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Titre : Etude des propriétés structurales, morphologiques et
électrochimiques de couches minces de nanocomposites hybrides
de type hydroxyde double lamellaire (HDL) / biomolécules :
Application aux biocapteurs de polyphénols

Résumé :

Les polyphénols sont des bioproduits générés par le métabolisme des végétaux. Récemment, ils ont
attiré ’attention par leur impact potentiellement positif sur la santé, en grande partie lié¢ a leur capacité
antioxydante. Ils interviennent également dans les aromes de vin, café, thé... et intéressent donc
I’industrie agroalimentaire. Le développement de biocapteurs adaptés a ces molécules est donc
nécessaire, tout en respectant certains critéres (simplicité d’utilisation, rapidité de la mesure, faible
cout). Dans le cas des biocapteurs enzymatiques, ’étape déterminante est l'immobilisation de
I’enzyme sur la surface du transducteur sans affecter ses performances.

Dans cette thése nous avons utilise des matériaux de type « hydroxyde double lamellaires »
(HDLs) comme matrice d’immobilisation de la tyrosinase, enzyme reconnaissant spécifiquement les
polyphénols, afin de fonctionnaliser la surface d’électrodes d’or sérigraphiées. L’objectif était
d’élaborer des microbiocapteurs pour détecter les polyphénols extraits du thé vert.

Les HDLs ont été synthétisés par la méthode de coprécipitation directe, puis caractérisés par
différentes méthodes physiques (spectroscopies Raman et infrarouge, diffraction des RX) afin de
confirmer leur composition et de définir leur structure cristalline. Puis, des films minces
bidimensionnels de HDL de différentes compositions ont été réalisés en faisant varier différents
parametres comme la nature du substrat, la concentration de la solution initiale de HDL et la méthode
de dépdt (auto-assemblage « SAM » ou spin coating). L’étude morphologique de ces films a été
réalisée par microscopie de force atomique (AFM) afin d’optimiser 1’état de surface avant
I’immobilisation de la tyrosinase. Le greffage de cette derniére a également été étudié par AFM. Enfin,
une étude électrochimique (par voltammétrie cyclique et chronoampérométrie) nous a permis de
déterminer les caractéristiques analytiques des microbiocapteurs ampérométriques ainsi élaborés. Les
résultats ont montré que nos systémes présentent une grande sensibilité aux polyphénols et sont
capables de détecter ces molécules grace a leur oxydation et aussi a la réduction des composés
enzymatiquement générés par la réaction catalytique. lls sont dynamiques dans une large gamme
linéaire de détection (jusqu'a 1000 ng.mL™) et peuvent également détecter des traces de polyphénols
(de m’ordre de quelques pg.mL™).

Mots clés :

Microbiocapteurs, polyphénols, tyrosinase, hydroxyde double lamellaire (HDL), nanofilms,
matrice hote, fonctionnalisation de surface, nanocomposites hybrides, spin coating,
microscopie a force atomique (AFM)




Title: Study of the structural, morphological and electrochemical

properties of thin films of hybrid nanocomposites made of layered
double hydroxide (LDH) / biomolecules: application to the design

of polyphenols biosensors

Abstract:

Polyphenols are in abundance in diet, being present in various fruits or vegetables, but also in tea or
wine. Their antioxidant properties attracted an increasing interest of different researchers in the field of
medicine and food manufacturers. Consequently, very intensive studies have been conducted to
develop efficient polyphenols biosensors, while respecting certain criteria (simplicity of use, speed of
measurement, low cost). In the case of enzymatic biosensors, the decisive step is the immobilization of
the enzyme on the transducer surface without affecting its performances.

In this thesis, we used layered double hydroxides (LDHSs) as a host matrix to immobilize tyrosinase, an
enzyme recognizing specifically polyphenols, at the surface of screen printed gold electrodes.
Polyphenols used to study the biosensors were extracted from green tea.

LDHs nanosheets were prepared by the co-precipitation method. In a first step, their structural
properties were characterized by X-ray powder diffraction, Raman and Infra-Red
spectroscopies, confirming crystalline phase and chemical composition of LDHSs. In a second
step, LDHs-thin films were prepared by self-assembly and spin coating deposition under
various experimental conditions (nature and concentration of LDHs ...), and studied by
Atomic Force Microscopy (AFM) to obtain information about the surface morphology of the
host matrix before enzyme immobilization. The presence of tyrosinase after the
immobilization step was also confirmed by AFM. Electrochemical characteristics of the
amperometric biosensors, whose design is based on this study, were determined by cyclic
voltammetry and chronoamperometry. This study showed that these systems are highly
sensitive to polyphenols, detecting them by their oxidation but also by the reduction of
compounds enzymatically generated. They exhibit also other very attractive characteristics for
the detection of complex mixture of polyphenols: a large dynamic range (up to 2000 ng.mL™)
and a very low detection limit (few pg.mL™).

Keywords:

Polyphenols micro-biosensor, tyrosinase, Layered double hydroxide (LDH), nanofilms, host
matrix, surface fonctionalization, hybrid nanomaterials, spin coating, atomic force microscopy
(AFM)
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INTRODUCTION GENERALE




Les polyphénols forment une catégorie de molécules organiques largement présente comme
métabolites secondaires’ dans le régne végétal. Récemment, ils ont attiré 1’attention par leur
impact potentiellement positif sur la santé et ont été largement exploités par les industries
agro-alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques [J. M. de Mello Andrade et coll., 2014 ;
K.S. Bhullar et coll., 2015]. Ils sont présents dans la plupart des produits de consommation
d’origine végétale et influencent directement leur qualité (couleur, ardbme, et texture). C’est en
particulier le cas des fruits et légumes mais également de produits transformés comme le
chocolat, le thé, le café et le vin rouge. Des études épidémiologiques montrent qu’une
alimentation riche en produits végétaux semble prémunir contre le développement de diverses
pathologies dégénératives associées au stress oxydant telles que les maladies cardio-
vasculaires, les maladies neurodégénératives et divers cancers [A. Scalbert et coll., 2002 ;
Q.V. Vuonga et coll., 2014]. Cet effet protecteur serait di a certaines molécules contenues
dans les fruits et 1égumes dont les polyphénols sont les principaux représentants. Il s’avere
donc nécessaire de pouvoir détecter rapidement cette famille de molécules, dans le cadre
d’analyses agroalimentaires, pharmaceutiques ou environnementales par exemple.
Néanmoins, le colt élevé et les temps de rotation lents des méthodes photométriques et
chromatographiques conventionnelles imposent un besoin de techniques analytiques plus
rapides. Pour répondre a ce besoin, le développement d’un détecteur simple d'utilisation, peu
colteux (accessible), jetable et fortement sensible aux polyphénols, devient de plus en plus

urgent.

Par conséquent, des études trés intensives ont été réalisées pour développer des méthodes
innovantes de détection complétant les méthodes plus courantes basées sur des analyses
chimiques. Une solution particulierement intéressante consiste a développer des biocapteurs
capables de reconnaitre sélectivement une famille de molécules, comme celle des
polyphénols. Leur principe repose sur la « transformation » d’une interaction biochimique ou
d’une réaction métabolique en un signal mesurable [J. H. T. Luong et coll., 2008]. Cela
impose I’immobilisation d’un biorécepteur sur la surface active du capteur (enzyme,
anticorps, cellule ...) et la présence d’un transducteur assurant la génération du signal

(variable selon la nature électrochimique, optique, thermique ... du transducteur). De tels

1 ., . . / . . . . .

On oppose le métabolisme secondaire au métabolisme primaire, ce dernier assurant la croissance et le
développement de I'organisme. Parmi les métabolites primaires, on trouve les acides aminés, les sucres, les
lipides et acides nucléiques.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante

systemes présentent différents avantages trés intéressants tels que leur simplicité de
fonctionnement, leur réponse rapide, leur sélectivité, leur faible coft, ...

De nombreux biocapteurs ont été développés pour détecter et doser les polyphénols en
utilisant différentes enzymes reconnaissant spécifiquement cette famille de molécules, telles
que la polyphénol-oxydase ou la tyrosinase [K. S. Abhijith et coll., 2007 ; V. Carralero Sanz
et coll., 2004], la laccase [S.A.S.S. Gomes et coll., 2003], et la peroxydase [L. Dornelles
Mello et coll., 2005]. Parmi ces derniers, les biocapteurs basés sur la tyrosinase sont les plus
couramment utilisés pour révéler les composés phénoliques dans les produits alimentaires [M.
Cortina-Puig et coll., 2010], grace au role de catalyseur que joue cette enzyme dans la
réaction d’oxydation de monophénols et o-diphénols en quinones en présence d’oxygene

[K.R.S. Sambasiva Rao et coll., 2013].

Dans ce contexte, I'immobilisation des enzymes sur des supports solides est une étape cruciale
dans 1’¢laboration des capteurs enzymatiques. Apres son immobilisation, 1'enzyme doit en
effet conserver sa conformation native pour preserver son activité [C. Mateo et coll., 2007].
De plus son orientation a la surface du capteur doit conserver 1’accessibilité du site actif
reconnaissant la molécule détectée [R. A. Sheldon et coll., 2007]. Le choix d'une matrice héte
appropriée est donc essentiel pour assurer un couplage enzyme-matrice optimal afin de
prolonger la durée de vie de I’enzyme, et donc celle du capteur, dans une optique de

rentabilité économique.

Différentes méthodes ont déja été proposées pour l'immobilisation des enzymes sur divers
supports [N. Gupta et coll., 2006 ; D. Shan et coll., 2003 ; Z. M. Baccar et coll., 2009]. Elles
peuvent étre classées sous deux grands principes : I’immobilisation physique (par adsorption,
inclusion physique, ou transfert a partir d’une interface air-eau par la méthode de Langmuir-
Blodgett) ou I’immobilisation chimique (par confinement, couplage covalent ou réticulation).
Selon les cas, différentes interactions sont mises en jeu : électrostatique, Van der Waals,
hydrophile-hydrophobe (dans le cas de la méthode Langmuir-Blodgett), liaisons
hydrogene... ; différents supports peuvent également étre utilisés : polymere conducteur ou

non, membrane semi-perméable, support solide ...

Parmi les différentes stratégies possibles, les Hydroxydes Double Lamellaire (HDLSs) sont des
candidats prometteurs, car ils présentent plusieurs caractéristiques avantageuses dans le
développement de biomatériaux hybrides. Il s’agit d’argiles anioniques bidimensionnelles,

organisées en feuillets dont 1’organisation découle de celle de la brucite Mg(OH),. Dans un



HDL, une partie des cations divalents M" est remplacée par des cations trivalents M"'
générant un excédent de charges positives, contrebalancées par des anions A" intercalés entre
les feuillets. Des molécules d’eau sont également présentes entre ces feuillets. La formule
générale des HDLs est donc [M";x M",(OH),]*" A"(H20)y, la nature des cations et des
anions et leur proportion relative étant modifiables, d’ou une grande diversité¢ de composition
des HDL. L’intérét accordé a ces matériaux se justifie par leur abondance naturelle, leur
capacité d'échange, leur porosité et leur biocompatibilité [C. Chouteau, 2004]. Ces matériaux
sont de tres bonnes matrices d'immobilisation d'enzymes pour la réalisation de biocapteurs
électrochimiques. De plus dans le contexte des capteurs, des études ont montré la présence
d’interactions spécifiques entre des hémoprotéines® ou enzymes et ces argiles cationiques, qui
favorisent le transfert direct d'électrons entre I'électrode du capteur et le site actif de la
biomolécule [C. Chouteau, 2004 ; M. Temani et coll., 2014].

Dans ce travail, nous avons donc mis a profit les propriétés des HDL pour immobiliser la
tyrosinase, afin de développer un biocapteur ampérométrique pour la détection des

polyphénols.

Le premier chapitre de ce manuscrit est consacré a une revue bibliographique ou nous
introduirons tout d’abord des généralités sur les capteurs et biocapteurs, en détaillant entre
autres le principe de fonctionnement des biocapteurs ampérométriques. Ensuite nous
décrirons les propriétés structurales des argiles cationiques et des HDL, et leur utilisation
comme matrices d’immobilisation de protéines et d'enzymes pour la réalisation de
biocapteurs.

Enfin, nous justifierons le choix de la tyrosinase pour 1’élaboration de notre biocapteur de

polyphénols.

Le deuxieme chapitre sera dédié a la description des méthodes et techniques expérimentales
utilisées au cours de cette these. Aprés avoir décrit la méthode de synthese des HDL et les
analyses faites pour vérifier leur structure en poudre (diffraction des rayons X DRX,
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier FTIR et spectroscopie Raman), nous
expliquerons la procédure de formation des films HDL nécessaires a 1’immobilisation de la
tyrosinase ainsi que la procédure suivie pour cette immobilisation. Nous décrirons en
particulier le principe de la microscopie de force atomique ou AFM, méthode utilisee pour

caractériser les films de HDL et déterminer les conditions expérimentales optimales de

2 7. \ . ;o
Protéine contenant un héme (cofacteur contenant un métal, généralement du fer).
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réalisation de ces films. Finalement nous introduirons les techniques de détection

électrochimiques utilisées.

Les résultats des caractérisations structurales et morphologiques des HDL seront présentés
dans le troisieme chapitre. Nous présenterons également les résultats obtenus lors de la
caractérisation des films par AFM. L’immobilisation de la tyrosinase sur les films de HDL

sera démontrée et le biocapteur élaboré sera décrit en détails.

Enfin, les caractéristiques électrochimiques du biocapteur finalisé seront présentées dans le
dernier chapitre. Nous y présenterons les mesures et les analyses faites pour valider les

performances de notre biocapteur.

Nous terminerons par les conclusions et perspectives.



