en suivant la méme procédure décrite
ci-dessus et les produits finaux sont nommés BMAC et BZAC, respectivement pour les
phases a base de magnésium et zinc. Les rendements de synthéses des phases biohybrides sont

donnés sur la Tableau 4.1.

Tableau 4.1. Rendement de synthése des formulations biohybrides.

Formulation BBR/HDL % BBR %HDL = BBR/HDL
(ch) (Qexp/ ch: %) (Qexp)
BMAC 1:20 (0,05) 99 98 0,05
1:4 (0,25) 99 99 0,25
1:2 (0,50) 97 88 0,55
1:1 (1,0) 93 81 1,14
BZAC 1:20 (0,05) 99 99 0,05
1:8 (0,125) 99 99 0,125
1:4 (0,25) 98 97 0,25
1:2(0,5) 95 90 0,52
1:1 (1,0) 91 89 1,02

4.2.3. In-vitro libération de la berbérine

Les essais de libération de la BBR a partir des phases biohybrides échangées BMAE et
co-précipitées BMAC et BZAC ont été réalisées dans un milieu aqueux tamponné saline (0,1
M, pH 7,4) a 37° C et sous agitation lente continue de 100 tr/min. Typiquement, 10 mg de la
biohybride sont dispersée dans 20 mL de la solution tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4). 5 mL
de surnageant sont ensuite prélevés et remplacés par le méme volume de tampon phosphate;
I’expérience est réalisée a différents intervalles de temps pendant 200 min et les quantités

cumulées de BBR libérées sont dosées par spectroscopie UV-vis a 420 nm.
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4.2.4. Techniques de caractérisations

Les diffractogrammes de rayons X ont été enregistrés sur un diffractometre Bruker DS
Advance, équipé d’une anticathode au cuivre (A = 1,54060 A), d’un monochromateur avant en
germanium, pour un pas angulaire de 0,02° en 2théta et un temps de comptage de 31,50 s. Les
signaux infrarouges ont été enregistrés en mode absorbance a I’aide d’un spectrophotometre a
transformée de Fourier Nicolet 200 FTIR (Thermo Scientific) dans une gamme de fréquences
comprises entre 400 cm™ et 4000 cm™. Les clichés de microscopie électronique en balayage et
en transmission ont ¢été¢ obtenus respectivement a I’aide d’un Quanta 200 FEI (FEI Corp.,
USA) a 10 kV et Jeol JSM-5400 a 15 kV pour MEB et FEI Tecnai G2 a 200 kV pour MET.
Les déterminations quantitatives de BBR immobilisées et libérées ont été acquises par
spectrophotomeétre UV-vis de type Shimadzu UV mini-1240. Les mesures de mouillabilités
des surfaces ont été déterminées a I’aide d’un appareil Contact Angle Metre Digidrop GBX.
La surface spécifique a été déterminée par des mesures d’adsorption-désorption d’azote sur un
ASAP 2020 Gas Adsorption Instruments. Avant traitement, les échantillons sont été dégazés

pendant 2 h sous un vide de 10 torr environ, 4 200° C.

4.2.5. Etude de ’activité anti-bactérienne

L’activité antibactérienne des différentes formulations biohybrides est évaluée sur trois
souches bactériennes pathogénes S. aureus CIP 543154, P. aeruginosa A22 et B. subtilis ILP
1428B par la méthode de diffusion en milieu gélosé telle que décrite par Heatley (1966). A
partir de colonies jeunes de 18 a 24 h, une suspension bactérienne est réalisée dans 1’eau
distillée stérile pour chaque souche. La turbidité de cette suspension est ajustée a 0,5
McFarland puis diluée au 1/100. On obtient alors un inoculum estimé a 10° unités formant
colonie par millilitre (ufc/ml). Cet inoculum est ensemencé par inondation sur des boites de
Pétri contenant la gélose Luria-Bertani.

Les disques (5 mm de diamétre) imprégnés de différentes fractions biohybrides sont
ensuite délicatement déposés a la surface de la gélose. Il en est de méme pour les disques de
BBR. Les boites de Pétri sont d’abord laissées pendant 1 h a la température ambiante pour une
pré-diffusion des substances, avant d’étre incubées a 37° C a 1’étuve pendant 24 h (Adesokan
et al., 2007). L’activité antibactérienne est déterminée en mesurant le diamétre de la zone

d’inhibition autour de chaque disque (Doughari et al., 2007).
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4.3. Résultats et discussions
4.3.1. Isothermes d’adsorption
En présence d’un sel d’ammonium quaternaire a 1’origine de 1’activité bactérienne, la
BBR a été choisie comme une biomolécule modele pouvant étre aisément introduite et
stabilisée par des matrices HDL dans le but d’'une administration controlée du principe actif
au fil de temps dans les formulations des médicaments. L’affinité entre les molécules de BBR
et les matrices HDL a été¢ étudiée a I’aide des isothermes d’adsorption lors desquels la
quantité de BBR adsorbée C; (mg/mg) est suivie en fonction de la concentration a I’équilibre

en solution C, (mg/ml) ou :

\Y% Equation 2.1
Cs = (Ci—C)— !

avece !

Ci (mg/mL) : 1a concentration initiale en solution ;
V (mL) : représente le volume de la suspension ;
m (mg) : la masse de 1’adsorbant.

Tout d’abord, des expériences préliminaires d’adsorption ont été menées afin de
déterminer la condition optimale pour I’adsorption de BBR en termes de temps de contact. La
Figure 4.2 montre 1’étude cinétique de 1’adsorption de la BBR (1 mg/ml) sur 10 mg de HDL.
L’¢quilibre d’adsorption est atteint au bout de 7 h de contact comme le montre la Figure 4.2.
Cependant, avant 7 h de contact une légere quantité de BBR est relarguée puis réadsorbée par
la matrice hote. Au bout de 24 h de réaction, la rétention de la biomolécule a faiblement
diminuée. Donc, pour s’assurer que 1’état d’équilibre soit complétement atteint, les études

suivantes ont été réalisées avec des temps de contact de 24 h.
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Fig. 4.2. Etude cinétique de 1’adsorption de la BBR.
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De fagon générale, les expériences d’échange montrent une faible adsorption de BBR.
La Figure 4.3 présente 1’ensemble des isothermes d’adsorption de BBR par les phases HDL

en fonction du rapport molaire Mg”":AI**

, de I’anion interlamellaire et de la morphologie de
la matrice hote. Les isothermes d’adsorption de BBR sur les phases [MgrAl-Cl]op avec R =2,
3 et 4 sont montrées dans la Figure 4.3A. En effet, on peut distinguer 3 segments sur les
isothermes ; pour des faibles concentrations de BBR (C, < 0,125 mg/mL), la rétention des
biomolécules progresse lin€airement jusqu’a atteindre un plateau dont la longueur et la
hauteur sont liées a la capacité d’adsorption, dépendant également du I’effet de charge de
feuillet. Au-dela, une deuxieme étape d’adsorption est mise en évidence. L’adsorption reprend
plus rapidement pour des valeurs de C, ¢levées. Ces résultats prouvent que I’adsorption
procede en deux étapes: une progression linéaire jusqu’a la saturation des sites de surface
suivie soit par un effet d’agrégation de surface des biomolécules soit d’une modification de la
surface spécifique des solide créant nouveaux sites sous 1’effet de la concentration croissante
des biomolécules. La capacité d’adsorption définie comme le rapport entre la quantité
d’adsorbat et d’adsorbant sur le plateau, la capacité d’adsorption est de 24%, 14%, 8,3%
respectivement, pour R = 2, 3 et 4. Ce méme genre de comportement a aussi été observé en
cas d’adsorption du MCPA sur [MgrAI-Cl] (Inacio et al., 2011). En revanche, les Figures
4.3B et 4.3C correspondent respectivement aux isothermes d’adsorption de BBR par MgAl
intercalé avec des anions COs> et MgAl préparé avec la méthode thermique de 'urée. 11 est
clair que la méme forme d’isotherme est obtenue comme exposé ci-dessus. Comme lors de
I’adsorption sur [Mg>Al-Cl]c.p, I’adsorption sur [Mgr,Al-COs]cop €t [MgrAl-Cl]yrse s€ produit
en deux étapes. En effet, dans le cas de [Mg,Al-COs]cop, la concentration en équilibre requis
pour atteindre le plateau d’adsorption était de 0,1 mg/ml et la capacité d’adsorption engendré
¢tait de 15%. Les interactions adsorbat/adsorbant concordent bien avec I’ordre de 1’affinité
matrice/anion (NO; < CI' < CO5”) proposée par Miyata (1983) car les anions carbonate sont
fortement ancrées par les feuillets hydroxyles. La présence d’anions carbonate a la surface des
feuillets, difficiles a extraire dans des conditions d’échanges ioniques standards, est I’un des
¢léments défavorables a 1’adsorption de BBR par les HDL. D’autre part, la phase [Mg,Al-
Cl]uree préparée par ’hydrolyse thermique de 1’urée, seul 12% de la capacité d’adsorption est
atteinte comparée a celle par co-précipitation. La méthode de co-précipitation conduit a la
formation de petites plaquettes de forme pseudo-hexagonale dont la taille varie entre 50-200
nm et agrégée en rose de sable. La méthode urée produit des particules de taille supérieure a
lum, faiblement agrégées. Ces différences texturales se traduisent par des surfaces

spécifiques distinctes, 59 et 24 m%/g respectivement (Fig. 4.4, Tableau 4.2).
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Fig. IV-4. Clichés MEB (A) phase co-précipitée, (B) phase préparée par hydrolyse thermique
de I'urée.

Afin de mieux comprendre I’adsorption de la berbérine par les phases HDL, nous avons

appliqué le modele de Freundlich :

Cs = K¢ Cg Equation 2.3
(utilisé sous forme linéarisée):

1 Equation 2.4
InCs = In K¢ + Hln Ce duation

avee !

K¢ : la capacité d’adsorption de ’HDL et
n : I’affinité adsorbat/adsorbant (ou le degré de linéarité entre Cs et C.).

Les résultats de la transformés linaire sont rapportés dans le Tableau 4.2. Comme le
montre les isothermes, il est difficile de les classer. Si I’on se référe a la classification de Giles
(Giles et al., 1960), la premiere partie de ces isothermes est de type S (1/n > 1) indiquant des
interactions compétitives adsorbat-adsorbant et adsorbat-adsorbat. Pour des valeurs élevées de
C., les interactions adsorbat-adsorbant s’imposent et les isothermes se rapprochent du type L.
Les valeurs de n, obtenues par ajustement. Les valeurs de n, obtenues par ajustement selon le
modele de Freundlich des deux régions de I’isotherme, confirment ce passage du type S (1/n >
1) au type L (I/n < 1) (Tableau 4.2). L’adsorption proceéde donc par échange ionique et
s’effectue en deux temps avec tout d’abord échange des sites en surface, suivi d’une
agrégation de surface ou bien encore d’une modification de la surface spécifique de la matrice
conduisant a la libération de nouveaux sites de surface permettant de rendre compte de
I’isotherme a haute concentration. Compte tenu de ces résultats, I’adsorption de la BBR sur
les hydroxydes doubles lamellaires révele une faible affinité dépendant de différents
parametres. La BBR se fixe a la surface externe du matériau avec un taux d’échange de 25 %

dans le cas le plus favorable.
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Tableau 4.2. Paramétres de Freundlich et surface spécifique des précurseurs.

Formulations K¢(mg/mg) I/n r Sger (m?/ 2)
[Mg,Al-Cl]eqp 0,24 1,19 09593 59
[Mg;Al-Cl]eqp 0,14 1,14 09795 -
BMAE  [MgAl-Cl]., 0,083 1,02 0,9980 -
[Mg,Al-CO;3].p 0,15 1,10 09976 -
[Mg>Al-Cl]uree 0,12 1,04 0,9951 24
A B [MgAlCll B
1.0 5 A [MgsAI-CI]cop 1.0 5 | [MngI'c”cop
* Mg ,AlCll 0 Mg,Al-COl
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Fig. 4.3. Isothermes d’adsorption de BBR sur des phases MgAl HDL (A) I’effet de rapport
Mg2+:Al3+, (B) leffet de I’anion interlamellaire et (C) I’effet de la morphologie.

Depuis que ’interaction entre les molécules de BBR et la phase MgAl HDL semble
favorable et que les conditions de synthése ont été optimisées, la co-précipitation de ’HDL en
présence de BBR a également réussi afin d’améliorer la quantit¢é de BBR retenue par la
matrice MgAl HDL et de préparer un véritable matériau biohybride basé¢ sur 1’association
intime de mono-feuillets BBR-MgAl HDL. Cette méthode est réalisée dans des conditions
douces (pH constant, 37° C) favorables a la protection des propriétés biologiques de la BBR
et a I’immobilisation d’une quantité plus importante (Tableau 4.1). Toutefois, la présence de

la BBR au milieu du précipité ne s’oppose pas a la formation de la phase minérale. La
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méthode de co-précipitation permet de conserver le rapport BBR/HDL initial et ainsi de
controler la quantité de biomolécules. Cependant un exces entraine une saturation des sites
d’adsorption et la présence de domaines riches en BBR. La Figure 4.5 présente la variation de
la quantit¢ de BBR retenue vis-a-vis la concentration de BBR en solution. L’isotherme
obtenue s’apparente a un isotherme de type L, mettant en évidence deux évolutions: une
progression linéaire d’adsorption jusqu’a Q = 0,5 suivie par une dépréciation due a la

saturation de la surface du minérale.

1N b I =
IS o ) o
1 1 1 1

BBR immobilisée (g/g)
n

o
N
1

o
o
1
o N

T T T T
0 001 002 003 004 005 006 007 0.8
BBR en solution (g/L)

Fig. 4.5. Isotherme d’adsorption de BBR lors de la co-précipitation de la phase MgAl HDL.

4.3.2. Caractérisations des biohybrides
4.3.2.1. Diffraction des rayons X

Les diffractogrammes des composées biohybrides BMAE et BMAC obtenues sont
représentés sur la Figure 4.6 en comparaison avec le précurseur de référence. En effet, les
diffractogrammes résultants révelent trois régions distinctes : (1) la région des petites angles
(20 < 30°) contenant les réflexions 00/ dont les positions dépondent de la taille de ’anion
intercalé ; (i1) la mi-26 région (30° < 26 < 50°) contenant les réflexions 0/ dont les positions
sont fortement affectées par le désordre structural et (ii1) la région des grandes angles (260 >
60°) contenant les réflexions /#k0 et hkl caractéristiques de I’ordre métallique au sein des
feuillets hydroxydes. Ces réflexions peuvent étre indexées dans un réseau hexagonal avec le
groupe d’espace R3m. Les paramétres de maille affinés ¢ et a de la structure rhomboédrique
ont été déterminés a partir de la position des réflexions 003, 006 et 110 respectivement
(Tableau 4.3). La réflexion 003 correspond a la distance interlamellaire et permet de calculer

le parameétre ¢ (¢ = 3/2[doos + 2doos]) alors que la réflexion 110 située au voisinage de 60° en

26 renseigne sur la distance intermétallique ou interatomique cation—cation au sein des
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feuillets hydroxydes et permet de calculer de manic¢re approximative le paramétre a (a =
2d;10) (Pérez-Ramirez et al., 2001).