CHAPITRE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE




Ce premier chapitre a pour objectif de rappeler des généralités sur les biocapteurs (en
particulier ceux dont le récepteur est enzymatique), et d’introduire également le principe de
fonctionnement des biocapteurs ampérométriques. Nous aborderons ensuite les méthodes
d’immobilisation des enzymes, en nous attachant particulierement aux cas ou I’enzyme est
immobilisée dans une matrice d’hydroxydes doubles lamellaires (HDLs).

Dans une seconde partie, nous présenterons les HDLs (propriétés, applications,
méthodes de synthése). Nous finirons ce chapitre en présentant les polyphénols et la

tyrosinase, enzyme retenue dans le cas de notre biocapteur.

I. GENERALITES SUR LES BIOCAPTEURS

I.1. Définition et principe de fonctionnement

Les premiers biocapteurs ont vu le jour dans les années 1960, avec les travaux de Clark et
Lyon [L.C. Clark et coll., 1962], ou Updicke et Hicks [S. J. Updicke et G. P. Hicks, 1967].
Ces derniers ont ainsi développé un capteur pour le dosage du glucose, basé sur
I’immobilisation physique d’une enzyme, la glucose oxydase, a la surface d’un transducteur
électrochimique (fonctionnalisé par un gel). L'appareil était encombrant avec une électrode de
la taille d'une sonde de pH et reliée a un potentiostat connecté a un ancien enregistreur.

Par la suite, des efforts considérables ont été effectués pour mettre au point d’autres
biocapteurs dans le but de réaliser des dosages rapides, sensibles et spécifiques. A la fin des
années 1980, la société MediSense a commercialisé la premiere bandelette de test de glucose
(de la taille d'une carte de crédit) composée d'une électrode imprimée (screen printed
electrode) avec une couche d'enzyme et un médiateur immobilisés sur 1'anode. Méme s’ils
n’étaient pas précis (> 15% en écart-type), ces dispositifs ont donné un moyen aux
diabétiques de s'auto-surveiller et réguler leur glycémie [K. Warriner et coll., 2014]. Les
capteurs ont continué a progresser et sont devenus de plus en plus miniaturisés, ne nécessitant
que de petits volumes de substrat et présentant un intérét dans des domaines variés (médical,
agroalimentaire ou environnemental).

Les études actuelles sont concentrées principalement sur la recherche de nouveaux matériaux
d’immobilisation des biomolécules qui n’altérent pas leur activité et permettent de prolonger

la durée de vie du biocapteur.



Un biocapteur est un dispositif analytique capable de transformer un phénomeéne biochimique

en un signal mesurable. Il est formé par un composant biologique appelé "biorécepteur” et un

"transducteur" représentant le mode de détection [C. Tran-Minh, 1991].
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b B
=
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‘ nalyte iorecepteur ‘ chimicrue ransducteur électrique

Figure 1. 1 Schéma de principe d’un biocapteur.

La Figure 1.1 présente le principe de fonctionnement d’un biocapteur. Il en existe deux types :

- Les biocapteurs dits "biocapteurs d’affinité" sont fondés sur de simples interactions
entre I’objet a détecter ou analyte et le biorécepteur (cas par exemple d’une interaction
anticorps-antigéne ou récepteur-hormone). L’analyte a détecter n’est pas détruit.

- Les biocapteurs dits "biocapteurs métaboliques" reposent, eux, sur une réaction
spécifique entre la molécule a détecter et le biorécepteur. La molécule est alors
dégradée, et on suit soit la diminution de la concentration de 1’analyte, soit la
formation de produits [M. Comtat et A. Bergel, 1997].

La nature du biorécepteur est donc variable selon les cas (enzymes, anticorps, organites
cellulaires, cellules, tissus...). Dans tous les cas, on observe des changements de propriétés
physiques ou chimiques des substrats, convertis en signaux électriques mesurables grace a un
transducteur a interface fonctionnalisée. Enfin, les signaux électriques sont amplifiés et traités

par des circuits électroniques.
La fonction qui relie la variation de la mesurande® (ici la variation du processus biochimique)

3 . . , .
La mesurande est la grandeur que I'on veut mesurer (Vocabulaire International de Métrologie, VIM).
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au signal de sortie est régie par les lois physiques ou électrochimiques sur lesquelles le
fonctionnement du capteur est basé. Cette fonction dépend également de la conception du
biocapteur (géomeétrie, dimension, nature du matériau qui le compose) et des conditions
expérimentales (température, pression, environnement ...). La courbe représentative de cette
variation est dite courbe d’étalonnage (ou de calibration) du capteur. Afin de simplifier le
traitement et I’exploitation du signal de sortie du capteur ainsi que son utilisation pour le
grand public, sa conception et la nature des matériaux utilisés permettent généralement
d’établir une courbe d’étalonnage linéaire, dans un domaine le plus large possible appelé
domaine de linéarité du capteur.

En dehors du domaine de linéarité, les performances d’un capteur sont définies par ses
caractéristiques métrologiques qui sont principalement :

- La sensibilité : rapport entre la variation du signal de sortie du capteur et la

grandeur physique provoquant cette variation ;

- Lasélectivité : un capteur est dit sélectif s’il mesure une seule grandeur ;

- La reproductibilité : aptitude d'un capteur a donner des signaux semblables lors de

I'application répétée d'une méme grandeur ;

- La limite de détection : plus petite variation de la grandeur appliquée a un capteur

qui crée une variation significative du signal de sortie.

I.2. Le biorécepteur

Ce composant constitue 1’¢lément sensible assurant la reconnaissance. Selon I’entité détectée,
on rencontre plusieurs types de capteurs biologiques : les capteurs immunologiques, les
biopuces, les capteurs cellulaires/bactériologiques et les capteurs enzymatiques. Le
biorécepteur de chacun de ces biocapteurs est respectivement un anticorps, une ou plusieurs
séquences d’ADN?, une cellule (ou bactérie) et une enzyme.

Nous détaillerons plus particulierement le cas des enzymes comme biorécepteur, notre capteur

étant lui-méme de nature enzymatique.

I.2.1. Les capteurs immunologiques basés sur la reconnaissance anticorps-

antigenes

Un anticorps est une protéine du systeme immunitaire apte de reconnaitre de maniére spécifi-

* ADN : acide désoxyribonucléique



que un agent pathogeéne afin qu’il soit neutralisé. La reconnaissance a lieu au niveau du site

actif de I’anticorps interagissant spécifiquement avec 1’antigéne, macromolécule marqueur de

I’agent pathogéne. Contrairement au cas de la biocatalyse®, le couplage immunologique

n’induit ni synthése de produit de réaction ni consommation de substrat [H. Barhoumi, 2006].

Dans le cas d’un biocapteur, 1’anticorps est immobilisé sur la surface sensible, son site de

fixation devant étre accessible a I’antigeéne en solution. L’interaction anticorps-antigéne induit

la variation d’un signal physique variable selon la nature du capteur :

- Un signal optique, dans le cas par exemple d’un anticorps marqué a I’aide d’une sonde
fluorescente [T. Geng et coll., 2004] ;

- Un signal piézoélectrique, dans le cas ou une augmentation de masse est detectée a la
surface du capteur [S. Babacan et coll., 2000] ;

- Un signal électrochimique, telle une variation de pH [Y. Iwayanagi, 2015].
1.2.2. Les biocapteurs basés sur l'utilisation d’'une molécule d’ADN

L'ADN est une biomolécule qui présente un grand intérét biologique : au niveau cellulaire elle
consigne l'information nécessaire pour la synthése des protéines. Dans un domaine plus
appliqué, elle est particuliérement utile dans 1’analyse génétique. La propriété d’un monobrin
d’ADN a s’hybrider avec une séquence complémentaire est a la base des biocapteurs de type
biopuce, permettant d’analyser le niveau d’expression de geénes et de détecter un agent
pathogéne, un géne ou une substance toxique. Ceci permet de réaliser des milliers d’analyses
génétiques en paralléle, que ce soit dans le domaine du diagnostic, du génotypage,

pharmacogénétique ou de I’analyse globale de 1’expression des génes [C. Chouteau, 2004].
1.2.3. Les biocapteurs basés sur I'utilisation de cellules ou de bactéries

Parmi les biorécepteurs utilisés pour la conception de biocapteurs, on trouve aussi des
microorganismes ou des cellules entieres. La détection de ’entité est de type enzymatique,
I’avantage de la cellule étant de maintenir I’enzyme dans un environnement optimisé et
d’améliorer sa stabilité par rapport a la méme enzyme purifiée. [M. Tolba et coll., 2012 ; S.
Yagur-Kroll et coll., 2015 ; E. Canbay et coll., 2015].

1.2.4. Les capteurs enzymatiques

Les enzymes sont des protéines indispensables aux réactions métaboliques puisqu’elles cataly-

La biocatalyse peut étre définie comme l'accélération d'une réaction biochimique par une enzyme (biocatalyseur) qui n'est pas
modifiée dans sa composition et sa concentration lorsque la réaction s'achéve.
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sent ces réactions en abaissant leur énergie d’activation (enthalpie libre d’activation) [Y.
Duvault-Herrera et coll., 1990]. La reconnaissance du substrat est une réaction tres spécifique.
La grande variété des enzymes a permis le développement de nombreux biocapteurs
reconnaissant différents substrats, les réactions impliquées étant généralement relativement
simples (hydrolyse, oxydoréduction, décarboxylation ...). Notons que dans certains cas, la
molécule détectée n’est pas un substrat au sens strict, mais un inhibiteur de D’activité

enzymatique®. Le tableau 1.1 présente quelques exemples.

Biocapteur enzymatique a Exemples de molécules .
o Références
base de détectées
Cholinestérase, Malathion, [C. S. Pundir et coll., 2012]
phosphatase alcaline, Insecticides acephate, [P. Raghu et coll., 2014]
phosphatase acide, acylase, ou carbamate, [T. Liu et coll., 2011]
lipase, chymotrypsine, pesticides | organophosphore, [L. Campanella et coll.,
tyrosinase triazines 2005]
Tyrosinase, Chlorsulfuron, [Y. Nangia et coll., 2012]
acetolactate synthase, Herbicides | sulfonylurées et [C. Védrine et coll., 2003]
peroxydase triazines [T. M. Anh et coll., 2004]
Aldéhyde déshydrogénase, . . [T. Noguer et coll., 1999]
i Fongicides | Dithiocarbamates
tyrosinase [J. R. Roede et coll., 2014]
Peroxydase, invertase, [D. Ogonczyk et coll., 2005]
phosphatase alcaline [D. B.-Kestwal et coll.,
cholinestérase, 2008]
glycérol-3-phosphate [S.M.Z. Hossain et coll.,
déshydrogénase, 2011] [M. E. Ghica et coll.,
B-Galactosidase, Métaux | Cadmium, cuivre, 2013]
L-lactate déshydrogénase, lourds mercure, plomb [N. Tekaya et coll., 2013-
leucine aminopeptidase, 2014]
uréase, [M. Moyo et coll., 2014]
L-glycérophosphate [B. Silwana et coll., 2014]
oxydase, pyruvate oxydase, [H. Kaur et coll., 2014]
L-lactate glucose oxydase. [O. Syshchyk et coll., 2015]

Tableau I. 1. Exemples d enzymes utilisées dans différents types de biocapteurs

® Un inhibiteur enzymatique est une substance qui, en se liant & une enzyme, en diminue l'activité. Un inhibiteur
peut empécher la fixation du substrat sur le site actif en se fixant a sa place, ou provoquer une déformation de
I'enzyme qui rend celle-ci inactive.
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Nous allons dans les paragraphes suivants rappeler quelques points sur la cinétique

enzymatique.

La réaction catalysée par une enzyme se déroule en deux étapes, selon le modéle de S. L.
Michaelis et M. Menten [I. B. Assaker, 2009] : une premiére relative a la formation d’un
composé intermédiaire de type complexe enzyme-substrat, et une seconde correspondant a la
transformation du complexe en produit(s) avec régénération de 1’enzyme. Le mécanisme

réactionnel est résumé dans 1’équation 1.1:

E+S (K_ ES X3 E+P (éq1.1)

ou E est I’enzyme, S le substrat, ES le complexe enzyme-substrat et P le produit issu de la
transformation du complexe. K, K1 et K; sont les constantes de vitesse de chaque étape du

processus.

L’évolution de la concentration du complexe ES au cours du temps est donnée par 1’équation
1.2:
d[ES]

ke K,JEI[S]-K,[ES]-K,[ES] (éq1.2)

En supposant qu’un état quasi-Stationnaire est atteint (ES disparaissant aussi vite qu’il
apparait), on a donc :

s KIEIS] _[ENS]
K,+K, K,

(éq 1.3)

enposant: K, (éq 1.4)

Cette constante, dite « constante de Michaelis-Menten », est caractéristique de la réaction
enzymatique. Elle correspond a la concentration en substrat pour laquelle la vitesse de la
réaction est égale a la moitié de la vitesse maximale Vyax. Une valeur élevée du Ky indique
que ’enzyme a une faible affinité par son substrat.

Quant a la vitesse maximale, elle peut s’exprimer a partir de la concentration totale en enzyme

selon la relation :

Vix = K, x[E]; (69 1.5)
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La vitesse de la réaction évolue en fonction de la concentration en substrat, en augmentant
dans un premier temps de maniére linéaire avec cette derniere. A plus forte concentration en

substrat, la vitesse atteint sa valeur maximale quand toutes les molécules d’enzyme sont liées

au substrat (Figure 1.2).

max

Vmaxfz

Ky [s]

Figure 1. 2. Evolution de la vitesse V d’une réaction enzymatique en fonction de la
concentration en substrat [S] [I. B. Assaker, 2009].

a) b)

~| -
_
(%]
e

V' max
Ku

pente = ——— pente = ——
. Ku

A RS F
_é [S] yo V

Figure 1. 3. Représentations graphiques dites de Lineweaver-Burk (a) et
Eadie Hofstee (b) [I. B. Assaker, 2009].