La présence des raies de diffractions caractéristiques de la structure HDL sur les
diffractogrammes des phases préparées a la fois par échange et co-précipitation valident
’utilisation de ces méthodes de synthése pour la préparation de phases biohybrides BBR—
HDL. La distance interlamellaire moyenne est de 0,76989 nm pour BMAE et de 0,76626 nm
pour BMAC suggere I’intercalation d’anions chlorures et par conséquent il s’agit d’adsorption
de la BBR sur la surface de ’'HDL plutot qu’une intercalation entre les feuillets comme c’est
le cas pour la phosphatase alcaline (Mousty et al., 2008), la trypsine (Mansouri et al., 2007),
I’urease (Vial et al., 2006), PADN (Li et al., 2014), les anti-inflammatoires ibuproféne,
naproxene et ketopropheéne (Rojas et al., 2015). Cependant, les 1égers changements relatifs a
la distance interlamellaire apreés immobilisation de la berbérine, en comparaison du précurseur
de référence, peuvent s’expliquer par une perte des molécules de H,O a la surface des
cristallites HDL due a la présence de biomolécules. Le pic apparu a 18 (index¢ par fléche) en
26 pourrait étre causé par les bandes de coordinations formées aprés adsorption de BBR et
provenant de 1’agrégation BBR-BBR a la surface de I’HDL. En outre, on peut noter, une
diminution d’intensité, un ¢élargissement des réflexions apres adsorption de BBR conduisant a
une réduction de la taille des particules suivant la direction de c. En effet, ce chevauchement
structural, plus fortement apparue pour les phases BMAC que celles du BMAE, serait d a la
quantité¢ importante retenue par la co-précipitation. Ces résultats concordent bien avec les
isothermes d’adsorption de BBR et suggérent que 1I’immobilisation a lieu a la surface des

feuillets HDL avec une différence de désordre entre les deux méthodes de synthése.

Tableau 4.3. Paramétres structuraux des phases MgAl HDL et BBR-MgAl HDL (Q = 1).

Parametres DRX MgAl BBR-MgAl HDL
HDL BMAE BMAC
dj, nm doos | 0,780 0,769 0,766
doos | 0,389 0,383 0,380
dyjp 0,152 0,152 0,152
Paramétre a, nm 0,305 0,304 0,304
Paramétre ¢, nm 2,337 2,305 2,291
Taille des cristallites (selon I’axe ¢), nm 23,2 11,4 7,4
Y& VA Diebbi et al. /Int. J. Pharm. 506 (2016) 438-448 M.A. Djebbi these.doc 2017
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Fig. 4.6. Diffractogrammes X de MgAl HDL et BBR-MgAl HDL (Q = 1).

4.3.2.2. Spectroscopie infrarouge

L’identification des groupements fonctionnels ainsi que les natures des liaisons
chimiques présentes dans les systémes biohybrides obtenues ont été déterminées par
spectroscopie infrarouge. La Figure 4.7 présente les spectres infrarouges des phases
biohybrides obtenues en comparaison avec les spectres du précurseur de référence et de la
BBR. Les spectres montrent clairement la présence des deux entités biologique et minérale,
confirmant I’immobilisation de la biomolécule dans la matrice MgAl HDL. Parmi les bandes
de vibration caractéristique du réseau HDL qui couvrent la région entre 1000 et 400 cm’
!(Rives, 2001) ; la bande a 449 cm™ correspond & la bande de déformation O-M-O et les
bandes de vibration entre 850 et 550 cm™ sont attribuées aux vibrations d’élongation M—O.
Comparé¢ au spectre de précurseur, BMAE et BMAC montrent de nouvelles bandes centrées a
1496-1522 cm™, 1232-1273 cm™ et 1002-1042 cm™ correspondant respectivement aux
vibrations du groupement benzeéne, éther cyclique -O—C—O— et a la vibration d’élongation
antisymétrique C—O—C. Ces bandes sont typiques de la BBR (Li et Xu, 2010). Toutefois, il est
clair que les signaux de BMAE et BMAC sont la superposition des signaux de MgAl HDL et
BBR. II est évidant donc que le mécanisme d’intercalation n’a pas lieu lors de
I’immobilisation. En outre, nous notons une augmentation d’intensités des bandes de vibration
attribuées a la BBR autant qu'une diminution de celle du minéral tant pour BMAC que pour
BMAE, cette variation met en évidence I’augmentation de la quantité de BBR immobilisée

lors de la réaction de co-précipitation. Ces résultats coincident avec les résultats obtenus par
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diffraction des rayons X, indiquant que les biomolécules de BBR sont logés a la surface de
I’HDL.

La large bande avec un maximum a 3400 cm™ est attribuée 4 la vibration d’¢élongation
du groupement hydroxyle O-H présent dans les feuillets brucitiques autant que dans les
molécules H,O principalement intercalées dans I’espace interfeuillet. La bande a 1640 cm’
est attribuée a la bande de valence de formation de molécules H,O intercalées. Alors que la
bande a 1360 cm™ est attribuée a la vibration symétrique des anions —CO;> due a la
carbonatation de la phase HDL pendant I’incubation dans le réacteur fermé a 1’air, cette bande
est disparue dans le spectre BMAC di a la forte adsorption de la BBR lors de la méthode de

co-précipitation.
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Fig. 4.7. Spectres infrarouges de MgAl HDL et BBR—MgAl HDL (Q = 1).

4.3.2.3. Microscopie ¢lectronique a balayage

Les clichés MEB de la phase de référence MgAl et des phases biohybrides BMAE et
BMAC sont représentés sur la Figure 4.8. En effet, les phases MgAl co-précipitées présentent
une morphologie homogeéne constituée de plaquettes individuelles de forme pseudo-
hexagonale agrégées en « rose de sables » et de diamétre variables allant de 2,5 um jusqu’a 5
um. Par ailleurs, les clichés MEB des matériaux biohybrides affichent certaines modifications
texturales. La phase préparée par échange BMAE (Q = 1) présente un aspect morphologique
peu différent du précurseur. L’adsorption de la BBR sur la surface externe des particules
secondaires conduit a la désagrégation des petites cristallites de surface et I’apparition des
zones d’agglomérat BBR-BBR permet d’orienter les plaquettes modifiées par la BBR et de
diminuer légérement la cristallinité. Tandis que, la présence de la BBR dans le milieu de
précipitation lors de la co-précipitation BMAC (Q = 1) provoque une forte orientation des
cristallites comme le révele I’image avec des zones d’agrégations denses BBR-BBR. La
présence de BBR dans le milieu de synthése joue donc un rdle texturant important lors de la
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précipitation de I’HDL favorise une plus forte diminution de cristallinité que celle de la phase

préparée par échange.

Fig. 4.8. Clichés MEB de (A) MgAl, (B) BMAE et (C) BMAC HDL.

4.3.2.4. Analyse de surface

Afin de confirmer la présence de BBR sur la surface des cristallites HDL, une étude sur
la mouillabilité des différentes phases préparées déposées sur une lame de verre a été réalisée.
Cette méthode permet de savoir s’il ya une modification au niveau de la surface du support
minéral. Le principe consiste a déposer sur la surface du substrat une goutte d’eau et de
mesurer 1’angle de contact (voir méthodologie). Les mesures des angles de contact avant et
apres immobilisation de la BBR sont représentées sur la Figure 4.9. Il est évidant que toutes
les phases montrent un caractére hydrophile (I’angle de contact inférieur a 90°), I’angle de
contact de la phase MgAl est de 35,3° £ 0,3° ; lors de la présence de BBR 1’angle de contact
augmente et tend vers 1’hydrophobicité, 45,8° £ 0,60° et 65,9° £ 0,95° respectivement pour
BMAE et BMAC (Tableau 4.4) favorisant I’adsorption de la BBR sur la surface externe des

feuillets HDL. Des travaux similaires ont été¢ rapportés dans la littérature avec une surface
d’acier modifiée par la BBR (Lin et al., 2015). En outre, la mouillabilit¢ de surface dépend

fortement de la force de propagation des molécules d’eau W, la surface des feuillets s’avere
de plus en plus hydrophobe au fur et a mesure de l'augmentation de la quantit¢é de BBR

retenue en tant que Wj est plus négative.

Fig. 4.9. Images d’angles de contact pour (A) MgAl, (B) BMAE et (C) BMAC HDL.
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Tableau 4.4. Angle de contact (°) et force de propagation d’eau W (mN/m) des phases MgAl,

BMAE et BMAC HDL.
Phase Liquide = Angle de contact (°) W, (mN/m)
MgAl HDL eau 35,3+0,05 -13,36
BMAE HDL eau 45,8 + 0,60 -22,06
BMAC HDL eau 65,9 +0,95 -43,07

4.3.3. Cinétique de libération

La libération ionique de la BBR des matériaux biohybrides synthétisés a été étudice
dans un milieu tampon phosphate salin (0,1 M, pH 7,4) sur un intervalle de temps de 200 min.
Les quantités libérées de la BBR ont ¢té estimées par spectrophotométrie UV-vis a 420 nm et
les graphes du pourcentage de BBR libérée en fonction de temps a partir des deux
formulations BMAE et BMAC sont présentés sur la Figure 4.10. Comme le montre la Figure
4.10, l’allure des deux courbes est similaire mais le taux de libération de BBR semble plus
rapide pour BMAE que pour BMAC, prévoyant le potentiel de libération de ces matériaux.
Barahuie et al. (2014) ont rapporté un comportement identique en analysant la libération de la
chlorogenate par des matrices ZnAl HDL synthétisées par des réactions d’échange et co-
précipitation directe. Toutefois la libération totale de la BBR était presque terminée aprés 50
min, puis elle atteint un taux d’équilibre de 63% et 87% respectivement pour BMAE et
BMAC. Cette différence d’efficacité¢ de libération est due a une trés forte interaction et
association entre les molécules de BBR et la matrice HDL et a la différence importante en
quantit¢ de BBR retenue a travers les méthodes de préparation. En effet, la co-précipitation
permet une grande diffusion des molécules BBR au sein des feuillets HDL et donc de créer
des fortes liaisons favorisant une libération moyennement longue ainsi qu’un contréle plus
efficace. Ces résultats prouvent 1’avantage de la co-précipitation en tant que méthode assurant
une grande disponibilit¢ de la BBR ainsi qu’une libération controlée de cette derniere,
améliorerait son efficacité thérapeutique et I’observance du traitement en réduisant la

fréquence d’administration et les effets secondaires systémiques.
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Fig. 4.10. Variation du pourcentage de BBR libérée avec les temps par les phases
biohybrides BMAE et BMAC.

Afin de stimuler les courbes de libération in-vitro, des modéles mathématiques basés sur
les théories interfaciales des transferts de matiére ont été validés et ont permis d’identifier par

ajustement les mécanismes impliqués (Tableau 4.5).

Tableau 4.5. Modgeles cinétiques utilisés pour analyser la libération de BBR.

Mode¢le Relation

Ordre 0 (Dash et al., 2010) C/Cy = kot

Ordre 1 (Gao et al., 2014) In (C/Cy) = -kjt
Freundlich (Gao et al., 2014) In (1-C/Cy) =In kg + aln t

Les données de la modélisation sont présentées dans le Tableau 4.6. D’apres les
observations, il est clair que tous les modeles peuvent étre utilisés pour décrire la libération de
BBR par les phases biohybrides BMAE et BMAC. Cependant, selon les valeurs des
coefficients de détermination (R?) (Tableau 4.6), le modéle d’ordre 1 est plus adéquat pour
décrire ces courbes (Fig. 4.11). Ce modele décrit la dissolution des médicaments lors de
dosages pharmaceutiques, tels que ceux qui sont solubles dans l'eau dans des matrices

poreuses (Narashimhan et al., 1999 ; Silvina et al., 2002).

Tableau 4.6. Données de la modélisation des courbes de libération.

Ordre 0 Ordre 1 Freundlich
BMAE BMAC BMAE BMAC BMAE BMAC
R*=0,9851 R*=0,97895 R*=0,99718 R*=0,9898 R*’=0,99668 R>=0,98047
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Fig. 4.11. Mod¢élisation linéaire de la libération de la BBR selon le modéle de premier
ordre.

4.3.4. Test anti-bactérien des biohybrides synthétisés

Dans ce test, 1’évaluation de 1’activité anti-bactérienne des formulations biohybrides
synthétisées BMAE et BMAC sur des germes a 1’origine des infections de systéme digestif et
de diarrhée est d’abord réalisée a partir des suspensions aqueuses de ces matériaux. Les
résultats montrent que ces suspensions sont actives sur les souches de S. aureus, P.
aeruginosa et B. subtilis étudiées. Le précurseur et la BBR sont également employés dans
I’é¢tude pour comparaison. La phase de précurseur ne reléve aucune activité anti-bactérienne
tandis que ’activit¢é de BBR a été définie 100% comme référence pour les activités
ultérieures. Cependant, les diameétres des zones d’inhibition produits par BMAE et BMAC
sont variables d’une souche a autre et a travers les deux fractions (Tableau 4.7). Ces résultats
sont fortement dépendants de la méthode d’immobilisation et du comportement lors de la
libération. En effet, on enregistre une efficacité d’inhibition de 54%, 68% et 59% avec BMAE
alors que BMAC montre une capacité d’inhibition de 83%, 68% et 85%, a I’égard des germes
testés S. aureus, P. aeruginosa et B. subtilis, respectivement. Cela signifie que BMAC est la
fraction la plus active et que cette fraction concentrerait mieux le principe actif anti-bactérien
(la BBR dans notre cas). Nous pouvons noter également que les taux d’inhibition corroborent
ceux de la libération. Par ailleurs, I’effet synergique de la BBR et des différentes fractions a
¢été attribué contre P. aeruginosa (Fig. 4.12). Ce résultat suggere un potentiel plus inhibiteur
contre ce pathogéne pouvant s’expliquer par les charges positives de la fonction ammonium
contenue dans la BBR qui détruit I’enveloppe cellulaire chargé négativement de P.
aeruginosa en perturbant les équilibres de charge de celle-ci (Kim et Son, 2004 ; Sarkar et al.,

2011).
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Tableau 4.7. Performances anti-bactérienne de BBR, BMAE et BMAC.