Deux représentations graphiques linéaires permettent de definir les valeurs de Vmax et Ky :
1 K, 1 1

- celle de Lineweaver et Burk : = + (éq 1.6)
V Vmax [S] Vmax
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| Vo Vg V .
- celle d’Eadie et Hofstee : [S] KM KM (éq 1.7)

Elles sont toutes deux représentées dans la Figure 1.3.

Comme les équations précédentes I’indiquent, la cinétique enzymatique dépend directement
des parametres suivants : la concentration totale de ’enzyme (éq 1.5) et la concentration du
substrat (Figure 1.2). Mais elle peut également dépendre de la concentration du produit ou de
celle du complexe EP, par un effet inhibiteur lié au fait que le produit empéche le site actif de
fonctionner correctement. De plus, comme pour toute protéine, les conditions expérimentales
sont cruciales. Les enzymes sont ainsi caractérisées par une température optimale et un pH
optimal de fonctionnement. Une température trop élevée conduit a une dénaturation de
I’enzyme avec perte de sa structure tridimensionnelle et donc de ses propriétés catalytiques
(Figure 1.4a). Quant au pH (Figure 1.4b), il peut modifier 1’état d’ionisation de certains acides
aminés, ce qui induit un changement de structure de I’enzyme. Ces deux paramétres doivent

donc étre controlés strictement.

Fone A . Zone B

o =
> *

T optimale Température PH ,ptimal pH

Figure 1. 4. Effet de la température et du pH sur la vitesse de la réaction enzymatique.
Activation par la chaleur (Zone A), dénaturation thermique (zone B) dans le cas de la
température [l. B. Assaker, 2009].

Bien que les enzymes constituent des outils performants dans le domaine des biocapteurs, leur
utilisation présente également quelques inconvénients :
- les enzymes doivent étre purifiées, ce qui entraine généralement des codts relativement

élevés ;
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- certaines souffrent d’un manque de stabilit¢ au cours du temps, ou dans des conditions
expérimentales données ;
- elles doivent étre convenablement immobilisées sur la surface sensible du biocapteur, leur

site actif étant accessible.

Il faut donc bien choisir la technique de greffage, afin de limiter les pertes de matiére et

d’augmenter la durée de vie du capteur.

I.3. Les transducteurs

Le transducteur est I’élément physique qui sert a « décoder » la modification biochimique
issue de I’interaction analyte-biorécepteur pour la traduire en un signal électrique. Le type de
transducteur est choisi en fonction de cette modification. La compatibilité entre 1’élément
biologique et le transducteur permet d’obtenir un signal facilement exploitable avec un
minimum de bruit de fond. Plus le bruit de fond est faible, plus il assure un seuil de détection
bas, améliorant ainsi les performances du biocapteur [C. Tran-Minh, 1991].

Dans notre étude nous nous intéressons aux biocapteurs enzymatiques (voir paragraphe 1.2.).
Selon le type de transducteur et la réponse générée, les biocapteurs enzymatiques sont classés

dans les principales catégories suivantes [R. Bendoula, 2005].
1.3.1. Les biocapteurs thermométriques

Ces capteurs appelés aussi capteurs enthalpimétriques sont destinés a quantifier la
concentration d'un produit par la variation d'enthalpie associée a la réaction enzymatique,
qu’elle soit exo ou endothermique. Pour ce type de biocapteur, il n'est donc pas nécessaire de
mesurer le produit de la réaction, seule la chaleur dégagée ou absorbée au cours de la réaction
étant utilisée dans la mesure. La variation de température correspondante est déterminée par

un microcalorimeétre (thermistor).
1.3.2. Les biocapteurs a effet piézoélectrique

Un échantillon de type cristal piézoélectrique (cas du quartz par exemple) se polarise
électriguement lorsqu'il est soumis a une contrainte de compression. A l'inverse, une tension
électrique appliquée aux bornes d'un matériau piézoélectrique induit une deformation du
cristal. Si le champ électrique est alternatif, le cristal vibre et une onde acoustique est générée
au sein du matériau [N. Barié et M. Rapp, 2001]. Quand le quartz est inséré dans un circuit

électronique approprié, la vibration peut étre entretenue et le circuit mis en résonance.
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Les biocapteurs a effet piézoélectrique sont sensibles aux variations de masse a la surface du

cristal. En général, le capteur est un cristal de quartz résonnant sur lequel sont déposées de

part et d'autre des couches métalliques (argent, or ou aluminium) sur lesquelles on superpose

une couche contenant le biorécepteur. Toute modification de la masse a la surface du

détecteur (liée par exemple a 1’adsorption de 1’analyte) entraine une modification de la

fréquence de résonance : on obtient alors un systéme appelé microbalance a quartz [J. Rickert
et coll., 1997 ; K. A. Marx, 2003 ; X. Guo et coll., 2012 ; Y. K. Kim et coll., 2015].

1.3.3. Les biocapteurs optiques

Différents paramétres optiques peuvent étre exploités dans le cas des biocapteurs :

L’interaction ou la réaction métabolique peuvent modifier les propriétés d’absorption ou
d’émission de fluorescence du biorécepteur [Z. Zhang, 2014 ; E. Descrovi et coll., 2015 ;
Y.-S. Sun et coll., 2014]. Certains capteurs font appel au phénomeéne de réflexion totale
interne (montage de type TIRF pour Total Internal Reflection Fluorescence [A. N.
Asanov et coll., 1998]) pour mettre en évidence ces modifications. La fluorescence est par
ailleurs actuellement une méthode de référence pour la mesure d'interactions
biomoléculaires, de par sa sensibilité.

La résonance des plasmons de surface’ ou SPR peut également étre exploitée [K. M.
Mayer et J. H. Hafner, 2011 ; P. Zijlstra et coll., 2012 ; C.-T. Yang, 2015]. Dans ce cas, le
biorécepteur est fixé sur une surface métallique (de I’or par exemple), cette derniere étant
éclairée en conditions de réflexion totale interne. La génération d’une onde plasmon dans
le milieu au contact de la surface sert de sonde. La lumiere réfléchie est envoyée sur un
détecteur, ’angle de résonance des plasmons de surface dépendant de 1’indice de
réfraction du milieu au contact de la surface, lui-méme lié au fait que des molécules sont
liées ou pas au récepteur [W. M. Mullet et coll., 2000]. D’une maniére générale, la SPR
est une méthode avantageuse, car elle ne fait pas appel a un quelconque marquage des
molécules.

L’ellipsométrie peut €tre mise également a contribution : il s’agit ici de mesurer les
variations d’amplitude et de phase d’une lumicre polarisée, lors de sa réflexion a
I’interface entre deux milieux transparents d’indices de réfraction différents, donnant ainsi

acces aux variations de ces indices [G.M.Willems et coll., 2002]. Le montage mis en

7 L N . , o .y .

Le plasmon de surface est une onde générée a l'interface d’'un métal avec un milieu diélectrique,
parallelement a la surface éclairée, et dont I'intensité décroit de maniére exponentielle quand on s’éloigne de
I'interface.
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ceuvre est complexe, mais la sensibilité¢ de cette méthode est meilleure que celle de la SPR

[H. N. Daghestani, 2010].

Enfin différentes stratégies peuvent étre appliquées pour guider I’onde : sondes a fibres
optiques (pour I’excitation et le transfert de I’information au détecteur), guide d’onde
diélectrique® [W.A.Challener et coll., 2000], interférométre de Mach-Zehnder® [M.Weisser et
coll., 1999], miroir résonnant™ [P.E. Buckle et coll., 1993]...

1.3.4. Les biocapteurs électrochimiques

Les capteurs électrochimiques reposent sur la notion d’oxydo-réduction, et incluent donc une
ou plusieurs électrodes. lls sont classés selon leur mode de transduction : potentiométrique
(potentiel d'électrode, transistor a effet de champ) [C.K.Yeung et coll.,, 2001],
conductométriques [T.A.Sergeyeva et coll., 1998] ou ampérométrique [M.A.Lopez et coll.,
1998].

Les capteurs potentiométriques et ampéerométriques sont les plus répandus.
1.3.4.1. Capteurs ampérométriques

Ces capteurs sont basés sur la mesure du courant dans la cellule électrochimique a un
potentiel impose, ce courant évoluant en fonction de la concentration du produit détecté,
généré par le processus d’oxydoréduction.

Trois générations de capteurs ampérométriques se sont succédees. Leur principe est détaillé
dans le Tableau 1.2. [A. T. Mai, 2002 ; S. Borgmann et coll., 2011]:

Principe et intéréts Références

1°r L’analyte enzymatiquement généré est directement
génération | oxydé ou réduit au niveau de 1’électrode. Le | [L.C.Clark etcoll.,
médiateur rédox naturel (le dioxygene) assure le 1962]

transfere d’électrons entre 1’¢électrode et I’enzyme.

8systéme de confinement d’une onde électromagnétique (ou acoustique) se propageant par réflexions
successives, comme dans une fibre optique.

°Dans cet interférometre, le guide comporte deux bras, I'un étant fonctionnalisé, I'autre pas. Ce dernier sert
donc de référence. La lumiere se propage dans les deux bras pour ensuite étre recombinée a la sortie du guide,
ce qui provoque des interférences, dont I'analyse fournit des informations sur I'épaisseur de la couche liée au
bras fonctionnalisé et sur son indice de réfraction.

10Systéme couplant la lumiere incidente a travers un prisme de haut indice, plutét que par une surface
métallique.
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e Les médiateurs redox artificiels, en solution ou
2 immobilisés, peuvent connecter électriquement [A.E.G. Cass et coll
génération | ., oz , ) B K

I'enzyme a I’¢lectrode par auto-¢changes d’¢lectrons | 1gg 4]

et abaisser le potentiel de détection des espéces

électroactives. [A.P.F.  Turner et
coll., 1987]

[C. M. Silveira et

Exemples de médiateurs redox artificiels: coll., 2013],

ferrocene,  quinones,  ferricyanure,  phénazine- | 5 A P. Noi et coll.,
méthosulfate, tetrathiafulvalene (TTF), | 2015], [G. Volpe et
tetracyanoquinodimeéthane (TCNQ) coll., 2014], [L.-G.

Zamfir et coll., 2013],
[A. Heller et coll.,
1992], [A. Koide et

coll., 1999], [I.
Pankratove, 1995],
[A. Walcarius, 1998]

X Dans ce cas, le transfert électronique est direct (sans
3éme [W. Schuhmann et

médiateurs) entre I’enzyme et 1’électrode. La

Snérati coll., 1993] [T.
generation concentration de I’analyte peut étre mesurée a des ) I
_ ) . Lotzbeyer et coll.,
potentiels d’électrode proches du potentiel standard 1996]

de I’enzyme ce qui empéche ’oxydation d’espéces
oo CSAyIme 6F qul emp Y P [J. Wang, 2008]
interférentes.

Tableau I. 2. Principe de fonctionnement des trois générations de capteurs
ampérométriques.

1.3.4.2. Capteurs potentiométriques
La potentiométrie est une méthode électrochimique qui consiste a mesurer la différence de
potentiel entre 1’électrode de travail et 1’électrode de référence & un courant fixe imposé (nul
ou pas). A I’aide de I’équation de Nernst du potentiel (équation 1.8), on peut donc en déduire
la concentration de I’analyte a doser :

RT a
E, =E)_ ., +—*In—= :
P F (éq 1.8)

ox>red
ared
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ou Ep représente le potentiel du couple redox mesuré; E°wreq l€ potentiel normal standard du

couple redox; R la constante des gaz parfaits (8.314 K™ .mol™); ao/areq le rapport de I’activité

de I’espece déterminant le potentiel a I’état oxydé et a 1’état réduit; T la température absolue
en Kelvin.

On distingue deux types de biocapteur potentiométrique :

- Le premier est formé par une électrode de travail de type lon Selective Electrode (ISE) sur
laquelle est fixé un biorécepteur, et une électrode de référence (une électrode au calomel
par exemple) [R. De Marco et coll.,, 2007]. Cette ISE convertit I’activité d’un ion
spécifique, contenue dans la cellule de mesure, en un potentiel électrique. A titre
d’exemple, Z. Chen et coll. ont utilis¢é un fil de cobalt comme ISE pour la détection
potentiométrique du phosphate, en se référant a une électrode de Ag/ AgCl [Z. Chen et
coll., 1997].

- Le deuxieme emploie un transistor a effet de champ (FET : Field Effect Transistor) [M.
Mascini et coll., 1983 ; D.G. Hafeman et coll.,, 1988], ce dispositif mesurant la
conductivit¢ dans un matériau semiconducteur au moyen d’un champ électrique. Son
électrode ou «grille » est modifieée pour obtenir un ISFET (lon Sensitive Field Effect
Transistor), sensible a la présence d’ions. La fixation d’une enzyme sur la surface permet
de concevoir des systemes de type ENFET (Enzyme Field Effect Transistor). C’est par
exemple le cas du biocapteur permettant de détecter de faibles concentrations d’un
acaricide™, le trichlorfon, au moyen de la butyrylcholine estérase [A. T. Mai, 2002 ; J.-M.
Chovelon, 1991].

1.3.4.3. Capteurs conductimétriques

La conductimétrie est une technique qui permet de mesurer les variations (par consommation
ou production) d’especes chargées dans une solution, générées par exemple au cours des

réactions enzymatiques.

La conductance d’une solution ionique est donnée par 1’équation 1.9;

A ;
G=»12 (éq 1.9)
"2

ol la constante y (en S.cm™) est la conductance ou conductivité spécifique caractéristique
d’un produit, A est la surface des électrodes dans la cellule de mesure (cm?) et A est la

distance interélectrodes (cm).

11 . s s .
Acaricide : substance ayant la propriété de tuer les acariens.
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Figure 1. 5. Configuration typique d 'un capteur conductimétrique.

Les deux ¢lectrodes plongées dans la solution jouent le role d’anode et cathode. Les charges
opposeées dans la solution se séparent pour migrer aux p6les appropriés, les positives vers la
cathode et les négatives vers 1’anode (Figure 1.5). La conductance de 1’¢lectrolyte présent peut
étre mesurée apres €talonnage a 1’aide d’un électrolyte de conductivité connue.