Zone d’inhibition (S. aureus) Zone d’inhibition (P. aeruginosa) Zone d’inhibition (B. subtilis)
Fraction  Diametre CvV % Diamétre Cv % Diamétre (Y %
moyen (mm) % d’inhibition = moyen (mm) % d’inhibition = moyen (mm) % d’inhibition
MgAl 54+0,0 0 0 5+0,0 0 0 5+0,0 0 0
BMAE 6,83 +0,3 4 54 10,2+0,8 8 68 7,7+0,3 4 59
BMAC 10,5+0,5 5 83 14+1,0 7 93 11+£1,0 9 85
BBR 12,7+0,3 2 100 15+0,9 6 100 13+0,0 0 100
12 -
B S. aureus

B P. aeruginosa
O B. subtilus

-
o
L

Diameétre d'inhibition (mm)
D

MgAl BMAE BMAC

Fig. 4.12. Variation des diametres d’inhibition de la BBR libre et immobilisée.

4.3.5. Etude approfondie de la co-précipitation

Lors de I’étude comparée des méthodes de préparation des phases biohybrides
BBR-MgAl HDL, la méthode de co-précipitation a permis d’obtenir un taux
d’immobilisation de BBR plus ¢élevé que 1’échange direct (Tableau 4.1) ainsi qu’un taux de
libération tres important (Fig. 4.10). Le deuxiéme volet des travaux allant dans le méme sens
concerne 1’étude des phases biohybrides co-précipitées BBR—ZnAl HDL, mais nous devons
investiguer de maniere détaillée la co-précipitation de la matrice ZnAl HDL en présence de la
BBR en variant la quantité de BBR vis-a-vis la quantité d’HDL (rapport Q = BBR:HDL) afin
de pouvoir relever I’effet de ce rapport sur le comportement structural et morphologique ainsi

que sur la cinétique de libération.

4.3.5.1. Caractérisation structurale

L’identification de la structure et la pureté¢ des phases biohybrides obtenues ont été
¢tudiées par la technique des diffractions des rayons X. Les diffractogrammes des rayons X
des phases biohybrides BZAC sont comparées au diffractogramme de la phase de référence

ZnAl HDL, (Fig. 4.13).
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Fig. 4.12. Diffractogrammes X (A) des phases biohybrides BZAC co-précipitées a différents
rapports BBR:HDL et (B) de la région comprise entre 260 = 15°-25°.

La Figure 4.12A révele la structure HDL pour les différentes phases synthétisées a
travers trois pics de diffraction symétriques et aigues (003, 006 et 009). Ces observations
structurales montrent la possibilit¢ de précipiter la phase ZnAl HDL dans un réseau
bioorganique. La distance interlamellaire dgo; du précurseur était 0,79 nm, indiquant la
présence des anions chlorures entre les feuillets, en concordance avec les études antérieurs
(Barriga et al., 1998). La distance interlamellaire des phases contenant la BBR, a son tour,
montre une légére modification peut se traduire par une perte de molécules d’eau a I’intérieur

ou sur la surface de I’HDL et conduit donc a déduire que I’intercalation de la BBR n’est

84 M.A. Djebbi et al. / Int. J. Pharm. 506 (2016) 438-448

M.A. Djebbi et al. / Int. J. Pharm. 515 (2016) 422-430 M.A. Djebbithese.doc 2017



Chapitre 4

jamais réellement atteinte, c’est plutdt une adsorption a la surface de I’HDL, ainsi que le
révele, les dopz 0,78 nm pour Q = 1:8, et 0,77 nm pour Q= 1:2 et 1:1.

D’autre part, les phases ZnAl HDL contenant la BBR montrent une forte diminution de
la cristallinité. La Figure 4.12B présente le domaine comprise entre 26 = 15°-25°. Selon cette
figure, I'intensité des réflexions 006 diminue au fur et a mesure de 1’augmentation de la
concentration de berberine. Leur élargissement montre un désordre plus important de
I’empilement des feuillets selon la direction de c et pourrait donner lieu a la réduction des
tailles de cristallites. Le Tableau 4.8 montre 1’évolution de la taille des cristallites des
matériaux synthétisés estimés a partir des valeurs de la largeur a mi-hauteur des raies 006 en

utilisant I’équation de Debye-Scherrer :

k. Equation 4.1
~ PBcosh

D

Avec:

k : la constante de Scherrer (k =0.9) ;

M : la longueur d'onde de la radiation incidente utilisée (A = 1.54060 A) ;
B : la largeur a mi-hauteur de la ligne de diffraction ;

0 : I'angle de Bragg de la diffraction.

D’apres les données présentées dans le Tableau 4.8, la taille moyenne des cristallites est
considérablement affectée par la quantit¢ de BBR retenue. On note ainsi une réduction de
91% de la taille des domaines ordonnées suivant ¢, permet de conclure que la présence de
BBR dans le milieu de précipité s’oppose a la croissance cristalline de ’'HDL selon la

direction c ainsi qu’a I’organisation de la structure lamellaire du biohybride.

Tableau 4.8. Données DRX de la raie de diffraction 006 des phases biohybrides synthétisées.

Echantillon 26006 (°) Boos (°) Dygs (nm)
ZnAl 22.651 0.075 188.5
BBR:HDL 1:8 22.799 0.131 107.9
BBR:HDL 1:2 23.050 0.598 23.6
BBR:HDL 1:1 23.024 0.897 15.7

Afin de mieux appréhender I’interconnexion entre les molécules de BBR et les feuillets
de ’HDL, une autre technique de caractérisation structurale: I’infrarouge (IR), a été utilisée et
permet de mettre en évidence les interactions au niveau du systéme biohybride. La Figure
4.14 représente les spectres infrarouges des phases élaborées en fonction du rapport
BBR:HDL. IIs correspondent & la superposition des bandes de vibration de la BBR et de la
phase ZnAl HDL confirmant que la BBR est bien immobilisée. Le comportement de la BBR

est le méme, tant avant qu’apres 1’immobilisation, les signatures infrarouges sont identiques
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en nombres et positions des bandes. Les interactions BBR-HDL ne modifient pas la
conformation de la biomolécule.

Nous notons aussi la présence des bandes situées vers 1453-1520, 1235-1277 et 1001-
1051 cm™ attribuées respectivement aux groupement benzéne, éther cyclique —O—C—O— et &
la vibration antisymétrique C-O-C, typiques de la structure de la BBR comme c’est
mentionné auparavant. Ces bandes sont de plus en plus intenses avec 1’augmentation du
rapport Q tandis que les bandes caractéristiques de réseau HDL (voir section 4.3.2.2)
semblent de plus en plus faibles. Par ailleurs, la bande a 1362 cm™ certainement due a la
contamination par des anions carbonates issues de 1’air est masquée avec la forte diffusion de
la BBR sur la surface HDL (Q = 1:1).

En résumé, les investigations réalisée par infrarouge confirment bien 1’adsorption de la
BBR sur la surface externe du matériau inorganique puisque aucun déplacement des bandes

n’est observé et sont donc propices avec les observations par diffraction des rayons X.

benzéne
-0-C-0O-
C-0-C

r T T T T T T T T T T T T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d'onde (cm'1)

Fig. 4.14. Spectres infrarouges des phases biohybrides BZAC co-précipitées a différents
rapports BBR:HDL conjointement avec celui de la BBR libre.

4.3.5.2. Caractérisation microscopique

L’¢état de surface d’un échantillon est une donnée importante dans la compréhension des
mécanismes de liaison a cette surface. Des analyses micrographiques et nanographiques ont
¢té réalisées respectivement par microscope ¢électronique a balayage a différentes
agrandissement et par microscopie €lectronique a transmission afin de corréler les analyses
structurales avec la morphologie. La Figure 4.15 présente les différents clichés obtenus. En

effet, la BBR (Fig. 4.14A) est configurée par I’agrégation des protofilaments allant de 1,184
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jusqu’a 13,30 pm, ainsi que la phase ZnAl HDL co-précipitée nous rappelons d’une
morphologie homogene et particules de forme pseudo-hexagonale (Fig. 4.14E) s’agrégeant
sous forme de « rose de sables » (Fig. 4.14B). Lors de I’immobilisation de la BBR, un peu de
changement est constaté pour Q = 1:8 (Fig. 4.14C) qui devient signifiant a Q = 1:1 (Fig.
4.14D) par la formation d’une texture compacte au fur et a mesure de I’augmentation de la
quantit¢ de BBR nettement clair dans le clich¢ MET (Fig. 4.14F). Les phases biohybrides co-
précipitées révelent donc une morphologie irréguliere due a la non-uniformité de la croissance
des cristaux en directions cristallographiques. La présence de la biomolécule dans le milieu de
précipité en quantité importante influence la morphologie du matériau et s’ingere en quelque
sorte a leur la croissance cristalline. Ces observations n’évoquent qu’une forte dispersion de la
BBR sur les surfaces et les cotes autant que dans les mésopores conduit a une exfoliation des

feuillets HDL.

Fig. 4.15. Clichés MEB de (A) BBR, (B) ZnAl-HDL, (C) BZAC (Q = 1:8), (D) BZAC (Q =
1:1); clichés MET de (E) précurseur ZnAl-HDL et (F) BZAC (Q = 1:1).

4.3.5.3. Libération in-vitro de BBR
Le controle de 1’étape de la libération ionique du BBR a partir des biohybrides co-

précipités BZAC a été évalué¢ comme décrit précédemment. Un mélange physique de BBR et

ZnAl-HDL a été utilisé dans l'expérience de libération pour comparer le taux de libération de
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BBR. Sur la Figure 4.16 sont reportées les courbes cinétiques de la libération de la BBR.
L’analyse de ces courbes conduit aux conclusions suivantes:

Le mélange physique ne montre aucun effet de libération prolongée, la BBR a été libérée
totalement dans la solution. Alors que les différents rapports des biohybrides synthétisés
montrent bien D’effet administrateur du médicament « drug paylod ». Cela suggére un
attachement fort entre les molécules BBR et le matériau inorganique due aux bandes de
coordination a la surface des feuillets HDL. Cependant, I’effet retardateur de ces fractions
était fortement dépendant du rapport O, jusqu’a 82% de libération pendant 30 min pour Q =
1:8, 79% de BBR libéré par la phase a Q = 1:2 durant 50 min et le meilleur effet a été
enregistré avec le rapport Q = 1:1 76% durant 100 min de réaction. En outre, une autre
observation qui mérite d'étre mentionnée est la libération brutale du médicament “burst
effect” observé jusqu'a 30 min aprés le début de la libération. Ce “burst effect” diminue
progressivement avec [’affinit¢ de BBR aux feuillets HDL jusqu’a atteindre un taux
d’équilibre approximatif de 86%, effet logique compte tenu de la diffusion importante de la
BBR au sein du réseau inorganique au fur et a mesure de l’augmentation du rapport
BBR:HDL. La littérature a rapporté un profil similaire pour la libération de 1'acide ascorbique

de particules a base de composites d’oléate de sodium—MgAIl-HDL (Kameshima et al., 2009).
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Fig. 4.16. Courbes cinétiques de la libération de BBR dans un milieu tampon salin a partir de
biohybride BBR-ZnAI-HDL a différents rapports BBR:HDL.

Pour en savoir plus sur la cinétique de libération de BBR des biohybrides BBR—ZnAl-
HDL, trois mod¢les mathématiques (ordre 0, ordre 1 et Freundlich) sont utilisés pour faciliter

I’interprétation quantitative de ces résultats et la compréhension des mécanismes de libération
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du BBR. Les valeurs de la constante de vitesse et du coefficient de détermination (R?) obtenus
sont données sur le Tableau 4.9. Parmi les modé¢les actuels, le modéle d’ordre zéro révele des
mauvaises valeurs de (R?) et n’est pas apte a4 expliquer le mécanisme de libération. Au
contraire les modeles d’ordre 1 et Freundlich sont plus appropriés pour expliquer le processus
de libération de BBR a partir des fractions biohybrides. Afin d’aller jusqu’au bout de notre
analyse, il est important de scinder les courbes cinétiques de libération en deux phases : (i) la
libération brutale « burst effect » (phase I jusqu’a 80% de BBR cumulée) suivi par (ii) la
libération lente (phase II 80-100% de libération). Les phases I et II sont mieux décrites par le
modéle de Freundlich avec un coefficient de détermination trés élevé (R*~0.95-0.99) (Fig.
4.17). En effet, dans le modele d’ordre 1 le logarithme de la fraction de dissolution est la
fonction du temps, la vitesse de dissolution diminue en fonction du temps. Ce modele est
généralement observé avec une matrice poreuse pour une molécule active soluble dans 1’eau
(Narashimhan et al., 1999 ; Silvina et al., 2002). Alors que le mode¢le de Freundlich suppose la
diffusion hétérogéne sur des surfaces planes a la fois par diffusion contrélée et phénomene
d’échanges d’ions externes (Senapati et al., 2016). Ces résultats de simulation suggerent que
le processus de libération de BBR des biohybrides BBR—ZnAl-LDH est un mélange d’effets
comprenant a la fois la dissolution des nanoparticules et des échanges entre les anions
confinés dans la structure lamellaire et les phosphates de la solution tampon. Selon
Freundlich, la constante de vitesse (k) de la fraction a Q = 1:8 est supérieure a celle de Q =
1:2, qui est a sa tour plus ¢élevée que celle de Q = 1:1 (Tableau 4.9). Toutes ces observations
conduisent a conclure que plus le rapport de BBR:HDL est modifi¢ en faveur d’importants

taux d’immobilisation, plus la quantité de BBR libérée est lente.

Tableau 4.9. Constante de vitesse (k) et coefficient de détermination (R?) obtenus selon les
modeles d’ordre 0 et 1 et Freundlich.

Modéle BBR:HDL 1:8 BBR:HDL 1:2 BBC:HDL 1:1
I 1l I 1l I 1l
Ordre 0
ko 1,014 0,163 0,826 0,195 0,704 0,329
R? 0.9971 0,6647 0,9328 0,9834 0,8415 0,8424
Ordre 1
k, 0,118 1,16 102 0,066 7,44 10 0,024 5,48 107
R? 0,9757 0,8232 0,9939 0,9842 0,9817 0,9689
Freundlich
Kg 0,165 0,794 0,105 0,745 0,103 0,333
R’ 0,9983 0,9756 0,9961 0,9883 0,9554 0,9793

I pour 0-80% de libération et II pour 80—100% de libération.
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Fig. 4.17. Représentations graphiques des cinétiques de libération selon les modéles d’ordre 1
et Freundlich.