Differentes technologies ont été développées pour fabriquer ces microélectrodes. Watson et
coll. [L.D. Watson, 1987-88] ont proposé une méthode basée sur 1’utilisation d’électrodes
interdigitales formées par un mélange multi-métal (Ti, Pt, Au) déposé sous vide sur un
substrat de SiO,. Plusieurs chercheurs ont ensuite repris ce procédé pour I’améliorer. A titre
d’exemple, O.0. Soldatkin et coll. [O.0O. Soldatkin et coll., 2012] ont développé un systéeme
de microélectrodes interdigitales planes formées par une paire de couches minces déposées
sur un coussin en céramique. Ils ont ensuite immobilisé sur la surface trois types d’enzyme
hydrolysant des polysaccharides ou convertissant des monosaccharides (I’invertase, la
mutarotase et la glucose-oxydase) pour assurer une détermination sélective d’ions de métaux

lourds (Hg®* et Ag") inhibant le fonctionnement enzymatique.

I.4. Les techniques d’immobilisation des enzymes et les différents

matériaux utilisés comme matrices de fixation

Nous allons dans le paragraphe suivant aborder les techniques d’immobilisation d’une
enzyme sur un support solide.

D’une maniére générale, I’immobilisation du biorécepteur sur la surface du transducteur est
une étape cruciale dans la conception d’un biocapteur. En effet, le but principal est de
fonctionnaliser 1’¢lectrode par la fixation de 1’¢élément biologique a sa surface afin de réaliser

un systéme sensible a I’espéce dosée. Certaines conditions doivent donc étre respectées :
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- l’activit¢ de I’enzyme ou les propriétés biologiques de la biomolécule doivent étre
maintenues ;

- I’accessibilité du substrat au biorécepteur doit étre garantie. L’orientation du biorécepteur
doit donc étre adéquate et le substrat doit également pouvoir pénétrer facilement dans la
couche sensible et diffuser jusqu’a I’élément de reconnaissance ;

- la libération du substrat biologique et/ou du produit de la réaction par la biomolécule
immobilisée ne doit pas étre bloquée.

Les matériaux utilisés comme matrices de support pour immobiliser les enzymes peuvent étre
de types organiques, inorganiques ou autres. lls sont choisis selon leur capacité & immobiliser
I’enzyme, leur stabilit¢ mécanique et chimique, leur co(t, et leurs caractéristiques physico-
chimiques (réactivité, présence de charge, nature des liaisons mises en jeu, porosité, ...)
influencant potentiellement I’immobilisation.

De nombreux procédés ont été ou sont en cours d’élaboration. Ils reposent sur deux grands
principes : I’'immobilisation physique (adsorption, inclusion physique, méthode de Langmuir-
Blodgett) ou I’immobilisation chimique (confinement, couplage covalent, réticulation)

(Figure 1.6). Nous allons les décrire brievement dans les paragraphes suivants.

=

. "
o N

N 4
P
i

-
e

Inclusion dans un gel Confinement

Ay § a\m\%
=

/7
Couplage covalent sur Réticulation Assemblage par la
un support activé méthode de Langmuir-
Blodgett

Figure I. 6. Méthodes d’immobilisation d 'une enzyme [H. Barhoumi, 2006]
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I.4.1. L'immobilisation physique
1.4.1.1. L’adsorption

L’immobilisation du biorécepteur par adsorption sur la surface du transducteur (que ce soit
une surface solide ou des nanoparticules) met en jeu des interactions non covalentes
multiples: électrostatiques, Van der Waals ou liaisons hydrogénes. Cette méthode assure
I’ancrage de I’entit¢ biologique en altérant le moins ses propriétés. Néanmoins, la
biomolécule peut subir un changement de conformation ou une dénaturation lors du processus
d'adsorption. En outre, des variations locales du microenvironnement entourant le
biorécepteur (pH, force ionique, température de 1’analyte au niveau de la double couche

d’Helmholtz'?) peuvent induire sa désorption [M. Albareda-Sirvent et coll., 2000].

Le Tableau 1.3 récapitule les différents types de matrice utilisés pour I’immobilisation par

adsorption :

Supports/ matrices utilisé(e)s Références

Les supports
organiques

cellulose, nitrate de
cellulose, dextrane,
agarose, alginate

Polymeres: polystyrene,
polyéthyléne, résines

¢changeuses d’ions

Nartker et coll., 2015 ; A. Boujakhrout
et coll.,, 2015 ; S. Li et coll., 2015 ; R.
M. Kestwal et coll., 2015; X. Wang et
coll., 2012]
[M. L. Palacio et coll., 2012 ; Y. Xia et
coll., 2012 ; N. Peerboom et coll.,
2015]

Les supports
inorganiques (support
minéraux)

Argiles, hydroxides

doubles lamellaires,

verre poreux et silice
poreuse

[N. An et coll., 2015 ; B. Demir et
coll., 2013 ; L. Ren et coll., 2001; S.
Aisawa et coll., 2001 ; Z.M. Baccar et
coll., 2012 ; Z. Zhou et coll., 2013]

Autres supports

Nylon, céramique,
charbon actif

[E. Farahmand et coll., 2015 ; T. C.
Canevari et coll., 2011 ; P. R. Coulet et
coll., 2006]

Tableau 1. 3. Les différentes matrices utilisées pour I’adsorption de biomolécules.

12 Ce modeéle décrit la variation du potentiel électrique au voisinage d'une surface, et tient un grand réle dans
I'explication du comportement de surfaces mises en contact avec des solutions (voir le chapitre 2.VI.1.1).
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De nombreuses recherches portent sur le développement de méthodes innovantes
d’immobilisation en utilisant la chimie douce (dans des conditions ambiantes et sans apport
énergétique) comme les hybrides organo-minéraux présentant des liaisons intermoléculaires
fortes. Le biorécepteur peut ainsi s’auto-assembler®® directement sur la surface d’un film
mince constitué d’un tel matériau, s’il présente une réactivité avec ses groupements
fonctionnels, ou a travers une monocouche intermédiaire (Self Assembled Monolayer) en cas
d’absence de réactivité. La technique d’auto-assemblage SAM (Figure 1.7) consiste alors a
former une monocouche de molécules organiques par chimisorption'* sur la surface d’un
substrat. Ces molécules comportent un péle pour la fixation au substrat et un pbéle pour
interagir avec la biomolécule a immobiliser [W. Schuhmann, 2002 ; M. Dribek, 2010 ; Y.
Miao et coll., 2013 ; Z.-P. Han et coll., 2013].

head group

? ? ? - spacer unit
=]

terminal group

Figure 1. 7. Schéma de principe de la technique SAM pour le dépdt de molécules organiques
sur une surface : la partie « terminal group » assure la liaison de la molécule avec la surface,
la partie « spacer unit » sert a I'assemblage de la monocouche et la partie « head group »
assure la fonctionnalisation de la surface par immobilisation de la biomolécule [T. A.
Gschneidtner, 2015].

Par exemple, D. O. Demirkol et coll. a immobilisé la glucose oxydase (GOx) sur une
monocouche de calixarenes (contenant des groupements thiol, Calix-SH) auto-assemblée sur
une surface d'or, par I’intermédiaire du 1,1’-carbonyldiimidazole (CDI) activant les groupes

hydroxyles du Calix-SH pour y fixer ’enzyme [D. O. Demirkol et coll., 2014].

13 | "auto-assemblage moléculaire se base sur le pouvoir de molécules simples & former, par elles-mémes sans
participation ou assistance extérieure, des liaisons intra ou intermoléculaires et créer des structures généralement
ordonnées.

Y on parle de la chimisorption (ou d'adsorption chimique) si l'adsorbat se lie a la surface par des liaisons
chimiques mettant en jeu des énergies de liaison importantes (du type liaisons covalentes, ioniques ou
métalliques).
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1.4.1.2. L’inclusion physique (piégeage)

La biomolécule est incorporée dans les pores d’un gel organique (polymére conducteur ou
non conducteur) ou inorganique (argile), ou dans une membrane semi-perméable. Ces pores
doivent étre assez grands pour permettre la diffusion libre des substrats jusqu’au site actif tout
en piégeant la biomolécule dans la maille de la matrice hote. La biomolécule piégée reste
dépendante de son microenvironnement local (pH, force ionique) et peut donc perdre son
activité en se dénaturant. Cette technique est limitée par la taille des pores qui peut aussi
favoriser le relargage des biomolécules de petite taille et de faible poids moléculaire [H.
Barhoumi, 2006].

I ont été utilisés comme matrices de

Des matériaux multiples, préparés par la voie sol-ge
piégeage pour les enzymes comme le polyacrylamide, les fibres de polyacétate de cellulose,
I’alginate, I’amidon, etc. Ces matériaux forment un gel autour des biomolécules en respectant
leurs formes. En effet, les précurseurs moléculaires du gel peuvent s’adsorber et polymériser a
la surface des biomolécules pour former un réseau inorganique, organique ou hybride autour
de celles-ci. Cette méthode permet de préparer, par exemple, des matériaux optiquement
transparents, ou des matériaux multifonctionnels par co-inclusion de divers composants
chimiques comme des polymeres conducteurs ou des modificateurs redox, et par conséquent
de jouer sur les propriétés du matériau pour diversifier les applications.

J. P. Chen et coll. ont ainsi utilisé une poudre sol-gel de type organique-inorganique hybride
préparée par polymérisation catalysée par un acide de tétraméthoxysilane (TMOS) et
I’alkyltriméthoxysilane, pour piéger la lipase de Candida rugosa ; leur but était de catalyser
des réactions d'estérification entre I'éthanol et I'acide butyrique dans I'nexane [J. P. Chen et
coll., 2003]. Hao-Min Huang et coll. ont élaboré un biocapteur de glucose en piégeant la
glucose oxydase (GOx) dans un réseau tridimensionnel constitué de chitosane et
d'orthosilicate de tétraéthyle [H. M. Huang et coll., 2013]. P. Raghu et coll. ont, eux, fabriqué

un biocapteur ampérométrique basé sur I'immobilisation de I'acétylcholinestérase (AChE) sur

e procédé sol-gel se résume en une succession de réactions chimiques simples a une température proche de
la température ambiante. Les particules solides synthétisées sont de trés petites tailles et forment un réseau
tridimensionnel par des liaisons de Van der Waals. Lorsque les précurseurs sont mis en présence d'eau,
I'nydrolyse de certains groupes chimiques intervient tout d’abord, puis la condensation des produits hydrolysés
conduit a la gélification du systéme. Le vieillissement du gel fait intervenir des modifications physico-chimiques
importantes selon 3 processus, dits de :

e polymérisation (le réseau vitreux se renforce au fur et a mesure que de nouvelles liaisons chimiques se

constituent) ;
e mlrissement (processus de dissolution et de reprécipitation) ;
e transformation de phase ou synéréese.
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un film de silice. Ce biocapteur a été utilisé pour la détection de deux composés

organophosphorés : le méthyle parathion (MP) et I'acéphate [P. Raghu et coll., 2012].
1.4.1.3. La méthode de Langmuir-Blodgett (LB)

Cette technique consiste a construire des films sur un substrat plan (Figure 1.8) composes par
une ou plusieurs monocouches formées par un arrangement contrélé et ordonné de molécules
amphiphiles®™ [T.F. Schmidt et coll., 2008]. Ces films créent une matrice inerte dans laquelle
I’enzyme peut étre soit emprisonnée entre deux monocouches successives, soit adsorbée a la

surface d’une monocouche.

Substances
amphiphiles

substrat

cuve barriére barriére
/ air '- & _ i e _ z
- - e "®a 8 8 ®e @
Liquide
Immersion du support et Evaporation du solvant organigue
depdt de la solution de lipides "

sssds
aaes

N geeeses® beugeed™

Compression de la monocouche Transfert d'une monocouche
Parémersion du support

Figure 1. 8. Principe de la technique de LB [N. R. Faye, 2014]

La Figure 1.8 décrit des différentes étapes suivies pour la réalisation de ces films, en utilisant
une cuve de Langmuir. Cette derniere, remplie d'une phase aqueuse dont la composition peut
étre ajustée (ions, pH, ...), comporte deux barriéres dont le déplacement est contr6lé par un
ordinateur, ainsi qu’un tensiométre permettant de mesurer les variations de tension

superficielle de l'interface air-phase aqueuse. Le substrat est préalablement plongé dans la

® Une espéece chimique (que ce soit une molécule ou un ion) est dite amphiphile lorsqu'elle posséde a la fois un
p6le hydrophile (un groupe ayant une affinité pour I'eau et tendance a s'y solubiliser) et un péle hydrophobe (un
groupe insoluble dans I'eau, mais soluble dans un solvant organique)

25



phase aqueuse, s’il est hydrophile, puis les molécules amphiphiles solubilisées dans un
solvant organique, sont étalées a l'interface. Aprés évaporation du solvant les molécules sont
comprimées a l'interface air-phase aqueuse par rapprochement des barrieres formant une

monocouche de plus en plus dense.

Quand la pression de surfacel7 choisie est atteinte, cette derniére est maintenue constante et
le substrat est sorti de la phase aqueuse, emportant avec lui une monocouche dite film de
Langmuir-Blodgett. Dans les cas les plus simples, des monocouches peuvent étre a nouveau

transférées sur le substrat par immersions et émersions successives.

Cette stratégie a eté utilisee pour la realisation de plusieurs capteurs électrochimiques
enzymatiques telles que les capteurs a base de peroxydase du raifort, glucose oxydase,
acétylcholinestérase, uréase ou tyrosinase, pour détecter diverses substances telles que I'acide
phytique, le peroxyde d'hydrogene, le glucose, la choline, I'urée et les phénols [R.M. lost et
coll., 2011].

1.4.2. L'immobilisation chimique

1.4.2.1. Le couplage covalent

Le couplage covalent peut étre utilisé pour permettre I’immobilisation sur une matrice ou
directement sur une surface d’un transducteur. Cette méthode consiste a traiter ces surfaces a
I’aide de réactifs appropriés et d’agents de couplage, inertes vis-a-vis de la reaction
enzymatique. Elle est basée sur la réaction entre un groupement fonctionnel du ligand (non
essentiel pour son activité catalytique) et des groupements réactifs de la surface solide. Parmi
les agents activateurs, on peut citer les carbodiimides [L. Liu et coll., 2013], le bromure de
cyanogene [G. S. Bang et coll., 2013], les sels de diazonium [K. Guo et coll., 2013], les
isocyanates, les thiols [K. Minami, 2012] et les argiles [C. Mousty et coll., 2004].

Cette technique d’immobilisation permet d’avoir des liaisons stables mais elle souffre du

choix trés réduit des surfaces de transducteur [H. Barhoumi, 2006].
1.4.2.2. La réticulation

La réticulation est basée sur I'utilisation d’agents de réticulation, molécules

polyfonctionnelles. Le plus connu est le glutaraldéhyde qui réagit avec les groupements

17 . spe e Yy . P .
La pression de surface est définie comme la différence entre la tension de surface en présence du film et
celle de l'interface air-phase aqueuse « nue ».
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«amine » des protéines pour former des pontages covalents « protéine- protéine » (cross-

linking) créant ainsi des réseaux insolubles et rigides (Figure 1.9).

Les biomolécules peuvent ainsi se coupler entre elles [I. Braakman et coll., 2013] ou a
d’autres protéines inactives. Les biomolécules immobilisées sont stables mais la rigidité de
leur structure tridimensionnelle finale et I’encombrement stérique causent des barrieres de

diffusion, ce qui peut engendrer un temps de réponse plus élevé du biocapteur.

NH, « ‘¢ I+ NH, B
y H/C*(CH 2)3Cy
ey
7 H H ™

E

|
N N=C_(CH2)3_C;N a

Figure 1. 9. Principe de la réticulation au glutaraldéhyde (P= protéine inactive et E=enzyme)
[H. Barhoumi, 2006]

Parmi les biocapteurs les plus récents construits sur ce principe, on peut citer: le biocapteur de
glucose de Wei Wang et coll. reposant sur I’immobilisation de la glucose oxydase sur des
réseaux de nanotubes de dioxyde de titane [W.Wang et coll., 2014], le biocapteur
d'acétylcholine de Elif Aynaci et coll. réalisé a partir de lI'acétylcholinestérase et la choline
oxydase immobilisées sur un film de polypyrrole-polyvinylsulpfonate [E. Aynaci et coll.,
2014], et le biocapteur de composés phénoliques de Yousheng Zou et coll. formé a partir de
la tyrosinase immobilisée sur un film de nanocristaux de diamant dopé au bore [Y. Zou et
coll., 2015].

I.5. Conclusion

Malgré le codt relativement important des enzymes, le développement et la commercialisation
de nombreux biocapteurs enzymatiques continuent de connaitre un essor considérable.
Chaque type de biocapteur comporte a la fois des points forts et des points faibles. Les
biocapteurs électrochimiques a base d’enzyme sont souvent assez aisés a fabriquer en les
comparent avec les autres types de biocapteurs. Pour controler 1’état de fixation des enzymes

sur les électrodes et leurs performances (sensibilité, domaine de réponse linéaire, sélectivité,
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reproductibilité, limite de détection), il est nécessaire d’étudier a la fois les détections
ampérométrique et potentiométrique. Cependant, le manque de stabilité dans le temps et la
difficulté de fabrication sont les probléemes les plus souvent cités, affectant la qualité de la
détection.

Le choix de la matrice hote est déterminant par rapport a 1I’immobilisation de 1’espéce
biologique et des performances du biocapteur. Les matrices les plus utilisées sont les
polyméres, les sol-gels de silice et les argiles cationiques ou anioniques également appelées
hydroxydes doubles lamellaires. Nous allons aborder ces dernieres dans le paragraphe suivant.
Les recherches actuelles sont orientées vers la création et 1’amélioration des matrices
d’immobilisation déposées sur le transducteur ou vers le greffage covalent de la molécule

directement sur le transducteur.

II. GENERALITES SUR LES HYDROXYDES DOUBLES LAMELLAIRES
(HDLs)

Depuis la fin des années 1960, les hydroxydes doubles lamellaires (HDLS) ont beaucoup attiré
I’attention par leurs propriétés d’échange anionique ou électronique, et leurs propriétés
magnétiques. Les recherches actuelles visent essentiellement a la préparation de nouveaux
composés, la mise en ccuvre de nouvelles méthodes de préparation et de nouvelles
applications. Nous allons dans le paragraphe suivant aborder leurs structure et méthodes de

synthese ainsi que quelques domaines d'application.

II.1. Structure de base et propriétés

La structure des HDLs découle de celle de la brucite (Mg(OH),) qui se présente comme une
superposition de feuillets plans d’octaédres Mg(OH)g dont la cohésion est assurée par des
liaisons hydrogéne. Les octaédres sont liés entre eux par leurs arétes et chaque ion hydroxyle
est partagé entre trois octaédres [J. Wang et coll., 2004]. Les HDLs sont composés, eux, de
feuillets de métaux divalents et trivalents, séparés par des espaces interfeuillets ou
s’intercalent des contre-ions (les anions) et des molécules d’eau pour assurer la neutralité

globale de la structure (Figure 1.10).

Une combinaison complexe d’interactions électrostatiques et de liaisons hydrogéne dans

I’espace interfeuillet assure la cohésion entre deux feuillets successifs. Ces liaisons se
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modifient constamment dans le temps, donnant aux interfeuillets une structure désordonnée,
le désordre étant essenticllement 1lié a la présence de molécules d’eau. Il est donc
généralement difficile de donner une description structurale du domaine interfeuillet.
Cependant, dans le cas des HDLs formés par des anions simples (A"= CI" ou COs* par
exemple), les anions occupent des sites bien définis [S. A. Solin e coll., 1996 ; M. Khaldi et
coll., 1998]. Les groupes hydroxyles adjacents aux cations trivalents sont eux caractérisés par
leur polarisation importante et ils interagissent beaucoup avec les anions dans les inter-
feuillets ; cette forte interaction est vraisemblablement & 1’origine des capacités limitées de

gonflement des HDLSs.

Distance
Inter-réticulaire (d)

.
Espace interfeuillet

[An_)dn( HZO)\; ]

. A

3d (dans le cas d’une symétrie 3R)

c=

Epaisseurdu feuillet
My, M, (OH),]*

Figure 1. 10. Schéma de I'empilement dans un HDL. A™ représente les anions, M" les cations
divalents et M"" les cations trivalents.

La formule générale de ce type de matériau est [M"1x M"'(OH)2]** A"yn(H20)y. Non
seulement la nature et les proportions relatives des cations divalents et trivalents dans les
feuillets sont modifiables, mais aussi la nature des anions intercalés dans les inter-feuillets ce
qui conduit a une grande diversité¢ d’HDLs. Dans la formule :
= M" représente les cations métalliques divalents (exemples : Mg?*, Fe**, Ni**, Cu*",
Co?*, Mn?*, Zn**, Ca**, Cd*, ...);
= M" représente les cations métalliques trivalents (exemples: APF*, Cr**, Ga**,
Fe**,..);
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= A" représente les anions (exemples: CI', COs*, SO, 2, Br, I, NO3, ClOy, ...) ;
= [M"L M"(OH),]** représente la composition du feuillet ;
»  A"un(H20)y représente la composition de I’inter-feuillet.

I1.2. Méthodes de synthese

Dans les années 1930, Feitknecht a réalisé la synthese des premiers HDLs en précipitant une
solution aqueuse diluée de sels métalliques avec une base [W. Feitknecht et coll., 1935 ; W.
Feitknecht, 1942]. Le développement des recherches a ensuite ameélioré cette synthése et
donné naissance a différentes méthodes [Ch. Vaysse, 2001 ; E. Géraud, 2006]. Les trois
méthodes les plus connues actuellement sont la co-précipitation directe, I’échange anionique
(les plus utilisées) et la reconstruction. De nouvelles méthodes sont également apparues telles
que la méthode hydrothermale, la méthode de «chimie douce», la synthése a la surface d’un

support et 1’électrosynthese.

I1.2.1. La co-précipitation directe

La co-précipitation consiste a provoquer la précipitation simultanée des cations métalliques
par ajout d’une espece basique (NaOH, KOH) a une solution de sels métalliques
correspondants (divalents et trivalents) pris en proportions adéquates pour avoir un rapport
MMM fixé (Figure 1.11).

Les meilleurs résultats sont obtenus en maintenant la température et le pH a des valeurs
constantes pendant toute la durée de la synthese pour permettre la coprécipitation des deux sels
métalliques sous forme d'une phase homogene d'hydroxydes. La valeur du pH dépend de la
nature des cations métalliques utilisés. Afin d’éviter la formation d’une phase d’ions
carbonate intercalés, il est préférable que la préparation se fasse sous atmosphére exempte de
CO; (généralement sous un flux d’azote). Cette méthode permet aussi de choisir la nature de
I’anion a intercaler lors de la formation du matériau.

En dehors de la température et du pH, la vitesse d’ajout des sels et 1’agitation influencent les

propriétés des HDLs synthétisés.
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Figure I. 11. Dispositif expérimental de la synthése des HDLs par co-précipitation [inspirée

de K. Charradi et coll., 2010]

A titre d’exemples, on peut citer [G. Mascolo et coll., 2015] :

La synthése directe d’HDL-MgAI a partir de mélanges de MgO et de xérogel d'alumine en
milieu aqueux ;

La synthése directe d’HDL-LiAl a partir de xérogel d'alumine dissoute et de LiOH.H,0 ;
La synthése directe d’HDL-CaAl & partir d'un mélange de CaO fraichement calciné’® et de
xérogel d'alumine ;

La synthése d’HDL-MgAl avec intercalation d’anions OH™ a partir d'un mélange

d'’hydroxydes de magnésium et d'aluminium en milieu aqueux.

Malheureusement, la complexation des métaux présents dans la solution limite (pour certains

HDLs) I'utilisation de cette méthode de synthese. La préparation se fait alors par d’autres

voies telles que 1’échange anionique.

I1.2.2. L’échange anionique

Cette méthode repose sur le principe d'une réaction topotactique, en opposition a une réaction

chimique classique en solution. Une réaction chimique conduit généralement a la disparition

du composé initial et a l'apparition du produit de la réaction formé a partir des "briques"

libérée dans la solution. Une réaction topotactique se produit, elle, entre deux composés ayant

18 . . , . . N . , . , .
La calcination est une opération consistant a chauffer intensément dans une enceinte fermée un corps inerte,
afin de le décomposer ou d'obtenir des réactions chimiques.
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une structure cristalline proche, sans qu'il y ait de bouleversements importants de cette

structure.

Dans le cas des HDLs, la structure iono-covalente des feuillets est ainsi conservée, alors que
les liaisons plus faibles anions/feuillets sont cassees. Cependant, tous les anions ne sont pas
équivalents en termes de capacité d’échange. Les anions nitrates (NOg), présentant une
affinité plus faible par les feuillets métalliques, s'échangent plus facilement que les ions
chlorure (CI") ou carbonate (CO5*) [Ch. Vaysse, 2001 : E. Géraud, 2006].

De nombreux ions organiques et inorganiques ont été ainsi incorporés par cette méthode dans
des HDLs : carboxylates [J. Zhang et coll., 2004], phosphonates [G.R. Williams et coll.,
2006], naproxen [M. Wei et coll., 2004], dérivés de B-cyclodextrine [J.H. Choy et coll.,
2004], sulfonates [Y. Feng et coll., 2006], ions phosphate [M. Badreddine et coll., 1999], ions
complexes métalliques [R. Rojas et coll., 2009].

I1.2.3. La reconstruction

Les HDLs se caractérisent par leur pouvoir de se régénérer aprés calcination et formation
d’oxydes mixtes. On parle alors de 1’effet mémoire des HDLs. En effet, quand 1’anion est
détruit dans le domaine de température de calcination, il peut étre remplacé par un autre

anion. On peut ainsi citer :

- le remplacement d'ions CO3* par CI" dans un HDL de ZnCrCOs pour former le ZnCr-Cl
[H.P. Boehn et coll., 1977] ;

- la synthese d'HDL de CdCrCl a partir de CdO et CrCl3 [E. Zhouri et coll., 1999] ;

- la synthese d'HDL de MgAICOg; a partir du mélange MgO et Al,O3 [T. Stanimirova et
coll., 2003] ;

- ’intercalation d'acides aminés et de peptides dans le HDL MgAl [H. Nakayama et coll.,
2014] ;

- I’intercalation d’ions Eu** dans le HDL MgAlI [Y. Zhao et coll., 2012] ;

- la synthése de ’oxyde mixte ZnGaAl issu de la calcination de ZnAl [J. Prince et coll.,

2015].

Aprés calcination, les propriétés du HDL régénéré ne sont pas toujours réversibles, le
changement de la structure cristallographique du HDL initial étant possible. A titre

12*

d’exemple, la structure octaédrique que forme le cation Al“" dans le HDL se transforme en

structure tétraedrique apres calcination [G. Mascolo et coll., 2015]. Pour cette raison, selon P.
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Kowalik le terme « reconstruction » devrait étre utilisé uniquement lorsque la réaction du
HDL calciné permet de récupérer a la fois la structure et la composition de I'ex-HDL [P.
Kowalik et coll., 2013].

I1.2.4. Autres méthodes de synthese
11.2.4.1. Méthode hydrothermale

Cette méthode consiste a utiliser des oxydes ou hydroxydes insolubles (hydroxydes de
calcium et d'aluminium par exemple) comme source de cations pour interagir avec un sel
fournissant 1’anion a intercaler [G. Renaudin et coll., 2004]. Ce dernier a une trés faible
affinité vis-a-vis des HDLS et n’entre en rivalité dans ces conditions qu’avec 1’ion hydroxyde
OH' [G. Renaudin et coll., 2000].