4.3.4.5. Biocompatibilité: étude anti-bactérienne

Comme nous I’avons présenté précédemment, la BBR révele un potentiel anti-bactérien
apres son immobilisation dans des phases MgAl-HDL. Il est nécessaire d’une part que le
matériau hote (précurseur ZnAl-HDL) soit biocompatible, mais d’autre part la cinétique de
libération de la formulation biohybride BBR—ZnAl-HDL doit également permettre de détruire
les cellules bactériennes. L’efficacité anti-bactérienne des différentes fractions préparées a
différentes rapport BBR:HDL a été testé sur les mémes souches étudiées auparavant selon la
méme procédure décrit ci-dessus. La viabilité des cellules bactériennes mises en contact avec
les formulations biohybrides est réduite et entrainant une destruction en fonction de la
concentration de BBR dans le biohybride. Les inhibitions produites par les fractions
biohybrides sont exposées dans le Tableau 4.10. ZnAl-HDL comme MgAl-HDL ne montre
aucune activité anti-bactérienne puisque la structure minérale ne contribue pas a I’activité

anti-bactérienne, alors que ’activit¢ de BBR a été fixée a 100% comme référence. D'autre
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part, les fractions de biohybrides ont démontré une activité anti-bactérienne fortement
dépendante de la quantit¢ de la biomolécule retenue au sein des feuillets HDL. Toutefois,
la zone d'inhibition augmente au fur et a mesure de 1’augmentation de la quantit¢ de BBR
chargé sur ’HDL suggérant que plus de BBR est disponible plus I’effet anti-bactérien est
important. Ces résultats indiquent aussi que la BBR est libérée des biohybrides sous forme
active. D’apres les tests anti-bactériens, P. aeruginosa est plus sensible envers la BBR, alors
que S. aureus et B. subtilus semblent étre moins sensibles. Cela peut se traduire par la
différence dans la structure de 1’enveloppe cellulaire résultant du fait que P. aeruginosa est
une bactérie a Gram-négatif tandis que S. aureus et B. subtilis sont des bactéries a Gram-
positifs. Classiquement, les bactéries sont divisées en deux groupes principaux: les bactéries a
Gram-positifs et les bactéries a Gram-négatifs. Les deux groupes ont une enveloppe cellulaire
constituée d'une membrane cytoplasmique (ou membrane interne) et d’un espace
périplasmique (paroi cellulaire composée de peptidoglycane): dans les Gram-positives, la
paroi est épaisse, alors que dans les Gram-négatives, la paroi est mince. Dans les bactéries a
Gram-négatives, la paroi cellulaire est entourée par une membrane externe contenant des
lipopolysaccharides et des lipoprotéines. Les porines sont des protéines présentes dans cette
membrane cellulaire, permettant aux substances de passer a travers cette derniére. Dans les
bactéries a Gram-positives, la paroi cellulaire de 1’enveloppe cellulaire peut s’ancrer par

l'acide lipotéichoique (Fig. 4.18).

Lipoteichoic acid Lipopolysaccharide Porin
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Fig. 4.18. La composition de I’enveloppe cellulaire dans les bactéries a Gram-positives et a
Gram-négatives (OpenStax college, 2013).
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Deux mécanismes d’interactions possibles peuvent étre responsables de l'activité anti-
bactérienne observée. Le premier mécanisme implique l'adsorption du P. aeruginosa sur les
feuillets brucitiques chargés positivement et interagissant avec les molécules chargées
négativement sur la membrane externe de I’enveloppe cellulaire, composée de phospholipides
et lipopolysaccharides. Les lipopolysaccharides conférent une charge fortement négative a la
surface cellulaire des bactéries a Gram-négatives. Des études similaires ont montré cette
tendance, se trouvent dans les travaux de Jiang et al., (2007), Rong el al., (2008), Meng et al.,
(2009) et Zhao et al., (2012). Alors que le deuxieme mécanisme résulte de la charge positive
révélée par la fonction ammonium dans la structure de BBR, qui pourrait détruire 1’équilibre
de charge de la membrane cytoplasmique de P. aeruginosa due a I’interaction €lectrostatique
avec la membrane externe chargé négativement, en permettant leur passage au paroi cellulaire
(Kim et Son, 2005; Sarkar et al., 2011). Le mécanisme de I'activité anti-bactérienne de
BBR se décompose en différentes phases (Meng et al., 2009): (i) adsorption sur la surface de
la cellule bactérienne (membrane externe), (ii) la diffusion sur la paroi peptidoglycane a
travers les porines de la membrane externe, (iii) enchére pour la membrane cytoplasmique,
(iv) perturbation de la membrane cytoplasmique, (v) libération des constituants

cytoplasmiques et (vi) mort de la cellule.

Tableau 4.10. Performances anti-bactériennes des fractions biohybrides co-précipitées BZAC
en fonction du rapport BBR:HDL.

Zone d’inhibition (S. aureus) Zone d’inhibition (P. aeruginosa) Zone d’inhibition (B. subtilis)

Fraction Diamétre (Y % Diamétre CVv % Diamétre (Y %
moyen % d’inhibition moyen % d’inhibition moyen % d’inhibition
(mm) (mm) (mm)

ZnAl 5+0,0 0 0 5+0,0 0 0 5+0,0 0 0
BBR:HDL 1:8 5+0,0 0 0 9+0,5 6 60 7+0,5 7 54
BBR:HDL 1:2  7,17+0,6 8 57 11,17+ 0,6 6 77 10+0,5 5 75
BBR:HDL 1:1 10+£0,0 0 79 12+0,5 4 85 11+ 1,0 9 80

BBR 12,7+0,3 2 100 15+0,9 6 100 13+0,0 0 100

4.3.5.5. Corrélation entre structure/microstructure, profil de libération et activité anti-
bactérienne

A la lumiére des résultats ci-dessus, une corrélation entre structure/microstructure,

vitesse de libération et potentiel anti-bactérien peut étre fait. Une importante quantité de

biomolécule sur la surface cible (HDL) avec une libération lente permet une administration

optimale. L'influence de l'interaction entre la BBR et les feuillets HDL sur le taux de

libération et l'efficacité anti-bactérienne peut étre décrite par un véritable modele d'association

BBR-HDL. Les caractérisations physico-chimiques ont montré¢ la création d’un défaut
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d’empilement suivi par un désordre structural et une perte de cristallinité avec 1’augmentation
du rapport BBR:HDL. La plupart des molécules de la BBR se désorbent de la surface de
I’HDL et diffusent dans le milieu en solution via un échange ionique externe, responsable de
1'évolution rapide de la libération en phase I, alors que la forte diffusion de BBR au sein des
feuillets HDL est responsable de l'exfoliation de ces dernicres et du ralentissement de
libération en phase II, qui prend plus de temps. La Figure 4.19 illustre un modele réaliste de

['association BBR—-HDL.

BBR/HDL 1:8 BBR/HDL 1:2 BBR/HDL 1:1

Feuillets HDL

Chlorure de Berberine (BBR)

® Anion compensateur de charge

Fig. 4.19. Schéma représentatif de 1’interaction BBR-HDL.

4.4. Conclusion

L’étude de I’immobilisation de la BBR sur des phases hydroxydes doubles lamellaires
MgAl et ZnAl en modifiant les conditions de synthése a montré la possibilité¢ de former des
matériaux biohybrides quelle que soit la méthode de synthése employée afin d’obtenir un
nouveau systeme de libération de la BBR de type implant pour la voie ionique. Les synthéses
directes par co-précipitation entrainent I’immobilisation d’une quantit¢ de BBR plus
importante. La méthode par co-précipitation permet de conserver le rapport BBR:HDL initial
et ainsi de mieux contréler la quantit¢ de biomolécule. Ces nouveaux matériaux ont été
caractérisés par différentes techniques physico-chimiques (DRX, IR, UV-vis, MEB, MET et
angle de contact) qui nous ont permis de contrdler la structure et la composition des matériaux
afin d’identifier le mécanisme d’immobilisation. L’ immobilisation de la BBR sur les phases
HDL a eu lieu sur la surface des cristallites HDL en entrainant une perte de cristallinité et un
désordre structural au niveau de ’empilement des feuillets, fortement dépendant de la
méthode de préparation et du taux de BBR retenue. Cependant, la spectroscopie infrarouge
montre que la structure de la biomolécule immobilisée est globalement préservée. Les
biohybrides obtenus sont utilisés par la suite pour évaluation de cinétiques de libération.
L’HDL peut étre utilisé dans une préparation thérapeutique et les phases co-précipités sont

une parfaite illustration au regard de ses taux de libération et activités anti-bactériennes in-
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vitro. En effet, la co-précipitation concentre mieux le principe actif (BBR) que la méthode
d’échange et donne I’espoir d’utiliser ce principe actif a la hauteur d’autres spécialités
pharmaceutiques couramment employées. Cette ¢tude, au-dela de ses objectifs d’optimisation
de l’immobilisation et libération de la BBR, est avant tout la validation de 1’usage

traditionnelle de la BBR dans un systéme d’administration performant a large application.
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Chapitre 5

Contribution des Hydroxydes Doubles Lamellaires a I’¢laboration
de matériaux d’¢lectrodes: Vers une nouvelle génération de source
d’€énergie ¢lectrochimique

Mohamed Amine Djebbi, Mohamed Braiek, Philippe Namour, Abdesslem Ben Haj Amara, et
Nicole Jaffrezic-Renault

Résumé Les hydroxydes doubles lamellaires (HDL) ont été largement utilisés au cours des
derniéres années en raison de leurs propriétés physico-chimiques uniques et du vaste
¢éventail d’applications prometteuses dans de nombreux domaines telle que
I’¢lectrochimie. L’objet du présent chapitre consacré a la synthése des HDL
magnésium-aluminium (MgAl) et zinc-aluminium (ZnAl) est de développer des
nouveaux matériaux d’¢lectrodes qui pourraient constituer des alternatives
précurseurs aux matériaux a base de carbone. Les nanofeuilles MgAl et ZnAl HDL
ont été préparés par la méthode de co-précipitation a pH constant et uniformément
supportés sur des matériaux d'électrode a base de carbone, laissant envisager leur
utilisation en tant que matériau ou précurseur de matériau d’électrode. La composition
chimique des matériaux ainsi que leurs propriétés physico-chimiques en termes de
structure globale et locale, morphologie et propriétés de surface ont été étudiées par le
couplage de différentes techniques d’analyse (XRD, IRTF, MEB, MET, angle de
contact, BET) avant de réaliser la caractérisation des propriétés électrochimiques par
voltammétrie  cyclique,  spectroscopie = d’impédance  électrochimique et
chronoampérométrie. En effet, les caractérisations physico-chimiques ont montré la
formation de composés bien cristallisés dans un systéme hexagonal ayant des
propriétés hydrophiles. Les analyses électrochimiques montrent que ces matériaux ont
un comportement réversible. La hiérarchie de 1’¢lectrode modifiée prouve que I’effet
conducteur du matériau dépend considérablement des cations métalliques divalents et
confére au processus global d’oxydo-réduction a I’interface électrode/électrolyte. Les
propriétés capacitives des phases MgAl et ZnAl ont été étudiées pour utilisation en
tant que matériaux d’électrodes de pile & combustible microbienne (PCM). Ces
analyses ont alors montr¢ les potentialités applicatives des matériaux HDL choisis en
révélant une nouvelle voie remarquable des ¢lectrodes performantes et rentables.

Mots-clés Hydroxyde double lamellaire (HDL), pile a combustible microbienne (PCM), co-
précipitation, électrode modifié, performance électrochimique

Abstract Layered double hydroxides (LDHs) have been widely used in the past years due to
their unique physicochemical properties and promising applications in
electroanalytical chemistry. The present paper is going to focus exclusively on
magnesium-aluminum and zinc-aluminum layered double hydroxides (MgAl & ZnAl
LDHs) in order to investigate the property and structure of active cation sites located
within the layer structure. The MgAl and ZnAl LDH nanosheets were prepared by the
constant pH co-precipitation method and uniformly supported on carbon-based
electrode materials to fabricate an LDH electrode. Characterization by powder x-ray
diffraction, Fourier transform infrared spectroscopy, scanning electron microscopy
and transmission electron microscopy revealed the LDH form and well-crystallized
materials. Wetting surface properties (hydrophilicity and hydrophobicity) of both
prepared LDHs were recorded by contact angle measurement show hydrophilic
character and basic property. The electrochemical performance of these hybrid
materials was investigated by mainly cyclic voltammetry, electrochemical impedance
spectroscopy and chronoamperometry techniques to identify the oxidation/reduction
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Keywords

processes at the electrode/electrolyte interface and the effect of the divalent metal
cations in total reactivity. The hierarchy of the modified electrode proves that the
electronic conductivity of the bulk material is considerably dependent on the divalent
cation and affects the limiting parameter of the overall redox process. However, MgAl
LDH shows better performance than ZnAl LDH, due to the presence of magnesium
cations in the layers. Following the structural, morphological and electrochemical
behavior studies of both synthesized LDHs, the prepared LDH modified electrodes
were tested through microbial fuel cell configuration, revealing a remarkable,
potential new pathway for high-performance and cost-effective electrode use in
electrochemical power devices.

Layered double hydroxide (LDH), Microbial fuel cell (MFC), co-precipitation,
modified electrode, electrochemical performance.
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5.1. Introduction

Les piles a combustibles microbiennes (PCM), aussi appelées biopiles microbiennes
sont des nouveaux systémes ¢lectrochimiques qui exploitent des bactéries €lectrogénes pour
produire de 1'énergie électrique tout en dégradant les polluants organiques contenus dans les
eaux usées (Logan et al., 2006 ; Rozendal et al., 2008). Cependant, I’optimisation des biopiles
qui facilitera a terme la récupération d’énergie reste I'un des facteurs qui compromettent
sérieusement 1’efficacité de telles applications. Il est donc intéressant de chercher des moyens
d’améliorer leurs performances €lectriques.

De nos jours, de sérieuses perspectives de développement et beaucoup de recherches se
concentrent sur ’amélioration du transfert d'électrons entre les bactéries et les électrodes en
utilisant diverses approches, matériaux et conception d’électrodes. Car il est démontré que la
nature et la structure des électrodes sont des points cruciaux dans les PCM du fait que la
réaction biologique se produit principalement sur leurs surfaces. En effet, au cours de la bio-
¢lectrocatalyse anodique, les micro-organismes oxydent la matiére organique et les électrons
libérés sont transférés vers 1’¢électrode. D’ou la nécessité de développer des stratégies
nouvelles et simples pour fabriquer des anodes efficaces permettant d'augmenter la charge
bactérienne et d'améliorer la capacité de transfert.