Cette méthode a éte utilisée pour synthétiser des microspheres poreuses de HDL de type ZnAl
en employant I'nexaméthylénetétramine comme agent de précipitation, le dodécyl benzéne
sulfonate de sodium (SDBS) comme agent tensio-actif et le tartrate de sodium, le citrate de
sodium et le salicylate de sodium (SS) en tant qu’agents directeurs de structure. Les résultats
de la caractérisation des microsphéres synthétisées indiquent que le HDL-ZnAl/ SDBS
modifié est caractérisé par une variété de morphologies et de volumes des pores [Y. Sun et
coll., 2014].

11.2.4.2. Méthode de « chimie douce »

L’idée d’utiliser la « chimie douce » comme méthode pour la synthése des HDLs a été
proposée par Delmas et coll., dans les années 1990 [L. Demourgues-Guerlou et coll., 1993 ;
K.S. Han et coll., 1996], afin de remédier & certains problémes de cristallinité et de

composition chimique du produit.

Cette chimie est dite douce car elle est écologique et respectueuse de 1’environnement. Elle
est fondée sur des réactions de polymérisation minérale réalisée a des températures peu
élevées, a partir de précurseurs moléculaires tels que des sels métalliques ou des alcoxydes
métalliques, dans des milieux aqueux ou hydro-alcooliques. Cette chimie des matériaux
hybrides exploite toute la souplesse et la versatilité offerte par la chimie moléculaire et

supramoléculaire [C. Sanchez et coll., 2010].
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Des HDLs a base de nickel de type [Nii.x Cox(OH),] Xxn.mH,0, incorporant des anions X™
de petite taille (COs%, SO4%, NO*, OH") ou de grande taille (anions métavanadates) ont été
synthétisés. Cependant, la méthode de chimie douce ne s’applique que pour former un nombre
limité d’HDLs car elle nécessite des cations metalliques avec une configuration 3d, ayant
plusieurs états d’oxydation, et un composé¢ initial lamellaire pour réaliser I’intercalation des

anions [I. B. Assaker, 2009].
11.2.4.3. Synthése a la surface d’un support

Certains HDLs peuvent étre formés via une réaction chimique qui se produit a la surface d’un
support. On aboutit ainsi a des composés fonctionnels parfaitement dispersés utilisables tels
quels ou comme supports pour d’autres composés. Ainsi, la synthése des HDLs CoAl-COs,
NiAI-CO3 ou ZnAl-CO3 a la surface d’alumines a-Al>O3 ou y-Al,O3 (sous forme de particules
ou de films anodiques) a été réalisée en faisant réagir partiellement ces alumines avec des
solutions contenant des ions Co?*, Ni** ou Zn?* sous forme d’un complexe aminé. Ce dernier

donne & la solution un pH légerement alcalin [J.L. Paulhiac et coll., 1993].
I1.3. Propriétés des HDLs

Les HDLs constituent une famille de matériaux aux propriétés chimiques et physicochimiques
uniques [I. B. Assaker, 2009 ; B. Li et coll., 2004 ; G. Mascolo et coll., 2015 ; J. H. Choy et
coll., 2007]:

- Les HDLs ont des propriétés physico-chimiques et morphologiques modulables, qui
dépendent de leur mode de synthése. Leur diversité dépend de la nature des cations
métalliques et des anions intercalés ;

- L’interfeuillet permet 1’insertion d’anions simples, d’oxo-anions, de polyoxo-anions, de
complexes métalliques (porphyrines, phthalocyanines), d’anions organiques, de
polymeres chargés négativement ou de molécules tres variées ;

- L’absence de toxicité de ces matériaux facilite leur manipulation ;

- Ils ont de grandes capacités d’échange anionique (comprises entre 200 et 400 meq/100g)
qui dépendent de la nature de I'anion présent dans I’interfeuillet et de la densité de
charge des feuillets. Plus la densité de charge du feuillet est elevée, plus la réaction
d'échange est difficile ;
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- lIs possedent une surface spécifique® élevée (> 100 m2/g) et peuvent former, apres
traitement thermique, des phases spinelles ® trés recherchées dans le domaine
catalytique ;

- Grace a leur effet mémoire, ils sont capables de reconstruire la structure lamellaire
envisagée quand le produit calciné est en contact avec des solutions aqueuses
contenant les anions a intercaler (voir 11.2.3.) [G. Mascolo et coll., 2015] ;

- Les HDLs ont une bonne affinité avec les biomolécules et apparaissent comme des
matrices privilégiées pour I’immobilisation de différentes enzymes qui présentent dans
la majorité des cas des points isoélectriques bas et des charges de surface globalement

négatives.

De maniére générale, les HDLs permettent une chimie d’intercalation trés riche vis-a-vis des
molécules inorganique et organiques, et des biomolécules. Un choix appropri¢ d’intercalants
pourra donc apporter de nouvelles fonctionnalités aux HDLs (catalyse, électro-activité,

conduction, coloration, bioactivite).

I1.4. Applications des HDLs

Les propriétés des HDLs décrites précédemment expliquent leur utilisation dans différents

domaines d’application.

I1.4.1. Applications en (bio)-catalyse

Les HDLs peuvent jouer le réle de catalyseurs fiables, stables et réutilisables pour certaines
synthéses chimiques comme la cyanoéthylation d'alcools catalysée par I’hydrotalcite Mg-Al
[P. Kumbhar, 1998]. Des HDLs de type M-AI-CO3(avec M = Mg, Ni, Cr, Co, Mn) ont aussi
était utilisés comme support de catalyse [F. Li et X.Duan, 2006]. Les propriétés physico-
chimiques des HDLs permettent (aprés traitement thermique) d'obtenir une grande surface
spécifique ainsi que des especes spinelles tres recherchées dans le domaine catalytique. Des

essais ont notamment concerné la synthése de biodiesels [D. G. Cantrell et coll., 2005]. D’une

19 T , ez . .

La surface spécifique représente la surface totale par unité de masse du produit accessible aux atomes et aux
molécules extérieurs. Il s’agit donc de considérer toute la surface de chaque particule, porosité ouverte
comprise.

20 . , . . .

La structure des spinelles est basée sur I'empilement 3C (coordinence en carbone) et les deux types de
cavités, octaédrique et tétraédrique, sont occupés a la fois, mais partiellement. La formule générale des
spinelles est X,YO, : on distingue les spinelles « normales » (N) et « inverses » (1), selon que les deux cations X
occupent deux octaédres ou un octaedre et un tétraeédre - le cation Y allant dans la cavité laissée libre par X.
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maniere genérale, les HDLs présentent des propriétés particulierement intéressantes pour des

applications électro-analytiques [Tonelli et coll., 2013].

Ces matériaux sont également intéressants comme matrices d’immobilisation d’enzymes. Le
Tableau 1.4 donne quelques exemples tirés de la littérature scientifique pour des applications

dans 1’¢laboration des biocapteurs.

HDL Enzyme Méthode Réference
ZnCr-Cl [D.Shan et coll., 2003]
ZnAl-Cl [S.Cosnier et coll., 2006]
ZnAl-Cl [D.Shan et coll., 2006]

MgAI-FcSO; .
. [M.Colombari et coll., 2007]
MgAI-FcSO, Adsorption
FcMeOH/ZnAlI-Cl GOD [D.Shan et coll., 2007]
ZnCr-FcPSO3 [C. Mousty et coll., 2009]
ZnAl-Cl/Chitosan [Q. Shi et coll., 2008]
NiAI-NO; [E. Scavetta et coll., 2008]
_ Electro- . .
NiAI-NO; L [A. Mignani et coll., 2006]
déposition
ZnAl-Glut-GA Greffage [C. Forano et coll., 2006]
ZnCr-ABTS HRP/GOD Adsorption [D. Shan et coll., 2006]
NiAI-NO; HRP Adsorption [X. Chen et coll., 2008]
ZnCr —ABTS HRP/catalase Adsorption [H. Chen et coll., 2008]
[D. Shan et coll., 2003]
ZnAl-ClI )
PPO Adsorption [D. Shan et coll., 2004]
ZnAl-Cl/Chitosan [Q. Fan et coll., 2007]
ZnAl-Cl PPO/ AcP Adsorption [S. Cosnier et coll, 2006]
ZnCr-ABTS Laccase Adsorption [C. Mousty et coll., 2007]
ZnCr -AQS NiR Adsorption [H. Chen et coll., 2007]
ZnAl-Cl AlP Adsorption [E.Geraud et coll., 2008]
MgAI-Cl Coprecipitation [C. Mousty et coll., 2008]
Adsorption [V.De Melo et coll., 2002]
) Délamination/ [H.Barhoumi et coll., 2005-
ZnAl-Cl Uréase i
Reconstruction 2006]
Coprécipitation | [S.Vial et coll., 2006-2008]
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LOX

lipoxygenase, NiR :

ZnAl-Cl ) Adsorption )
Trypsine L [H.Mansouri et coll., 2009]
MgAI-Cl Coprecipitation
Calcination/
MgAI-NO; . [L. Ren et coll., 2001]
PGA Reconstruction
MgAIl-Glutamate Greffage [L. Ren et coll., 2002]
ZnAl-NO3 [MBA.Rahman
ZnAl-DDS et coll., 2004]
MgAI-NO; [MBA.Rahman
MgAI-DDS Lipase Adsorption et coll., 2004]
NiAI-NO; [MBA.Rahman et coll., 2004]
MgAI-NO; [F.Yagiz et coll., 2007]
MgAI-NO; [Z.Hong-Yang et coll., 2009]
MgAI -lactate Lipase Adsorption [Z.An et coll., 2009]
. Calcination/ )
MgAI-NO; Broméline i [W.Shi et coll., 2007]
Reconstruction
. [R.Morales Borges et coll.,
ZnAl-Azelate LOX Adsorption
2009]
ZnAl-ClI Chymotrypsine Adsorption [C.Forano et coll., 2006]
MgAl- .
CA Adsorption [Y.T.Zhang et coll., 2009]
NO3/PAAAam
Abréviations : ABTS : 2,2'-azinobis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate, AcP : acid
phosphatase, AIP : alcaline phosphatase, CA carbonique anhydrase, DDS

dodécylsulfonate, Fc : ferrocene, GOD : glucose oxydase, HRP, peroxydase de raifort,
nitrite réductase, PAA-Aam :
acrylamide, PGA : pénicilline G acylase, PPO : polyphénols oxydase ou tyrosinase.

poly(acrylic) acide-co-

Tableau 1. 4. Immobilisation d’enzymes par des HDLs pour des applications dans le domaine

des biocapteurs [K.Charradi, 2010].
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11.4.2. Applications en échange ionique et/ou adsorption

Les HDLs ont la capacité de piéger, soit des especes chargées négativement comme les oxo-
anions (NO*, SO4%, PO,>, SeO3%, CrO4%, Cr,0;%) [L. Chatelet et coll., 1996 ; J. Das et coll.,
2002] ou les anions simples (halogene :F, CI-, Br, I) [P. M. S. Monk et coll., 1994], soit des
espéces chargées positivement comme des cations métalliques ou des métaux lourds (Co?*,
Cu?*, Ni®*, Pb?") [A. Tsyganok et coll., 2006 ; M.R. Pérez et coll., 2006] par adsorption en

surface et/ou par échange anionique. Ceci est rendu possible grace a leur surface spécifique



¢levée et a la flexibilit¢ de I’espace interfeuillet. Les HDLs sont ainsi utilisables pour des
applications de dépollution des sols [M. Park et coll., 2004] ou des eaux [X. Liang et coll.,
2013], ou comme tamis moléculaires et stabilisateurs [L. Dussault, 2005].

11.4.3. Applications en médecine

Certains HDLs sont depuis longtemps utilisés comme agents anti-inflammatoires [P. Grubel
et coll., 1997 ; M. Del Arco et coll., 2004] et comme agents chélateurs des ions phosphate
dans le fluide gastro-intestinal afin de prévenir I'nyperphosphatémie [A. Ookubo et coll.,
1992]. Plus récemment, grace a leur biocompatibilité, certains HDLs comme 1’hydrotalcite
ont été incorporés dans des formulations pharmaceutiques en tant que matrices de molécules
pharmaceutiques, comme 1’anti-inflammatoire fenbufen [B. Li et coll., 2004] ou une molécule
utilisée dans le traitement de 1’ostéoporose [H. Nakayama et coll.,, 2003]. Dans ces
applications, les HDLs participent non seulement dans la préservation des molécules
pharmaceutiques lors de leur stockage mais aussi dans le contr6le de leur libération dans
I’organisme [1.B. Assaker, 2009].

En outre, I'intercalation des vitamines A (acide rétinoique), C (acide ascorbique) et E
(tocophérol) dans des HDLs a base de Zn-Al par la méthode de coprécipitation, leur permet
d’acquérir une stabilité vis-a-vis de la lumiére, de la chaleur et de I'oxygéne [J.-H. Choy et
coll., 2007].

Enfin, les HDLs comme I’hydrocalumite de carbonate et I’hydrotalcite présentent aussi des

propriétés antiacides [C. F. Linares et coll., 2016] et antipeptine [D. H. Kima et coll., 2008].
11.4.4. Applications en électrochimie

De nombreuses études se sont concentrées sur I’utilisation des HDLs en tant qu’¢€lectrolytes et
conducteurs protoniques et il a été mis en évidence que ces matériaux possedent une
conduction protonique élevée [A. DeRoy et coll., 1985-89 ; M. Lal et coll., 1981].

Les HDLs ont de bonnes performances dans la conduction ionique qui peuvent étre attribuées
aux échanges protoniques entre les feuillets hydroxylés et les molécules d’eau interfoliaires et
a la mobilité des anions insérés. Ils sont donc intéressants comme support pour des électrodes
modifiées [K. Itaya et coll., 1987 ; S. Therias et coll., 1995] et ont été, entre autres, utilisés

dans la conception d’un capteur de gaz [S. Morandi et coll., 2006].
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I1.5. Conclusion

En conclusion, la coprécipitation directe demeure une des meilleures méthodes de synthese
des HDLs, rapide, simple, et peu codteuse.