Le matériau qui constitue 1’anode dans une PCM doit respecter plusieurs critéres
(Erable et al., 2010 ; Zhou et al., 2011). Le matériau idéal adapté devrait étre un bon
conducteur, biocompatible, durable, stable chimiquement et résistant a la corrosion. Il posséde
une surface spécifique élevée par unité de volume pour maximiser la croissance directe des
micro-organismes a sa surface et une faible résistance électrique. Enfin, il devrait étre
facilement disponible et a bas coft. En fait, des matériaux a base de graphite commerciale tels
que le feutre, tissu, carbone vitreux, papier et des barres semblent plus prometteurs et
largement utilisés dans la conception d’anodes pour une PCM car ils réunissent toutes ces
conditions (Min et Logan, 2004 ; Liu et al., 2010 ; Wei et al., 2011 ; Zhou et al., 2011). De
plus la modification des matériaux d’anodes s’avere un moyen efficace d’améliorer le
transfert d'électrons entre les bactéries et les électrodes.

Les argiles ont été fréquemment vu comme ['un des matériaux les plus prometteurs pour
des électrodes a bas cofit et aisément modifiable, susceptibles de répondre a des applications
dans le domaine de la production ou du stockage d’énergie du fait de leurs propriétés uniques,
telles que présence de lamelles métalliques, grande surface spécifique, granulométrie

controlable et une stabilité thermique élevée (Zhao et al., 2010), laissant envisager leur
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utilisation en tant que matériau ou précurseur de matériau d’électrode électrochimiquement
active et stable (Li et al., 2006 ; Wang et al., 2013). Particuliérement intéressant en argiles
anioniques, spécifiquement les composés hydrotalcite (HT), qui sont conformes aux normes
environnementales et relativement faciles a synthétiser. Les HT présentent une large
versatilité qui permet leur syntheése avec différentes combinaisons de cations divalents et
trivalents pour applications spécifiques (Valente et al., 2010 ; Aguilar-Vargas et al., 2013), y
compris la dégradation et I'adsorption d'une grande variété de polluants, comme des phénols,
des colorants et des oxyanions (Goh et al., 2008 ; El Gaini et al., 2009 ; Valente et al., 2011).
Récemment, Tonelli et al. (2013) et Mousty et al. (Mousty et al., 2013 ; Vialat et al., 2015)
ont révélé les potentialités applicatives de certaines compositions des matériaux HT en tant
que matériaux d’¢lectrodes de capteurs et biocapteurs chimiques.

Les hydrotalcites (HT) sont des composés appelés argiles anioniques du fait des
possibilités d’échange d’anions qu’ils possédent, répondant a la formule MgsAl2(OH)16CO3,
4H,0. Méme si les HT sont relativement rares dans la nature et sont associés a des formations
métamorphiques, la plupart sont des matériaux de synthése connue ailleurs par des
hydroxydes doubles lamellaires (HDL). Les HDL sont constitués de feuillets d’hydroxydes
métalliques de type brucitique Mg(OH), dans lesquels une partie des cations divalents M!" a
été substitué par des cations trivalents M ce qui induit un excés de charges positives des
feuillets. Cet exces de charge va étre compensé par la présence d’anions A™ dans I’espace
interlamellaire (Rives, 2001 ; Duan et Evans, 2006). La composition des feuillets associés a la
présence d’espéces chargée négativement donne ainsi la formule générale suivante: [MU;.
ML (OH) ¥ [(Axm)™.yH20], abrégé par (MM™-A) pour des raisons de commodité (voir
bibliographie).

En tant qu’argiles synthétiques largement étudiées, les HDL ont fait I’objet d’un grand
nombre de travaux de recherches par la communauté d’¢électrochimistes. Cependant 1’usage
des HDL en tant que matériaux d’électrodes restera I’un des questions concretes, il n’est pas
préoccupant mais il faut s’en occuper afin d’améliorer son applicabilité¢ et son efficacité
(Indira et al., 1994 ; Kamath et al., 1994 ; Yarger et al., 2008 ; Obayashi et al., 2012). Il a
ainsi été signalé dans la littérature que les HDL dont leur composition comprend des cations
divalents et trivalents ou des médiateurs redox capable de subir une réaction d’oxydo-
réduction dans une large gamme de potentiel appliqué et ont été proposés en tant que
matériaux d’électrodes pour la transformation de 1’énergie électrique (Qiu et Villemure,
1997 ; Ballarin et al., 1998 ; Ballarin et al., 1999 ; Scavetta et al., 2002 ; Scavetta et al., 2003).

C’est cette propriété conductrice qu’il est alors nécessaire d’améliorer soit par 1’insertion
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directement des cations métalliques redox dans les feuillets, soit par I’intercalation de
molécules électroactives dans 1’espace interfoliaire (Vialat et al., 2015). En conséquence,
I’association de ces deux approches peut étre envisagée pour moduler les propriétés
intrinséques de I’HDL  (conductivité électronique, propriété acido-basique ou redox)
(Sanchez-Valente et al., 2000) afin de créer un relais d’¢lectron tout au long du matériau par
augmentation de la conductivité inter et intrafeuillets ainsi que la conductivité
interparticulaire. Par ailleurs, les études abordant le comportement électrochimique des HDL
en se référant sur la nature des cations sont trés limitées, elles sont dédiés aux HDL avec des
métaux de transition comme Ni et Co (Scavetta et al., 2003 ; Scavetta et al., 2005 ; Scavetta et
al., 2006 ; Faour et al., 2012 ; Vialat et al., 2013 ; Feng et al., 2014 ; Nejati et al., 2014). Du
fait de leurs propriétés bénéfiques y compris faible cotit, une bonne biocompatibilité, une forte
activité catalytique, et une haute stabilité¢ chimique, les matériaux HDL pourraient trouver une
application en tant que matériaux d’anodes pour les piles a combustibles comme s’est
rapporté treés récemment dans la littérature (Ding et al., 2010 ; Zebda et al., 2011). A des fins
analytiques, les électrodes modifiées a base des HDL sont principalement préparés sous forme
de films minces déposés sur la surface de I’¢électrode (Guo et al., 2010). Typiquement, une
goutte de la suspension colloidale de ’HDL est déposée sur la surface de 1’¢lectrode puis
laissée séchée a 1’air (Tonelli et al., 2013). D’autres stratégies de synthése ont été¢ également
appliquées pour la préparation des ¢lectrodes modifiées, comme par exemple le procédé
d’¢lectrosyntheése qui consiste a modifier 1’¢lectrode au cours de la synthése de la matrice
HDL (Scavetta et al., 2007) et la méthode dite couche par couche “layer by layer” qui permet
de réaliser des assemblages supramoléculaires des feuillets HDL, et de tout substrat chargé
négativement (Guo et al., 2010 ; Shao et al., 2010).

La maitrise des performances des matériaux HDL nécessite une compréhension de plus
en plus fine de leur structure ainsi que des relations entre structure, morphologie,
comportement électrochimique et propriétés d’emploi. Le présent chapitre est dédi¢ a une
¢tude comparative entre MgAl et ZnAl HDL en termes de structure, morphologie et
performance électrochimiques pour arriver enfin a une application potentielle pour la

production d’énergie tant que précurseurs de PCM.
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5.2. Techniques expérimentales
5.2.1. Préparation des ¢€lectrodes
Les ¢lectrodes de carbone modifiées ont ét€¢ préparées en déposant un mélange de
suspension aqueuse d’HDL (MgAl et/ou ZnAl) sur la surface de 1’¢lectrode ; carbone vitreux
(A = 0,07 cm?) et feutre de carbone (A = 1,13 cm?). Typiquement, 10 et 100 puL d’une
suspension d’HDL (2 mg/mL) dans de 1’eau déionisée, agitée toute une nuit, ont été¢ déposés
respectivement sur le carbone vitreux et le feutre de carbone puis séchés a température
ambiante. Avant le dépot, la surface de carbone vitreux est polie avec un papier de verre et
lavée a I’acétone puis polie ensuite avec une pate d’alumine Al,O3; avant d’étre finalement
rincée a I’eau et a 1’éthanol. Dans le cas du feutre de carbone, le feutre est oxydé dans une
solution d’acide nitrique (0,1 M) et inséré a ’intérieur d’un porte-échantillon (092-C 013)
ayant un diametre extérieur de 12 mm. La connexion entre le porte-€chantillon et le feutre de

carbone s’est fait par d’acier inoxydable.

5.2.2. Caractérisations physiques

Les diffractions des rayons X ont été¢ enregistrées sur un diffractomeétre a poudre D8
Advance en géométrie Bragg-Brentano, équipé d’un tube anticathode de cuivre en utilisant
des rayonnements CuKa (A = 1,5406 A, 40 kV et 40 mA) et d’un monochromateur avant en
germanium. Les diffractogrammes ont été réalisés dans le domaine angulaire en 26 : 2-70°,
avec un incrément angulaire en 26 de 0,02° et un temps d’intégration par comptage de 129,07
s. Les mesures infrarouges ont été réalisées en mode absorbance avec un spectrometre a
transformée de Fourier de type Nicolet 200 FTIR (Thermo Scientific) sur le domaine de
nombre d’ondes de 400 a 4000 cm™'. Les analyses MEB ont été effectuées en utilisant un
microscope Quanta 200 FEI (FEI Corp., USA) avec une tension d’accélération de 10 kV et
des agrandissements de 30000 et 38030. Les clichés MET ont été pris sur un microscope
Tecnai G2 opérant a 200 kV; les poudres HDL sont mises en suspension dans de 1’éthanol
durant une nuit et une goutte de la suspension a été déposée sur une grille de cuivre (400
mesh) couverte de carbone et mis a sécher a température ambiante.

Les mesures de mouillabilités des surfaces ont été¢ déterminées a 1’aide d’un appareil
Contact Angle Metre DIGIDROP GBX; gouttelette d’eau de 2 pL est utilisée dans les
mesures pour un temps d’acquisition de 30 s et les échantillons HDL sont séchés sous forme
de films minces sur une lame de verre. La surface spécifique a ét¢ déterminée par des mesures

d’adsorption-désorption d’azote sur un ASAP 2020 gas adsorption Instruments. Avant
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traitement, les échantillons sont été dégazés pendant 2 h sous un vide de 1072 torr environ, a

200 °C.

5.2.3. Caractérisations ¢électrochimiques

Les analyses ¢lectrochimiques ont été réalisées en utilisant un potentiostat VoltaLab 80
PGZ 402 pilot¢ par le logiciel VoltaMaster 4. Les expériences ont été faites dans un
¢lectrolyte de K4Fe(CN)s (10 mM) + PBS (20 mM, pH 7,4) en utilisant une cellule a trois
¢lectrodes, comprenant une électrode au calomel saturée (ECS) comme électrode de
référence, un fil de platine comme contre électrode les électrodes de carbone vitreux ou de
feutre de carbone comme ¢électrode de travail. Les courbes de voltammétrie cyclique VC ont
¢té enregistrées sur des fenétres de potentiels comprises entre -0,6 et 0,6 V (vs. ECS) avec des
vitesses de balayages de 0,01 a 0,3 V/s. Les mesures d’impédances IES ont été enregistrées
sur une gamme de fréquence de 100 mHz a 100 kHz et avec une amplitude de signal de -0,4
V. Les tracés de Nyquist obtenus ont ¢t¢ modélisés a 1’aide de circuits équivalents et du
logiciel VoltaMaster 4. L’évolution du courant stationnaire en fonction du temps a été

enregistrée par des mesures de chronoampérométrie CA a 0,2 V.

5.2.4. Test de PCM

Une chambre simple de type « Wheaton cell » (200 mL) a été mise en place dans le
laboratoire a température ambiante. Trois différentes anodes de dimensions (2,5 cm % 2,5 cm :
6,25 cm?) ont été utilisées dans le systtme de PCM; feutre de carbone nu, feutre de
carbone/MgAl HDL et feutre de carbone/ZnAl HDL. La cathode utilisée est un feutre de
carbone de diamétre 2,5 cm. Les systémes de PCM ont été remplis avec 150 mL d’effluent
primaire de la station de traitement des eaux résiduaires de Bizerte et nourris avec 1 g/L
d’acétate de sodium dans 50 mmol/L de tampon phosphate (pH 7.,4) (Shi et al., 2012). Le
contact ¢lectrique avec les €lectrodes est assuré par des fils de titane. Le pH de systéme est de
l'ordre de 7,0 + 0,3. Les anodes microbiennes ont été soumies a une polarisation constante de
0,2 V vs. ECS pendant 30 jours. Les tensions de systeéme ont été contrdlées toutes les 30 min a
I’aide d’un voltmetre numérique DT.92058. Les courbes de polarisation ont été obtenues en
variant la résistance de 10 a 10° Q. Pour la résistance appliquée, la densité de courant est
calculée a partir de la loi d’Ohm i = E/R normalisée a la surface projetée de I’anode ou i est le
courant, E la tension mesurée et R la résistance. Les densités de puissances €taient calculées

en utilisant 1’équation P = iE, et normalisées a la surface projetée de 1’anode.
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5.3. Résultats et interprétations
5.3.1.1. Caractérisations structurales des HDL
Les diffractogrammes X des phases HDL préparées MgAl et ZnAl sont présentés sur la
Figure 5.1. Les diffractogrammes démontrent deux types de réflexions ; (i) des réflexions
intenses, aigus et symétriques : 003, 006, 110 et 113, ainsi que (ii) des réflexions larges
antisymétriques : 012, 015 et 018, correspondent a des valeurs d’angle élevées, caractérisant
une phase pure de type hydrotalcite indexées dans un groupe d’espace R3m comme vu dans
les chapitres précédents (Chitrakar et al., 2008 ; Feng et al., 2012). Nous observons ainsi une
différence d’intensité de réflexion 003 caractéristique de la distance interlamellaire entre les
deux phases se traduisant par une différence de degré de cristallinité. La valeur moyenne
calculée de cette distance, de I’ordre de 0,78 nm pour les deux phases (Tableau 5.1), témoigne
de la formation d’HDL intercalés par les anions chlorures, en accord avec celle trouvé dans la
littérature (Barriga et al., 1998). La position en 26 des réflexions 00/ et 110 renseigne
directement sur les valeurs des parametres de maille, ¢ et a respectivement. Comme vu
précédemment, le paramétre intrafeuillet a = 2di10 est relié a la nature des cations (rayon
ionique) constituant le feuillet et leur rapport alors que le paramétre ¢ = 3/2[dooz + 2doos],
défini dans la direction d’empilement des feuillets, dépend de 1’épaisseur des feuillets et de la

nature de 1’anion intercalé. Les valeurs de ces parametres sont regroupées dans le Tableau 5.1.

Tableau 5.1. Données crystallographiques des phases HDL synthétisées.