Les HDLs sont utilisés dans différents domaines d’application (résumés dans la Figure.I.12)
grace a leurs propriétés variées, leur faible colt, leur souplesse, leur capacité de recyclage,

leur faible toxicite et leur surface spécifique élevée.

Pour ces raisons, ils constituent une grande tendance dans le domaine de 1’électrochimie et la
biocatalyse ou ils rivalisent avec d’autres matériaux utilisés pour la fonctionnalisation des

¢lectrodes et ’immobilisation des enzymes.

CATALYSEURS SUPPORTS DE CATALYSE
- hydrogénation - Ziegler-Natta
- polymérisation - Complexes
- formation de CHy4 - NO,
’—> ABSORBANTS
|—| - stabilisateur PVC
- piégeur d'halogéne
INDUSTRIE MEDECINE
- tamis moléculaire - antiacide
- echangeurs d'ions - antipeptine

Figure 1. 12. Divers domaines d’applications des HDLs [C. Vaysse, 2001]

C’est pourquoi, nous avons choisi ce type de matériau pour fonctionnaliser notre électrode de
travail et immobiliser notre enzyme, la tyrosinase, afin de développer un biocapteur pour la
détection des polyphénols. Nous allons dans la derniére partie de ce chapitre aborder la
structure des polyphénols en nous concentrant sur le cas des polyphénols de thé utilisés dans

cette thése, ainsi que la structure et le fonctionnement de la tyrosinase.
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III. GENERALITES SUR LES POLYPHENOLS ET LA TYROSINASE

I11.1. Les polyphénols
II1.1.1. Fonctions et problématique

Les polyphénols sont des molécules genérées par le métabolisme des végétaux. Ils sont
impliqués dans leur résistance aux infections microbiennes et virales, ou aux mauvaises
conditions climatiques [H. Gouzi, 2014]. En tant que constituants des végétaux, ils sont

logiquement présents dans les aliments d’origine végétale.

Dans un contexte agroalimentaire, ces molécules influencent directement la qualité des

légumes (couleur, ardme, et texture) ou le parfum de différentes boissons telles que le café, le
thé, les jus de fruits et le vin [C. Manach et coll., 2004].

Depuis de nombreuses années, les polyphénols attirent également 1’attention du fait de leur
impact positif sur la santé humaine (leurs propriétés bénéfiques ont également été démontrées
chez I'animal, comme le lapin par exemple [A. Brenes et coll., 2016 ; A. Scalbert et coll.,
2005]). lls ont ainsi des vertus anti-oxydantes, anti-fongiques, anti-inflammatoires ou anti-
cancérigénes, et des propriétés protectrices vis-a-vis du systéme cardiovasculaire [J. M. de
Mello Andrade et coll., 2014 ; K.S. Bhullar et H.P.V. Rupasinghe, 2015].

Pour ces raisons, la famille des polyphénols présente un grand intérét dans différents
domaines, agroalimentaires, pharmaceutiques ou environnementales [A. Scalbert et coll.,
2002 ; Q.V. Vuonga et coll., 2014], ce qui implique d’élaborer des méthodes de détection et
d’analyse rapides et efficaces.

Dans ce contexte, le colt élevé et les temps de rotation lents des méthodes photométriques et
chromatographiques conventionnelles imposent le développement de techniques analytiques
plus rapides. Pour répondre a ce besoin, le développement d’un détecteur simple a utiliser,
peu codteux, jetable (accessible) et fortement sensible aux polyphénols, devient de plus en

plus urgent, ce qui motive cette étude.

I11.1.2. Structure générale

Les polyphénols constituent une famille de molécules organiques hydrosolubles caractérisées
par la présence de plusieurs groupements phénoliques associés en structures plus ou moins

complexes, généralement de haut poids moléculaire. lls peuvent étre classés en différents
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groupes en fonction du nombre de cycles phénoliques qu'ils contiennent et des groupements

se liant a ces derniers.

On peut citer par exemple (Figures 1.13 et 1.14) [A. Scalbert et coll., 2002 ; C. Manach et
coll., 2004] :
- les tanins (hydroxybenzoic acids & hydroxycinnamic acids) ;
- les flavonoides (flavonoids) regroupant les flavones (dont la quercétine, flavonoide le
plus étudié), les flavonones, les flavanols (dont les catéchines) et les anthocyanines ;
- les stilbenes (stilbenes) (cas du resvératrol, polyphénol connu par son utilisation en
cosmétique) ;

- les lignanes (lignans).

Hydroxybenzoic acids Hydroxycinnamic acids

Ry R,

0
R Ry O
oH \

R3 OH
R,= R,=0H, R;=H : Profocatechuic acid R; = OH : Coumaric acid
R:=R,= R3= OH : Gallic acid Ry = R, = OH : Caffeic acid

R,=0CH,, R; = OH : Ferulic acid

Flavonoids

0,7 H
H oH

Chlorogenic acid

Stilbenes Lignans
HO CH,0 H,OH
Q \ O o HO g CH,OH
HO
Resveratrol O Secoisolariciresinol

OCH,
OH

Figure 1. 13. Structures chimiques de polyphénols [C. Manach et coll., 2004].
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Flavonols Ry
98
OH
OH 0

R,=0H; R,= R;= H : Kaempferol
R;=R,=0H; Ry=H : Quercelin
R; = R, =R;= 0H . Myricetin

Isoflavones

HO

R, = H: Daidzein
R, = OH : Genistein

R,

Anthocyanidins

CH

R,

OH

R; =R, =H : Pelargonidin

Ry = OH: R,=H : Cyanidin

R, = R, = OH : Delphinidin
R;=0CH;; R, = OH : Petunidin
R, = R, = 0OCH, : Malvidin

Figure 1. 14. Structures chimiques des flavonoides [C. Manach et coll., 2004].
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Flavones R,
98
Ty o
OH O
R;=H; R, = OH : Apigenin
R;=R,= OH : Luteolin
R1
Flavanones R
2
T ’
OH O

R, = H; R,= OH : Naringenin
R, = R, = QH : Eriodictyol
R; = OH; R, = OCH,: Hesperetin

R

H

Flavanols
ad@
0
OH

R;=R,= OH; Ry = H : Catechins
R, =R, = Ry;= OH : Galiocatechin

R,

Ry

Trimeric procyanidin



I11.1.3. Sources : exemples du café et du thé

Les principales sources alimentaires de polyphénols sont le café (36,9%), le thé (33,6 %),
le chocolat (10,4 %), le vin (7,2 %) et les fruits (6,7 %), suivi des oléagineux, du soja et de la

biere?*.

La composition en polyphénols varie d’une source a une autre. Par exemple, la pulpe fraiche
de café contient surtout des acides hydroxycinnamiques (14 g/kg) et des procyanidines (20
g/kg) ; ces derniers ont une structure homogeéne, basée essentiellement sur la (-)-épicatéchine,
et relativement peu polymérisée. L’exposition a I’air (oxydation) affecte peu les acides
hydroxycinnamiques contrairement aux catéchines et aux procyanidines [M.A. Ramirez-
Coronel et coll., 2004 ; E. R. Prata et coll., 2007].

Dans le cas du thé, les principaux composés phénoliques appartiennent a la famille de la
catéchine, également connu sous le nom flavan-3-ol, constituant jusqu'a 30 % du poids de
maticre solide du thé, tandis que d’autres flavonols sont également présents (jusqu'a 4%) [P.
A. Kilmartin et coll., 2003]. En raison de la présence de deux carbones asymétriques, la
catéchine existe sous 4 formes stéréoisomériques qui sont présentées dans le Tableau 1.5 [J. J.
Dalluge et coll., 2000 ; Y. S. Lin et coll., 2003 ; P. A. Kilmartin et coll., 2003]. Le thé contient

aussi des dérives de catéchine et de la caféine [S. T. Saito e coll., 2006].

Nous détaillerons ici le cas du thé car les polyphénols utilisés dans cette étude sont extraits du
thé vert. Les molécules présentes dans le Tableau 1.5 sont donc représentatives du mélange de
polyphénols utilisé, méme si la composition des polyphénols varie d’un thé a un autre, selon
le traitement ou les conditions de stockage [S. T. Saito et coll., 2006 ; S. Nadifiyine et coll.,
2013].

Nom Configuration Structure chimique Masse molaire

OH
(+)-catéchine HO o @:
o OH 290 g/mol
(2R, 3S)
c OH (formule brute :

o C15H1406)

21 .
Il s’agit des pourcentages en masse.
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(-)-épicatéchine

HO 0
(2R, 3R)
| 290 g/mol
EC "'—'DH
OH
OH
(-)-catéchine (2S, 3R)
290 g/mol
+)-épicatéchine 2S, 3S
(r)y-2p ( ) 290 g/mol
OH
3 OH
I |¢
HO 1
Q. S R
(-)-épigallocatéchine | 1 458 g/mol
N NTR
3-gallate _ ’ (Formule brute
(2, 3-cis) OH
EGCG oH C22H13011)
—0 N/ OH
0 '
OH
G groupe galloyl
R3=GetR’s=0H
o o A 306 g/mol
(-)-épigallocatéchine _ Méme formule avec
(2, 3-cis) (Formule brute
EGC R3; =OHetR’s = OH
Ci5H1407)
(-)-épicatéchine 3- A 442g/mol
_ Méme formule avec
gallate (2, 3-cis) (Formule brute
R;=GetR’s=H
ECG C22H18010)

Tableau I. 5. Les structures chimiques des stéréoisomeres de catéchine extrait du thé vert
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Dans cette étude, le choix du thé vert comme source de polyphénols est justifié¢ par ’intérét
trés important qu’ils présentent dans les domaines de la santé et de I’environnement [S.T.Saito
et coll., 2006]. En effet:

- ils sont des agents de chimio-prévention efficaces ;

- ils interviennent dans I'amelioration de I'activité de I'insuline ;

- ils sont utilisés comme antimicrobiens et immunostimulants ;

- ils ont des capacités anti-inflammatoires, un effet protecteur contre les maladies cardio-

vasculaires et les lésions ischémiques cérébrales.

IIL.2. La tyrosinase

II1.2.1. Définition générale

La tyrosinase est une enzyme catalysant I'oxydation des phénols (comme la tyrosine d’ou elle
tire son nom, la L-tyrosine étant le monophénol majeur dans le régne animal), contenant du

cuivre comme cofacteur. Il s’agit donc d’une métallo-enzyme.

La tyrosinase a €té découverte pour la premiéere fois en 1856 par Schoenbein dans le
champignon Boletus luciferus. Il a noté que des extraits de ce champignon catalysaient
I'oxydation en aérobie de certains composés en formant un pigment bleu dans les plantes [J.
Zawistowski et coll., 1991 ; J.R. Whitaker et coll., 1995 ; L. Vamos-Vigyazo et coll., 1981].

II1.2.2. Les deux types de tyrosinase

Il existe deux types de tyrosinase, définis par leur activité enzymatique et classées dans les
catégories EC 1.14.18.1et EC 1.10.3.1 par I'Union Internationale de la Biochimie (1UB).

» EC 1.14.18.1 ou monophénol monooxygénase. Cette enzyme présente deux

activités [L. Vamos-Vigyazo, 1981 ; W.Q. Sun et coll., 1992]:

- L’activit¢ monophénolase ou crésolase ou hydroxylase catalysant 1’hydroxylation des
monophénols en o-diphénols. Elle est généralement peu étudiée dans les plantes car la
réaction d’hydroxylation est beaucoup plus lente que la réaction d’oxydation formant les
quinones et initiant les réactions de brunissement. Elle est cependant connue depuis
longtemps dans les champignons.
- L’activité diphénolase ou catécholase ou oxydase : il s’agit de 1’oxydation des substrats 0-

diphénoliques en o-quinones en présence d’oxygene. Les 0-quinones sont des composés
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fortement réactifs. 1ls peuvent soit subir spontanément en solution aqueuse des
polymérisations et cyclisations non enzymatiques donnant naissance a un pigment hétérogéne,
noir, brun ou rouge, appelé mélanine ??, soit réagir avec des acides aminés et des protéines

pour produire des composés colorés.

» EC 1.10.3.1 ou catécholoxydase. Cette catégorie ne présente que ’activité catécholase
[H. Gouzi, 2014].

Ces activités sont décrites dans la Figure 1.15.

OH OH 0
I
R 272 R 2 g
crésolase Z catécholase \“ﬁ"ﬁ
ou laccase
OH 0
R - 30 N

l

R H,O
e laccase ‘u;'r/‘ e

OH 0

Figure 1. 15. Schéma des différentes réactions catalysées par les polyphénols oxydases [H.
Gouzi, 2007].

I11.2.3. Sources

La tyrosinase est une enzyme tres répandue :

- Chez les végétaux : banane [M.M. Sojo et coll., 1998], pomme de terre [C. Marri et coll.,
2003], épinards [J.H. Golbeck et coll., 1981], artichaut [E. Ziyan et coll., 2003], poire [E.
Ziyan et coll., 2004], coing [H. Yagar et coll., 2002], péche [T.C. Wong et coll., 1971],
abricot [T. Chevalier et coll., 1999], feuilles de tabac [C. Shi et coll., 2002], cerise [V.B.
Kumar Anil et coll., 2008] ...

- Chez les mycetes, plus communément appelés champignons (se distinguant des végétaux
par le fait qu’ils sont incapables d’effectuer la photosynthése) comme les truffes [M. Miranda
et coll., 1992-96 ; O. Zarivi et coll., 2003] et autres champignons [H.W. Duckworth et coll.,
1970 ; G. Papa et coll., 1994 ; H. Gouzi et coll., 2007] ...