HDL doos doos dino Parametre de maille (nm)
(nm) (nm) (nm) c a

MgAl 0,780 0,388 0,152 2,337 0,304

ZnAl 0,782 0,389 0,153 2,341 0,307

La largeur des réflexions 00/ a mi-hauteur (FWHM : Full With at Half Maximum) ainsi
que le faible rapport signal/bruit témoignent de la cristallinité des matériaux. Celle-ci est li¢e
aux aspects qui influent la formation d’une phase HDL (facteurs liés aux cations, vitesse
d’addition) qui limitent la croissance des cristallites. La variation des domaines de cohérence
D et les micro-contraintes € dans le matériau a pu étre réalisé a partir de la largeur intégrale 3
et angle de diffraction de Bragg 6 des réflexions, en se référant aux équations de Debye-

Scherrer (Eq. 4.1 et 5.1):

D k.A Equation 4.1
~ B cosH
B Equation 5.1
& =
4 tanf
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Ou k représente la constante de Scherrer (k = 0,9) et A est la longueur d’onde du rayonnement
X. Les tailles des cristallites et les micro-contraintes calculées a partir des raies de diffraction

sont regroupées dans le Tableau 5.2.

Tableau 5.2. La variation de tailles des cristallites et des micro-contraintes des phases HDL

synthétisées.
HDL 26 (°) Orientation Taille des Micro-contrainte
cristallites D (nm) £

11,33 (003) 194,7 0,542

MgAl 22,55 (006) 53,5 1,710
60,69 (110) 277,0 0,352
11,88 (003) 266,2 0,435

ZnAl 23,63 (006) 111,2 0,358
60,35 (110) 399,6 0,068

La dimension des cristallites selon la direction de a sont plus importantes que celle
selon c. Cette différence peut résulter soit d’un effet individuel, soit d’un effet combiné du
domaine de cohérence ou de la micro-contrainte. On note aussi une différence considérable de
taille de cristallite entre MgAl et ZnAl, qui peut s’expliquer par I’influence du rayon ionique,
la charge et les orbitales disponibles du cation divalent.

L’observation par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier permet d’étudier la
nature des liaisons des feuillets ainsi que de I’anion intercalé. L’étude des spectres IRTF des
phases MgAl et ZnAl préparées révele toutes les bandes caractéristiques de la structure HDL.
Ces bandes sont présentées sur la Figure 5.2 et correspondent aux vibrations des liaisons a
I’intérieur du feuillet (O-M-O et M—O) mais aussi des liaisons des especes présentes entre
les feuillets (anions chlorures et H-OH). Comme nous 1’avons vu aux chapitres précédents, la
bande de vibrations situées vers 440 cm™ correspond a la bande de déformation O-M-O et les
bandes de vibration entre 850 et 550 cm™ sont attribuées aux vibrations d’élongation M—O
(Rives, 2001). La bande a 1640 cm™ est attribuée a la bande de valence de formation de

I est attribuée a la vibration

molécules H>O intercalées. Alors que la bande a 1360 cm”
symétrique des anions —COs> qui se chevauche avec celle du Cl interlamellaire due a la
contamination de surface par des anions carbonates adsorbés qui tend a masquer la réponse
infrarouge des anions chlorures.

I est attribuée a la vibration

D’autre part la large bande centrée vers 3400 cm’
d’élongation du groupement hydroxyle O—H présent dans les feuillets brucitiques autant que

dans les molécules H>O principalement intercalées dans I’espace interfeuillet.
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Fig. 5.1. Diffractogrammes X des phases MgAl et ZnAl HDL.
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Fig. 5.2. Spectres infrarouges des phases MgAl et ZnAl HDL.
5.3.2. Morphologie des HDL

Les images MEB et MET des deux phases HDL (MgAl et ZnAl) sont montrées sur la
Figure 5.3. Ils se présentent sous forme de plaquettes hexagonales de dimensions variables
(Fig. 5.3C et 5.3D) s’agrégant entre elles pour former des cristallites secondaires en forme de
rose des sables ou de chateau de cartes (Fig. 5.3A et 5.3B), structure typique de matériau de
type hydrotalcite (Evans et Duan, 2006). Cependant, la taille des particules de ZnAl (Fig.
5.3D) (100-500 nm) semble plus importante que la taille des plaquettes observées pour MgAl
(Fig. 3C), inférieure a 200 nm. Cette observation est en accord avec 1’évolution de la taille des
domaines cohérents obtenus a partir de I’analyse par XRD discutée précédemment. La

variation de taille des particules apparait donc étre liée a la composition. En outre, des clichés
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SAED ont été également illustrés sur la Figure 5.3 (Fig. 5.3E et 5.3F), montrent des anneaux

diffus qui témoignent a des matériaux polycristallins.

Fig. 5.3. Clichés MEB (gauche), MET (milieu) et SAED (droite) des phases HDL préparées
MgAl (A, C et E) et ZnAl (B, D et F).

5.3.3. Propriétés de surface: mesures statiques d’angle de contact

Des mesures statiques d’angles de contact témoignent des propriétés de mouillabilité (la
charge de surface, I’énergie libre de surface et le caractére hydrophobe/hydrophile) sont
considérées comme 1’un des points essentiels pour comprendre la nature des interactions qui
s’établissent a la surface des cristallites HDL. Le Tableau 5.3 présente les différents
parametres de surfaces des phases MgAl et ZnAl HDL révélés avec trois liquides, eau,
formamide et diiodométhane. Ces propriétés de surface ont été obtenues en se référant a
I’approche de Van Oss (Eq. 5.2), I’équation de Young (Eq. 5.3) et les tensions interfaciales

des trois liquides cités ci-dessous et sont rapportées dans le Tableau 5.4.

ou :

yTOT: I’énergie libre par unité de surface (mJ/m?),

y*W: la composante apolaire de Lifshitz-Van Der Waals,
vAB: la composante polaire acide-base,

v : Dinteraction donneur d’¢lectron,

y": Dinteraction accepteur d’électron.

M.A. Djebbi et al. / App. Surf. Sci. 386 (2016) 3562-363 M.A. Djebbi these.doc 2017



Chapitre 5

Wa =yi(1 + cos@)) = 2(ys"WytW)1/2 + 2(ysyi*)1/2 + 2(ystyr) /2 Equation 5.3
ou :

W.: I’énergie d’adhésion par unité de surface (mJ/m?),
1: laphase liquide,

s: laphase solide,

6': ’angle de contact du liquide avec le substrat.

Tableau 5.3. Les tensions superficielles des liquides de référence (Azeredo et al., 1997), en

ml/m?.
Li qui de ,YTOT ,YLW ,Y+ v
Eau 72,8 21,8 25,5 25,5
Formamide 58 39 2,3 39,6
Diiodométhane = 50,8 50,8 0 0

L’analyse des résultats du Tableau 5.4 montre que les deux phases HDL (MgAl et
ZnAl) ont un caractere hydrophile. Les supports modifiés par HDL présentent un angle
inférieur a 90° ainsi que les propriétés de mouillabilité sont fortement dépendant du 1’énergie
d’adhésion d’eau, la surface est de plus en plus hydrophobe au fur et & mesure que W devient
plus négative. De plus, ils montrent des valeurs proches de la composante apolaire, possédent
une surface bipolaire (ys"B # 0) et laissant témoigner de matériaux de caractére donneur. La
composante Y5 est plus élevée que yi" révéle le caractére basique de ces matériaux. Ce
caractere polaire peut se traduit par la présence du groupement hydroxyle au sein des feuillets
brucitiques et/ou des molécules d’eau intercalés. Cependant, MgAl révele une plus importante
interaction polaire que ZnAl (ys*8 de 9.6 et 5.2 mJ/m?, respectivement, pour MgAl et ZnAl
HDL), bien que MgAl est moins donneur que ZnAl, les rendant ainsi plus utile en tant que
milieu nourrissant pour 1’¢lectrolyse microbienne. Par ailleurs, I’énergie libre totale par unité
de surface du MgAl est légeérement élevée que pour ZnAl, ces valeurs sont typiques pour des

surfaces ayant des énergies libres intermédiaires.

Tableau 5.4. Angles de contact (°), les composantes de tension superficielle, 1’énergie libre
totale et I’énergie d’adhésion d’eau Ws en mJ/m? des phases MgAl et ZnAl HDL.

H Angle de contact Composantes d’énergie libre Energie totale Ws
D Q’E glF Q’DM ,YSLW ,YS» ,YS+ 'YsAB _ _
L
MgAl 23,4 17,4 284 43,4 43,5 0,5 9,6 53,0 -10,15
ZnAl 13,4 20,3 14,5 46,4 58,2 0,1 52 51,6 -1,50

“E: Eau, F: Formamide et DM: Diiodométhane
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5.3.4. Propriétés électrochimiques

Apres avoir réalisé les caractérisations physico-chimiques développées précédemment,
les caractérisations électrochimiques ont ét¢ menées sur les matériaux HDL préparés sous
forme des films minces déposés a la surface des €lectrodes de carbone, carbone vitreux et
feutre de carbone sans aucun additif afin de mieux voir la réponse électrochimique des
matériaux HDL, ce qui constitue I’enjeu principale de ce chapitre. La voltammétrie cyclique
(VC), la spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE) ainsi que la chronoampérométrie

(CA) ont été employées a ces fins.

5.3.4.1. Voltammétrie cyclique (VC)

Afin de mieux comprendre 1’effet du cation divalent (Mg ou Zn) sur les performances
conductrices du matériau, une étude par voltammétrie cyclique a été réalisée sur les deux
phases HDL en tant que précurseur d’électrode. La Figure 5.4 montre la comparaison entre les
courbes de voltammétrie cyclique des électrodes modifiées par MgAl et ZnAl, dans une
solution tampon phosphate PBS (20 mM, pH 7,4) contenant (10 mM) du ferrocyanure de
potassium K4Fe(CN)s. La réponse électrochimique des deux matériaux met en évidence
Iactivité électrochimique du fer accumulé dans la structure HDL (couple redox Fe''/Fe™) qui
se manifeste par un déplacement des potentiels d’oxydation E,. (potentiel anodique) et de
réduction E,. (potentiel cathodique) et par D’intensité de courants obtenus (Ip. et I,c). La
Figure 5.4A présente les voltamogrammes du carbone vitreux et carbone vitreux modifié,
alors que la Figure 5.4B présente les voltamogrammes du feutre de carbone et du feutre de
carbone modifié. On observe ainsi qu’une paire réversible de pics d’oxydo-réduction est
obtenue, sauf pour le feutre de carbone nue aucun pic n’a ét¢ enregistré. En outre, on note
¢galement un changement notable de couleur du blanc au jaune a la surface d’électrodes,
laissant présager que le processus d’oxydation commence a partir du bord de dépdt et se
propage vers le centre des films HDL. Le processus d’oxydo-réduction au sein des feuillets

HDL peut donc étre décrit par la réaction suivant :

HDL-Fe(Ill) + e <«+—» HDL-Fe(Il) Réaction 5.1

Le Tableau 5.5 donne les caractéristiques relevées sur les voltamogrammes : potentiel
de pics en oxydation et réduction E,. et E,c ainsi que leurs intensités de courant (I, et Ip.c),
I’écart entre les pics d’oxydation et de réduction et le rapport entre les intensités des pics
d’oxydation et de réduction. En effet, les positions des pics d’oxydation et de réduction des

différentes électrodes sont : 0,298 V, 0,109 V pour le carbone vitreux nu ; 0,266 V, 0,131 V
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pour le carbone vitreux modifi¢ par MgAl ; 0,252 V, 0,134 V pour le carbone vitreux modifi¢
par ZnAl ; et vers 0,255 V, 0,131 V pour le feutre de carbone modifi¢ par MgAl. Alors que le
feutre de carbone modifi¢ par ZnAl n’induit pas de modification notable du comportement
électrochimique du couple Fe''/Fe!"!| les pics d’oxydation et de réduction sont faibles et larges.
En comparaison entre les électrodes de carbone nu et les électrodes de carbone modifié, la
réponse ¢lectrochimique augmente et I’écart entre les potentiels anodique et cathodique
(AEac) diminue. Un faible écart et un faible rapport d’intensité I,/Ip.c témoigne a un transfert
rapide et facile d’électrons au travers des feuillets HDL. D’autre part, les pics de courant
varient linéairement avec la vitesse de balayage dans une gamme de 0,01 a 0,3 V/s comme
c’est montré dans la Figure 5.4, indiquant que la réaction ¢lectrochimique se fait sous contrdle

diffusionnel.

Tableau 5.5. Les pics anodiques et cathodiques relevées sur les voltamogrammes ainsi que la
résistance de transfert de charge déterminée par impédance électrochimique des électrodes de
carbones nus et modifiés.

Electrode Epa(V)  Epe(V)  AEac (V) Ia(uA) Ipc (nA) Ip.a/Ipec Rer (kohm)
Carbone Vitreux 0,298 0,109 0,189 37,88 -21,20 1,78 202,4
MgAl HDL/ Carbone Vitreux 0,266 0,131 0,135 42,79 -25,31 1,69 185,5
ZnAl HDL/ Carbone Vitreux 0,252 0,134 0,118 33,71 -20,98 1,60 201,4
Feutre de Carbone - - - - - - 161,0
MgAl HDL/ Feutre de Carbone 0,255 0,131 0,124 2291 -14,73 1,55 33,13
ZnAl HDL/ Feutre de Carbone - - - - - - 73,77

En résumé, ces résultats suggerent que : (i) les électrodes de carbone modifiés sont plus
réversible que les ¢électrodes de carbone nus ; un faible écart (AE.c) prouve une meilleur
réversibilité, (i1) la présence des films HDL induit une modification notable du comportement
électrochimique du couple Fe''/Fe!"'; (iii) les films HDL présentent un caractére non-bloquant
vis-a-vis de la diffusion d’une espece électroactive soluble et peuvent servir en tant que
structure hote pour différents anions tel que I’hexacyanoferrate comme 1’a démontré Carpani
et al. (2006) et (vi) la réponse électrochimique obtenue par le matériau MgAl semble
supérieur a celle obtenue par ZnAl et peut se traduit par un meilleur processus de diffusion et
répartition des espéces chargés au niveau de I’interface externe et interne solide/¢lectrolyte a
travers la membrane HDL jusqu’a 1’électrode, MgAl est plus favorable au confinement des

ions ferrocyanures.
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Fig. 5.4. Courbes de VC des électrodes de carbone nu et modifié, (A) carbone vitreux et (B)
feutre de carbone, obtenues a une vitesse de balayage de 0,01 V/s dans un tampon phosphate
(20 mM, pH 7,4) + K4Fe(CN)s (10 mM).

5.3.4.2. Spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE)

Apres avoir présenté les résultats obtenus par VC et afin d’aller plus loin dans notre
¢tude des changements de conductivité pendant le processus électrochimique, des mesures par

spectroscopie d’impédance ¢€lectrochimique (SIE) ont été enregistrées dans une gamme de
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fréquence allant de 100 mHz a 100 kHz avec une amplitude de -0,4 V. Ces mesures sont
effectuées au potentiel de circuit ouvert (OCPs) apres 10 cycles d’oxydation/réduction en VC.
Toutes les données d’impédance ont été stimulées a 1’aide du modele de circuit équivalent

représenté sur la Figure 5.5.

CPE

Rrc Z\\_

Fig. 5.5. Circuit équivalent employé pour modéliser les diagrammes de Nyquist obtenus avec
des ¢€lectrodes de carbone nu et modifié. Rsest la résistance ohmique, Rrc la résistance de
transfert de charge, Zw I’impédance de Warburg et CPE la constante de phase.

Les spectres EIS obtenus a I’OCPs pour les deux phases HDL MgAl et ZnAl recouverts
a la fois par le carbone vitreux et le feutre de carbone sont présentés sur la Figure 5.6 sous la
forme de diagrammes de Nyquist. On remarque des comportements bien différents d’une

¢lectrode a ’autre allant d’une allure en demi-cercle a une ligne quasiment droite.
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Fig. 5.6. Diagrammes de Nyquist des ¢lectrodes de carbones nus et modifiés, (A) carbone
vitreux et (B) feutre de carbone.

La Figure 5.6A présente ainsi le comportement du carbone vitreux nu et modifi€, tous
les spectres montrent des caractéristiques communes dans la gamme allant de faible a haute
fréquence : (a) des grands arcs semi-circulaires dans la région de basse fréquence dont le
diamétre diminue en présence de ’HDL et (b) des lignes quasi-droites confondues d’une
pente de 60° a la région des hautes fréquences. Particuliérement intéressant est la région de
basses fréquences, les demi-cercles sont attribués généralement dans le circuit équivalent a la

résistance de transfert de charge Rrc en paralléle avec la capacité de la double couche. La
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composante principale de ce circuit est la résistance Rcr qui est un témoin direct de la
conductance ¢électronique du matériau, plus celle-ci est faible plus le transfert électronique est
facilité (Feng et al., 2014). Le diamétre du demi-cercle subit a une diminution lors de 1’ajout
de 'HDL en comparaison de I’¢lectrode nu, cela peut s’expliquer par une augmentation
remarquable de la conductivité électronique suite a I’immobilisation des ions Fe*" a travers la
membrane HDL. En effet, les valeurs correspondant de la résistance Rcr des différentes
¢lectrodes sont présentés dans le Tableau 5.5, il est a noter les résistances de 202,4, 201,4 et
185,5 kohm, respectivement pour le carbone vitreux nu, carbone vitreux/ZnAl et carbone
vitreux/MgAl. Comme s’est observé en voltammétrie cyclique (Fig. 5.4A) le matériau MgAl
apparait donc plus conducteur que ZnAl. Alors que les lignes quasiment droites dans la région
des hautes fréquences (b) décrivent un comportement diffusionnel des ions Fe?" a la surface
de I’¢lectrode nue ou modifié. D’autre part, les diagrammes de Nyquist des feutres de carbone
nu et modifié se trouvent dans la Figure 5.6B. L’allure des diagrammes obtenus est totalement
différente de celle présentée par le carbone vitreux. On observe des boucles semi-circulaires
et des lignes quasiment droites. Le feutre de carbone nue révele une ligne quasi-droite dans la
région de hautes fréquences (c) attribuée a la diffusion des ions Fe?". Le feutre de carbone
modifié par MgAl est caractérisé par un grand demi-cercle déprimé entre la région des hautes
fréquences (c) et la région des fréquences moyennes (b), suivie par une ligne droite dans la
région de basses fréquences (a). Ce comportement s’explique par une augmentation
progressive de la conductivité d’¢lectrode au fur et a mesure de 1’augmentation de la
fréquence. Enfin, I’allure du spectre du feutre modifié par ZnAl, montre une ligne quasi-droite
dans la région de hautes fréquences (c) suivie d’une légere courbure dans la région des
fréquences moyennes (b), cela suggeére une faible conductivité et confirme les résultats
obtenus par voltammétrie (Fig. 5.4B). Les valeurs de la résistance de transfert de charge Rer
des électrodes correspondantes sont affichées dans le Tableau 5.5, on note 161,0 kQ pour le
feutre nu, 33,13 kQ et 73,77 kQ, respectivement pour feutre avec MgAl HDL et feutre avec
ZnAl HDL. Ces données stimulées des spectres d’EIS confirment le caractére non-bloquant
des films HDL, et particulicrement la meilleure performance électrochimique de MgAl. En
outre, une fois que les nanofeuillets HDL ont revétus la surface du carbone, ils augmentent la
surface spécifique et améliorent la capacité de transfert électronique CPE parce que les ions
de I'¢lectrolyte sont facilement accessibles a 1'extérieur et 'intérieur des solides (Wang, 2003 ;
Zhou et al., 2005 ; Arico et al., 2005 ; Xie et al., 2012). En effet, MgAl HDL présente une
surface spécifique plus élevée (59 m?/g) que ZnAl HDL (42 m?/g), ce qui explique le meilleur
résultat obtenus avec MgAl HDL.
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A la lumiére des résultats ci-dessus avec les investigations VC et SIE, nous pouvons
dire que le transport de charge se produit a travers la HDL via des sauts d’électrons entre les
cations métalliques et les ions confinés a travers les pores et les canaux du matériau (Lovric et
Scholz, 1997 ; Lovric et al., 1998 ; Schroder el al., 2000 ; Doménech-Carb6, 2010 ; Vialat et
al., 2015). Afin de certifier les résultats précédents et d’expliquer 1'effet entre les cations Mg
et Zn, un intérét spéciale est accordé a la modification possible des phases se produisant au
cours de la réaction d’oxydation de Fe?", les films oxydés résultants ont été caractérisés par
DRX. La Figure 5.7 montre les diffractogrammes X de ces films. On observe ainsi une
modification significative avec la phase MgAl HDL. Tout d'abord, l'espacement basal de
MgAl est considérablement augmenté comme c’est visible par 1'augmentation des valeurs de
distance inter-réticulaire des réflexions 00/ de l'ordre de 0,5 nm (orientation ionique des
anions ferrocyanure) (Kikkawa et Koizumi, 1982). On remarque également un décalage vers
le bas des angles 26 qui est probablement lié¢ au départ des anions chlorures dans l'espace
interlamellaire des feuillets remplacés ensuite par les ions ferrocyanures de 1’¢lectrolyte
comme déja suggéré par Villemure et al. (2012). D'autre part, le diffractogramme X de film
ZnAl aprés la réaction d’oxydation des ions Fe?" est similaire a celui du film avant oxydation.
Il n’y a donc aucun changement structural lors de 1’oxydation €lectrochimique des atomes de
fer ce qui indique qu’aucune intercalation des anions ferrocyanure n’a jamais obtenue,

suggérant la diffusion de ces derniers seulement sur les sites externes de la structure minérale.
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Fig. 5.7. Diffractogrammes des rayons X des films déposés (A) MgAl et (B) ZnAl.

5.3.4.3. Chronoampérométrie (CA)

Afin de bien cerner le comportement ¢électrochimique des électrodes modifiées, nous

avons choisi de mettre en ceuvre la chronoampérométrie sur les électrodes de carbones,
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carbone vitreux et feutre de carbone, revétus par les matériaux MgAl et ZnAl HDL. La Figure
5.8 reporte 1’évolution de courant d’¢électrodes nues ou modifiées en fonction du temps de

réaction ¢lectrochimique a la surface des ¢électrodes pour un potentiel appliqué de 0,2 V.
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Fig. 5.8. Evolution de courant i en fonction de temps d’oxydation électrochimique des ions
Fe?" a potentiel imposé de 0,2 V des électrodes de carbones nus et modifiés, (A) carbone
vitreux et (B) feutre de carbone.

La Figure 5.8A présente le comportement du carbone vitreux nu et modifié¢ alors que la
Figure 5.8B montre le comportement du feutre de carbone nu et modifié. En absence du HDL
le courant se stabilise autour de 3 pA pour le carbone vitreux nu et on note que le courant est
nul pour le feutre de carbone confirmant le caractére bloquant. En présence de HDL le
courant diminue lentement jusqu’a se stabiliser autour de 10 pA pour MgAl (et ZnAl)/carbone
vitreux et autour de 0,08 et 0,14 pA pour respectivement MgAl/feutre de carbone et
ZnAl/feutre de carbone. Par ailleurs on constate que le courant chute plus lentement avec

MgAl que celui avec ZnAl, ces résultats expérimentaux sont cohérentes avec ceux obtenus avec
VC et SIE.

5.3.5. Application comme matériau d’anode dans un prototype de PCM

La mise au point de matériaux biocompatibles permettant de produire de I’énergie et de
faire fonctionner des dispositifs inspiré du concept de 1’¢lectro-catalyse a poussé les
chercheurs a utiliser des biofilms bactériennes pour mettre au point des biopiles microbienne
PCM. Méme si le potentiel de ce concept est immense, il y a certains verrous technologiques
a lever: les matériaux d’électrodes et le passage du laboratoire a la réalité¢ industrielle
nécessite encore de travaux afin d’accroitre les performances.

Les matériaux HDL sont des bons candidats potentiels grace a leur morphologie

plaquettaires permettant des interactions favorables a 1’adsorption de la matiére organique.
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D’autre part, ils vont aussi jouer le role de relais d’électrons a la surface d’¢lectrodes. La
Figure 5.9 présente les courbes tension-courant U = f(i) et puissance-courant P = f{i),
caractéristiques statiques expérimentale d’une PCM, afin d’explorer I’efficacité des matériaux
HDL sur des ¢lectrodes de feutre carbone en tant que matériaux d’anodes pour une PCM.
Comme montré a la Figure 5.9, la variation du potentiel anodique et cathodique affecte
clairement la tension de cellule de la PCM et la densité de puissance maximale générée par la
PCM a ét¢ significativement améliorée par le traitement de 1'anode avec les HDL. En effet, le
potentiel d'activation était moins élevé pour MgAl/feutre de carbone, car la tension en circuit
ouvert était de 0,571, 0,459 et 0,386 V, respectivement, pour ZnAl/feutre de carbone,
MgAl/feutre de carbone et feutre de carbone nu. En outre, les densités de puissance les plus
élevées ont été obtenues avec la PCM utilisant MgAl HDL (38,2 mW/cm?), soit 42% plus
élevée que celle obtenue avec le feutre de carbone nu (22,1 mW/cm?). Cependant, notre
catalyseur ZnAl HDL présente également de bonnes performances car les densités de
puissance enregistrent un maximum de 31,6 mW/cm?, 17% moins faible que celle obtenue
avec le catalyseur de la MgAl HDL. Ces observations concordent bien avec les précédents
résultats de 1’étude électrochimique fondamentale, la performance électrochimique de ZnAl
LDH étant supérieur que prévu du fait de 'augmentation de la surface de l'anode, qui offre

plus de sites de surface pour la croissance bactérienne.
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Fig. 5.9. Courbes de polarisation (tension-courant) (A) et puissance-courant (B) d’'une PCM
utilisé feutre de carbone nu et modifi€¢ en tant que matériau d’anode.
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5.4. Conclusion

Ce chapitre a exploré la synthése de deux différents hydroxydes doubles lamellaires :
MgAl et ZnAl HDL par la méthode de co-précipitation a pH constant en essayant de
comprendre plus finement leur composition, structure et morphologie qui contrdlent la
réponse ¢lectrochimique, afin de déboucher sur de potentielles applications dans le domaine
de I’énergie en tant que matériau d’électrodes pour une biopile microbienne. De nombreuses
techniques d’analyse ont été utilisées afin de caractériser les matériaux obtenus que ce soit en
termes de structure (XRD, IRTF), de microstructure (MEB et TEM) et de propriétés de
surface (angle de contact, BET). Les analyses physico-chimiques réalisées montrent que le
choix du cation métallique divalent influe sur la cristallinit¢ du matériau donc sur la taille des
particules ainsi que sur la surface spécifique. Parallélement, nous avons décrit la réponse
¢électrochimique des électrodes de carbone (carbone vitreux et feutre de carbone) modifiées
par des couches minces des phases HDL MgAl et ZnAl, 1’étude a clairement montré une nette
augmentation du signal électrochimique, des comportements similaires pour le carbone
vitreux avec une différence de conductivité entre les deux phases et des comportements tres
différents pour le feutre de carbone. Il apparait que la phase HDL MgAl semble plus
conductrice que la phase HDL ZnAl. Considérant les propriétés de transfert ¢levées des
phases HDL étudiées, 1’application de ces matériaux en tant que matériaux d’anodes dans une
PCM a été envisagée. Nous avons ainsi pu augmenter la densité de puissance du PCM de 22,1
mW/cm? avec le feutre de carbone nu jusqu’a 31,6 mW/cm? (environ 30%) et 38,2 mW/cm?
(environ 42%), respectivement avec le feutre de carbone modifié¢ par ’'HDL ZnAl et MgAL
Les performances entrevues suggerent que le développement de ces matériaux pour parvenir a

des applications réelles et optimisées est parfaitement envisageable.
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Conclusions et Perspectives

En profitant de leur facilité de synthese, de leur diversité structurale et de leur stabilité,

des matrices minérales a base de HDL de type MgAl e ZnAl sont représentées dans ce travail
de these dans différentes applications pratiques potentielles:en tant que vecteurs pour
stabiliser les biomolécules ou les molécules biofonctionnels, bien que précurseur de matériaux
d’¢électrodes pour une biopile.

En premiereétude, les travaux ont porté sur le confinement de la lactate déshydrogénase,
enzyme de la famille d’oxydoréductase sur les phases HDL MgAl et ZnAl. Deux procédés
d’immobilisation ont ¢ét¢ développés. L’échange anionique et/ou l’adsorption a mis en
évidence des interactions électrostatiques et des interactions de type hydrogéne. Le
mécanisme d’échange ou d’adsorption propose un recouvrement des enzymes a la surface de
la matrice minérale. Cependant la co-précipitation du matrice HDL dans une solution de la
lactate déshydrogénase a permis d’immobiliser une importante quantité d’enzyme. En effet,
au fur et a mesure que la quantit¢ de la lactate déshydrogénase retenue est importante,
I’empilement des plaquettes HDL devient désordonné et le matériau se disperse dans un
réseau organique.

L’immobilisation de la lactate déshydrogénase sur les matrices minérales que se soit le
procédé se manifeste a la surface descristallites HDL. La taille trop volumineuse de 1’enzyme
empéche son intercalation.

L’¢tude de I’activité enzymatique de la lactate déshydrogénase diminue lors de son
immobilisation. Cette perte est due soit a (i) un blocage des sites actifs engendré par la géne
stérique de ’HDL, (ii) I’accumulation de I’enzyme sur les phases HDL ou bien encore au (iii)
changement de la conformation de I’enzyme limitant la diffusion du substrat vers le site actif
de I’enzyme.En effet, les tests effectués sur les suspensions d’échange semblent plus
approprié pour un usage fonctionnel de I’enzyme. Toutefois, tous ces résultats préliminaires
ont révéléles potentialités de I'usage des HDL dans des analyses cliniques comme 1’un des
supports promoteurs pour immobiliser la lactate déshydrogénase en fournissant un
microenvironnement biocompatible par le maintient de leur bioactivité.

La deuxieme partie de ce travail a été dédi¢ a 1'étude de la mise au point des phases
HDL de type MgAl et ZnAl pour la libération controlée de principe actif, la chlorure de
berbérine de classe pharmaceutique. Le premier volet consiste a la synthése des matériaux
biohybrides HDL-BBR. Deux modes d’immobilisation ont été congus : les synthéses par

échange et/ou adsorption et les syntheése directes par co-précipitation de la matrice HDL en
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présence de la biomolécule. Différents paramétres tels quela densité de charge des feuillets, la
nature de I’anion interlamellaire intercalé, la morphologie de la matrice, et le rapport
BBR/HDL ont été étudié¢s. Cependant, les phases co-précipitée sont permis I’immobilisation
d’une quantité de BBR plus importante.

La caractérisation des matériaux aprisune grande part de cette étude, les techniques
classiques utilisées (DRX, IR, UV-Vis, MEB, MET et angle de contact)nous ont permis
decontroler la structure et la composition des matériaux afin de nous renseigner sur le
processus d’immobilisation. En fait, il a ét¢ montré que le mécanisme d’adsorption est
similaire a celui obtenueavecla lactate déshydrogénase.

Le second volet de cette ¢tude est destiné a 1’évaluation de la cinétique de libération de
la BBR a partir des matériaux biohybrides synthétisés bien qu'a tester les activités anti-
bactériennes sur trois souches pathogenes; Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
et Bacillus subtilis. Les testes réalisés montrent toutefois que la co-précipitation concentre
mieux le principe actif (BBR) que la méthode d’échange et que les formulations biohybrides
préparées préservent bien le caractére antibactérien de la berbérine. En effet, les avantages
thérapeutiques des porteurs de médicaments a base de HDL placeces matériaux en téte de la
liste de ses priorités et donne I’espoir d’utiliser cesmatériauxdanslalibération de haute
efficacité in vivo.

Enfin, la derniére partie de cette étude, a révélé les propriétés électrochimiques des
phases HDL étudiés : MgAl & ZnAl. Dans ce cadre, nous avons mis au point un prototype de
pile a combustible microbienne PCM dont le design a été choisi pour optimiser les
fonctionnements d’électrode, confinement réducteur a 1’anode et contact de 1’air a la cathode
et ’activité bactérienne solution d’effluent de la station de traitement des eaux résiduaire de
Bizerte. Nous avons ainsi testé les phases HDL MgAl et ZnAl comme précurseur d’anode
(feutre de carbone) et suivi les caractéristiques (tension-courant, puissance) de notre biopile.
On note que [I’utilisation du composé anodique MgAl ou ZnAl/feutre de carbone permet
d’atteindre des conditions optimales de fonctionnement, rapidement que pour la PCM utilisant du
feutre seul. En augmentant la surface spécifique anodique nous avons pu augmenter la densité
de puissance du PCM de 22,1 mW/cm” avec le feutre de carbone nu jusqu’a 31,6 mW/cm?®
(environ 30%) et 38,2 mW/cm® (environ 42%), respectivement avec le feutre de carbone
modifi¢ par ’HDL ZnAl et MgAl. Actuellement, avec les performances entrevues et les
amélioration a venir sur les matériaux d’¢lectrodes basés sur les HDL, nous pouvons
raisonnablement viser des applications réelles et optimisées, pourraient avoir lieu dans les

marchés commerciaux futurs, en particulier la filiaire de métrologie environnementale.
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The present work introduces new biohybrid materials involving layered double hydroxides (LDH) and
biomolecule such as enzyme to produce bicinorganic system. Lactate dehydrogenase (Lac Deh) has been
chosen as a model enzyme, being immobilized onto MgAl and ZnAl LDH materials via direct ion-
exchange (adsorption) and co-precipitation methods. The immobilization efficiency was largely
dependent upon the immobilization methods. A comparative study shows that the co-precipitation
method favors the immobilization of great and tunable amount of enzyme. The structural behavior,
chemical bonding composition and morphology of the resulting biohybrids were determined by X-ray
diffraction (XRD) study, Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy and transmission electron mi-
croscopy (TEM), respectively. The free and immobilized enzyme activity and kinetic parameters were
also reported using UV—Visible spectroscopy. However, the modified LDH materials showed a decrease in
crystallinity as compared to the unmodified LDH. The change in activity of the immobilized lactate
dehydrogenase was considered to be due, to the reduced accessibility of substrate molecules to the active
sites of the enzyme and the partial conformational change of the Lac Deh molecules as a result of the
immobilization way. Finally, it was proven that there is a correlation between structure/microstructure
and enzyme activity dependent on the immobilization process.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

a large pH domain has been extensively studied [5,6]. Bioinorganic
research on biohybrids can protect the biomolecules from decom-

Bioinorganic systems are nanostructared biohybrid materials in
which a biomolecule is assembled to nanosized inorganic solid [1].
They constitute a new generation of materials, at the interface of
biology and materials science [2]. These materials have been sub-
jected to intense research not only as ecological materials, but also
for other applications including biotechnology such as in biosensor
systems [3,4]. Therefore, immobilization of biomolecules, such as
DNA, ATP, nucleosides and enzyme with isoelectric point varying in

* Corresponding author. Laboratoire de Physique des Matériaux Lamellaires et
Nano-Matériaux Hybrides (PMLNMH), Faculté des Sciences de Bizerte, Université
de Carthage, Zarzouna, 7021, Tunisia.
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(M.A. Djebbi).

http://dx.doi.org/10.1016/j.molstruc.2015.10.065
0022-2860/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

position or denaturation, which made it useful in safe and targeted.

2D-Layered mineral materials, such as layered double hydroxide
(LDH), so called anionic clays or hydrotalcites (HTs), has attracted
considerable attention as host structures due to its technological
importance in catalysis, separation technology, optics, nano-
composites materials engineering, and medical science [7]. More
recently these inorganic materials have been also applied in
immobilization of enzyme for biosensor development [8,9]. LDH
are synthetic lamellar solids with positively charged brucite-like
layers of mixed metal hydroxides separated by interlamellar do-
mains occupied by anions and water molecules, defined by the
general formula [M?*1.xM? 4 (OH)2]**[(A xn)" yH20] (abbreviated
as M2*M3+—A, where M?* is a bivalent cation (such as Mg?*, Ni%*,
Cat, Mn2", Co?* or Zn?"), M3 is a trivalent cation (such as AT,
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ABSTRACT

Hydrotalcite (HT), also known as a layered double hydroxide (LDH) compound, has been widely used in
past years in the formulation of drugs due to its specific properties including good biocompatibility, null
toxicity, high chemical stability and pH-dependent solubility which aid in drug controlled release. In this
work, berberine chloride (BBC) class antibacterial agent was immobilized into magnesium-aluminum
LDH in order to improve the drug efficiency as well as to achieve the controlled release property. BBC
molecules were immobilized into MgAl LDH through a conventional ion exchange reaction and co-
precipitation method, The ion-exchange experiments of BBC on MgAl LDH were investigated with
particular attention paid to the influence of the layer charge, the nature of the intercalated anion and the
morphology. The immobilization efficiency was dependent upon the LDH properties and the
immobilization process. Characterization by powder x-ray diffraction, Fourier transform infrared
spectroscopy, scanning electron microscopy and contact angle measurements revealed that the
interaction of BBC with MgAl LDH occurs by adsorption rather than intercalation of BBC within LDH
layers. In vitro anti-bacterial tests were carried out using disc diffusion assay to prove the effectiveness of
these novel bichybrid beads as a controlled drug delivery method. Consequently, the BBC-LDH co-
precipitated formulation revealed an enhanced anti-bacterial activity compared to the ion-exchanged
formulation not only due to an improvement of chemical stability and retained amount of BBC molecules
but also due to the release property.

© 2016 Elsevier B,V. All rights reserved.

1. Introduction

et al,, 2002; Choy et al,, 1999; Ryu et al., 2010; Quin et al., 2015;
Dening et al.,, 2016; Nuruzzaman et al., 2016; Senapati et al., 2016;

Special attention has been paid to inorganic/inorganic, organic/
inorganic and biofinorganic systems in the past decades due to
their diverse technical applications and promising advantages
incorporated with desired functionality (Choy et al.,, 1998; Choy

* Corresponding author.,
E-mail addresses: mohamed.djebbi@etu.univ-lyon1.fr, med-djebbi@hotmail.fr
(M.A. Djebbi). i
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Wang et al,, 2016). Particularly, biofinorganic systems have been

. subjected to intense research not only as ecological materials but

also for their roles as both reservoirs and delivery carriers of
functional biomolecules (Choy et al., 2000; Kwak et al., 2004; Del
Hoyo, 2007; Seftel et al., 2013; Cunha et al., 2016). The inorganic
partner may contribute to novel functionalities by a synergic effect
at the nanoscale level of its own specific properties with that of the
biomolecules. Therefore, immobilization of biomolecules, such as
amino acids (Aisawa et al., 2001; lyi et al., 2013), DNA (Choy et al.,
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ABSTRACT

Layered double hydroxide (LDH) has attracted major interest as one of the most versatile drug delivery
systems especially for adsorption capacity and/or controlled delivery property of bioactive agents owing
to their combining features of biohybrid. ZnAl synthesized layered double hydroxide can offer a platform
te immobilize various types of bioactive compounds, particularly berberine chloride (BBC), However, the
immobilization reaction of berberine chloride into ZnAl-LDH was performed by direct co-precipitation
method at different ratios of BBC/LDH. BBC-ZnAl-LDH biohybrids were characterized in terms of
structure, surface morphology, in vitro drug release profile and antibacterial assay against various
bacterial cells. The BBC biomolecules were attached by coordinate bond. Structural and microstructural
characterization confirms that interaction of BBC with ZnAl-LDH occurs by adsorption rather than
intercalation of BBC within LDH layers. The BBC release profiles from BBC-ZnAl-LDH had a longer release
duration compared to the physical mixture, and the drug release seemed faster with the low ratio of BBC/
LDH. BBC—ZnAI-LDH can be internalized into bacterial cells. In vitro experiments in PBS medium showed
that BBC—ZnAl-LDH biohybrid had higher cytotoxicity and inhibitory effects against three pathogenic
bacteria; Staphylococcus aureus CIP 543154, Pseudomonas aeruginosa A22 and Bacillus subtilus ILP 1428B
upon the drug release profiles and its destructive potential depends on the loading BBC on the LDH layers.
Nonetheless these results prove that the prepared BBC-ZnAl-LDH biohybrids retain the anti-bacterial
character of the BBC molecules and are therefore potential modified drug delivery system (DDS).

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

2015). Particularly, clay minerals have been subjected to intense
research not only as ecological materials but also for their roles as

Over the past few years, the revolutionary development of
nanomedicine has emerged as one of the most prominent research
areas in biomedical science. This interdisciplinary technology is a
combination of both traditional medical technology and nano-
technology, with the exploitation of nanosized materials (Tan et al,,
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delivery carriers of drugs in pharmaceutical formulations (Gereli
etal.,, 2006). The mineral partner may contribute to the effect of the
drug activity by increase or decrease of the bioavailability of drug
after administration (Wai et al., 1966; Qtaitat, 2004; Gereli et al.,
2006).

Berberine chloride (BBC), a pharmaceutical agent whose
structure is shown in Scheme 1 is an alkaloid extracted from
the Berberidaceae family as Berberis vulgaris or Ranunlaceae such
as Coptis chinensis and Hydrastis canadensis herbs, was used
historically in Asian pharmacopoeia (Ayurveda and Traditional
Chinese Medicine). It is known to be a popular constituent in most
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Layered double hydroxides (LDHs) have been widely used in the past years due to their unique physico-
chemical properties and promising applications in electroanalytical chemistry. The present paper is geing
to focus exclusively on magnesium-aluminum and zinc-aluminum layered double hydroxides (MgAl &
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Keywords: method and uniformly supported on carbon-based electrode materials to fabricate an LDH electrode,

Layered double hydroxide (LDH)
Microbial fuel cell (MFC)
Co-precipitation

Modified electrode
Electrochemical performance

Characterization by powder x-ray diffraction, Fourier transform infrared spectroscopy, scanning electron
microscopy and transmission electron microscopy revealed the LDH form and well-crystallized materials.
Wetting surface properties (hydrophilicity and hydrophobicity) of both prepared LDHs were recorded by
contact angle measurement show hydrophilic character and basic property. The electrochemical per-
formance of these hybrid materials was investigated by mainly cyclic voltammetry, electrochemical
impedance spectroscopy and chroncamperometry techniques te identify the oxidation/reduction pro-
cesses at the electrodefelectrolyte interface and the effect of the divalent metal cations in total reactivity.
The hierarchy of the modified electrode proves that the electronic conductivity of the bulk material is
considerably dependent on the divalent cation and affects the limiting parameter of the overall redox
process. However, MgAl LDH shows better performance than ZnAl LDH, due to the presence of magne-
sium cations in the layers. Following the structural, morphological and electrochemical behavior studies
of both synthesized LDHs, the prepared LDH modified electrodes were tested through microbial fuel cell
configuration, revealing a remarkable, potential new pathway for high-performance and cost-effective
electrode use in electrochemical power devices.
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transferred to the solid electrode material. Hence, the development
of new and simple strategies to fabricate efficient anode materials
to increase the bacterial loading capacity and improve substrate
transport is of great interest and importance.

1. Introduction

Microbial fuel cells (MFCs) are novel bioelectrochemical sys-
tems thatexploit electrogenic bacterial to generate electrical power

while degrading organic pollutants in wastewater [1,2]. However,
improving anode performance in MFCs remains one of the decid-
ing factors for their applications, because the biological reactions
mainly occur over its surface, During anodic bioelectrocatalysis,
microorganisms oxidize organic matter and released electrons are
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Nowadays, a major challenge for microbial fuel cells (MFCs) is
to develop new anode materials for practical applications in bio-
electroremediation devices. Commercial graphite-based materials
such as carbon felt, carbon cloth, glassy carbon, carbon paper and
graphite rods have been widely used as convenient materials for
anode MFCs [3-6]. Thus, improving anode performance is impor-
tant for increasing power production. Previous research has shown
that electrode performance can be improved through chemical
modification of the anodes.