22 p . . . . . . . . . / .
Les mélanines sont parmi les principaux pigments biologiques impliqués dans la coloration de la peau,
des cheveux et des yeux.
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- Chez les animaux. On note que chez I’homme la mutation de la tyrosinase provoque
I’albinisme [M. B. Dolinska et coll., 20014] car cette enzyme catalyse normalement la
production de mélanine par oxydation a partir de la tyrosine.

La tyrosinase étant largement répandue dans le monde vivant, elle est connue sous différentes

appellations résumées dans le Tableau 1.6 :

EC 1.14.18.1 EC 1.10.3.1
monophénol monooxygénase catécholoxydase
- phénolase - diphénoloxydase
- monophénOI Oxydase - o_diphénolase
- crésolase - phénolase
- monophénoloxydase - polyphénol-oxydase (PPO)
- tyrosine-dopa oxydase - tyrosinase
(DihydrOxyPhenylAlanine) - pyrocatéchol-oxydase
- monophénol monooxydase - catécholase
- dihydroxyphénylalanine: oxygeéne - o-diphénol: oxygéne oxydoréductase
oxydoréductase - o-diphénol oxydoréductase
- N-acetyl-6-hydroxytryptophan oxydase
- monophénol, dihydroxy-L-
phénylalanine oxygéene oxydoréductase
- diphénol: O, oxydoréductase
- phénol oxydase

Tableau 1. 6. Les différentes appellations de la tyrosinase [1UB]

I11.2.4. Classification et structure de I'’enzyme utilisée

L’enzyme utilisée dans ce travail de thése est la tyrosinase extraite du champignon Agaricus
bisporus appartenant a la catégorie EC1.14.18.1, donc présentant les activités crésolase et
catécholase.

C’est une enzyme oligomérique (composee de plusieurs sous-unités) de forme globalement
globulaire de 569 acides aminés [S. J. Yin et coll., 2011] ayant un poids moléculaire apparent
de 128-133 kDa (119.5 kDa déterminé par électrophorése) [J.P. Gillespie et coll., 1991 ; E.

lonita et coll., 2014]. En solution aqueuse, elle présente une association en tétramere (deux
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monomeres H et deux monomere L) formant une structure de type « H,L,». Cependant la
forme active de l'enzyme, montrant ’activité crésolase et catécholase, a la comsposition L,H
[E. lonita et coll., 2014].

La structure secondaire de la tyrosinase est principalement a- hélicoidale, le cceur de I’enzyme
étant constitué par deux atomes de cuivre (site actif catalytique) entourés par quatre hélices a
(02, a3, 06 €t a7 ; Figure 1.16) [H. Decker, 2000-2004 ; K. Haghbeen et coll., 2004 ; H. Gouzi
et coll., 2014]. Ce cceur central est entouré par d’autres hélices, a; et aq4, et plusieurs coudes 3
(Figure 1.16) [W. T. Ismaya et coll., 2011].

La Figure 1.17 montre une vue de I’intérieur du site actif de ’hémocyanine de « Limulus
polyphemus »*® obtenue par modélisation moléculaire. Ce site présente une organisation
similaire a celle de la tyrosinase d’« Agaricus bisporus », caractérisée par 4 atomes de cuivre
groupés par paires. Ces atomes forment le site d’interaction avec l'oxygene et le substrat
phénolique. D’autres protéines comme la laccase, 1’ascorbate oxydase et la céruloplasmine
ont une organisation similaire [H. Gouzi et coll., 2014].

Une présentation schématique de la structure chimique de I’environnement de site binucléaire

du cuivre est présentée dans la Figure 1.18.

Figure 1. 16. Structure de la catéchol oxydase [H. Gouzi et coll., 2014]
(les atomes sont coloreés selon leurs natures : carbone en gris, I'azote en bleu, soufre en jaune,
0xygene en rouge et cuivre en cyan)

> Le « Limulus polyphemus »est un arthropode chélicérate marin qui fait partie de la famille des crabes.
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Synthese bibliographique

Figure |. 17. Vue de l'intérieur du site actif de [’hémocyanine de Limulus polyphemus
(atomes de cuivre en marron clair, atomes d’oxygéne en rouge, et acides aminés de type
histidines liés aux atomes de cuivre en bleu). [H. Gouzi et coll., 2014]

(His) NH

/ (His)
(His) ,) N

HN  *oe TN astl
~-Cu [ “Cu -~
N/ \D/ ‘ \N AN (His)

(His) A é’ | H

HN (His)

Figure 1. 18. Représentation schématique du site binucléaire du cuivre [I. Tetik et coll.,
2015].

I11.3. Biocapteurs a base de tyrosinase pour la détection de polyphénols

Il existe différentes méthodes électrochimiques de détection des polyphénols, enzymatiques
au non. Par exemple les phénols sont oxydés a la surface d’électrodes de Pt/Au en milieu

acide [P.I. lotov et coll., 1998]. Cependant les produits de cette oxydation forment par
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polymeérisation un dép6t « goudronneux » salissant la surface de I'électrode. Les HDLs sont
utilisés pour fonctionnaliser la surface d'électrodes d’ITO, sous la forme de couches alternées
de HDL de Cobalt-pholocyanine et MgAl. De telles électrodes montrent d’excellentes
propriétés catalytiques vis-a-vis de differents polyphénols [J. Han et coll., 2011]. Cependant
la fonctionnalisation de la surface des électrodes par une enzyme reste la méthode de

prédilection assurant en particulier la spécificité de la réaction d'oxydoréduction.

Comme nous l'avons vu, la tyrosinase est une enzyme parfaitement adaptée a ce genre de
problématique, de part les réactions qu’elle est capable de catalyser, bien que ce ne soit la
seule option possible. La superoxyde dismutase, la laccase ou la peroxydase du radis noir sont

¢galement d’excellents candidats [L. Campanella et coll., 2003 ; S. Korkut et coll., 2008].

Dans le cas de la tyrosinase, différentes approches ont été testées pour l'immobiliser a la

surface d'électrodes :

- films composites sol-gel de silice [B. Wang et coll., 2000] ou matrices sol-gel a base de
titane [J. Kochana et coll. 2015] ;

- diamants dopés [H. Notsu et coll., 2002 ; N. Zehani et coll., 2015] ;

- nanoparticules d'or [V. Carralero Sanz et coll., 2004] ou nanoparticules de FeOs traitées
par une chitosane? [S. Wang et coll., 2008] ;

- nanofibres de carbone-polyaniline [J. Zhang et coll., 2009] ;

- sels de diazonium [M. Cortina-Puig et coll., 2010].

Comme nous 1’avons vu précédemment, les HDLs sont une alternative simple a mettre en
ceuvre et peu couteuse pour I’immobilisation d’enzyme [C. Mousty et V. Prévot, 2013].
Différentes enzymes ont ainsi fait I’objet d’études comme ’uréase, 1’acétylcholinestérase et la
cholestérol oxydase [Z.M. Baccar et coll., 2009 ; M. Temani, et coll., 2014]. Dans le cas de la

tyrosinase, plusieurs HDLs ont déja été testés, tels que :

- des matériaux hybrides formés par 1’association de HDLs et chitosane [E. Han et coll.,
2007] ;

- un HDL MgAICOs[R. Han et coll., 2012] ;

- un HDL ZnAl pour la détection de cyanide [D. Shan et coll., 2004] ;

- un HDL Mg.AICI pour la détection de I’activité de la transbelotase [M.S.-P. Lopez et
coll., 2010].

** Chitosane : dérivé principal de la chitosine présent dans I'exosquelette de certains arthropodes
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Cependant, a notre connaissance, des études comparatives menées sur différents HDLs en
paralléle ne sont pas disponibles dans le cas de la tyrosinase alors que des études de ce type
ont été publiées dans le cas de 1’acétylcholinestérase ou de la phosphatase alcaline [C Mousty
et coll., 2008]. Dans le cas de I'acétylcholinestérase, la conclusion principale de I'étude est que
I'activité de I'enzyme est modulée par la composition des HDLs, certains d'entre eux inhibant
fortement ’enzyme. Dans le cas de la phosphatase alcaline, la nature basique du HDL MgAl
augmente la stabilité de I'enzyme vis-a-vis du pH.

On peut donc supposer que la nature chimique des HDLs peut influencer I'activité et ou la
stabilité de la tyrosinase d'autant plus qu’une étude a montré par ailleurs que les ions cobalt et
nickel auraient un effet activateur sur la tyrosinase en solution contrairement au zinc ayant un
effet inhibiteur [J.R. Jara et coll., 1990].

Enfin, les biocapteurs basés sur la tyrosinase permettent de détecter de nombreuses
molécules : I’eestrogéne [M. Cortina-Puig et coll., 2010 ; J. Kochana et coll., 2015], le
bisphénol A [H. Yin et coll., 2010 ; N. Zehani et coll., 2015], le crésol [H. Xue et coll., 2002 ;
J. Abdullah et coll., 2006], la dopamine [K. Min et coll., 2009] ...

Cependant I'application des ces biocapteurs n'est pas limitée aux molécules purifiées, certains
capteurs ayant fait leurs preuves dans le cas de mélanges complexes de polyphénols issus de
différents thé [M. Cortina-Puig et coll., 2010 ; K. S. Abhijith et coll., 2007 ; S. T. Saito et
coll., 2006].

Lors de l'analyse de nos résultats, nous les comparerons en priorité avec ceux des études

réalisées avec des mélanges complexes analogues.

IV. CONCLUSION

De nos jours, de nombreuses recherches sont orientées vers la création et 1’amélioration de
matrices d’immobilisation des enzymes pour améliorer le fonctionnement des biocapteurs

électrochimiques enzymatiques.
Parmi les matériaux utilisés, les HDLs sont des candidats prometteurs. Ce type d’argile peut

étre synthétisé par différentes méthodes, la coprécipitation directe demeurant la méthode la
plus répandue. Ayant suivi cette méthode, nous donnerons dans le chapitre 11 les détails de
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synthese des HDLs ainsi que ceux concernant la fabrication des films minces de HDLs

utilisés dans ce travail de these.

Quant au choix de I’enzyme, la tyrosinase est adaptée, comme nous 1’avons vu, a la
problématique de détection des polyphénols. Notre choix s’est porté sur les polyphénols de

thé dans le cadre d’applications potentielles en agroalimentaire par exemple.
Les méthodes de caractérisation permettant le contrdle des différentes étapes de construction

du biocapteur et de son fonctionnement seront présentées dans une seconde partie du chapitre
.
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET TECHNIQUES

EXPERIMENTALES




Dans ce chapitre, 1’objectif est de présenter la méthode simple que nous avons développée
pour le traitement de surface et la fonctionnalisation d’électrodes commerciales en vue
d’applications de type biocapteurs en milieu liquide. Pour cela, nous allons d’abord introduire
la synthese de nanoparticules de type Hydroxyle Double Lamellaires (HDLs) par co-
précipitation a pH et a température constants, les HDLs utilises dans ce travail étant NiAISOy,,
CoAISO4, CaAlCl et Zn,AICL. Nous allons exposer ensuite 1’approche adoptée pour
I’activation, la fonctionnalisation et la caractérisation des surfaces d’électrodes par dépdt de
couches minces de ces nanomatériaux. La derniére partie de ce chapitre portera sur
I’immobilisation de la tyrosinase, enzyme utilisée dans ce travail pour la détection et le

dosage ultérieur des polyphénols.

I. SYNTHESE DES HDLs

Le groupe de NanoBiolngénierie de I’'INRAP en Tunisie s’est focalisé depuis 2005 sur la
synthése et 1’étude des nanoparticules composites de type HDLs pour des applications de type
biocapteurs. Différents HDLs ont été ainsi synthétisés par la méthode de coprécipitation tels
que : NiAISO,4, CoAISO,4, CaAlCI, Zn,AlCI, Mg,AICO; MgsAICO; MgsFeCl, NiFeSO, et
CoFeSO,4. Ces nanomatériaux ont été caractérisés par différentes techniques d’analyse
structurale et/ou morphologique (DRX, MEB, AFM), et analyse de surface (AFM, FTIR,
Raman,...) et ont servi de matrices hotes pour I’immobilisation de diverses protéines,

enzymes ou autres molécules biologiques, comme le résume le Tableau 11.1:

Protéine/biomolécul . s s
HDL otel e/_b_lo, orecule Molécule détectée Réferences
utilisées
Anti-MMR [M. Hammami, A.
NiAISO, « Macrophage Mannose | Récepteurs MMR Soussou et coll.,
Receptor » 2015]
. . M. T i et coll.,
Mg,AICO3 Cholestérol oxydase Cholestérol [ emani et o
2014]
Mg,AICO3 et ADN Séquences longues [Z. M. Baccar et
MgsAICO3 d’ADN simple brin coll., 2012]
Mg,AICOs, - . . . [Z. M. Baccar et
D H
MgaFeCl, Ca,AICI iamine oxidase istamine coll., 2011]
CoAISO4,NiFeSOy, . o . . [S. Hidouri et coll.,
: Acétylchol Acétylchol
CoFeSO.. NiAISO, cétylcholinestérase cétylcholine 2011]

54




Ma,AICO Horseradish peroxidase Péroxyde [Z. M. Baccar et I.
92ATDs (HRP) d’hydrogéne Hafaiedh, 2011]
Toxi . .
CoAISO, et . oxmesf [S. Hidouri et coll.,
. Phosphatases (microcystine,
NiAISO, ) . 2010]
acide okadaique)
mgzi:gg& [Z. M. Baccar, S.
93 > Anti-caséine béta Urée Hidouri et coll.,
Zn,AlClI et 2009]
CaAlCI
Mg,AICOs, [Z. M. Baccar, D.
Mgs;AICOs, , .
Uréase Urée Caballero et coll.,
Zn,AlICI et 2009]
Zn;AICI

Tableau I1. 1. Les différents biocapteurs élaborés en utilisant les HDLs synthétisés dans le
groupe « NanoBiolngénierie » de ['INRAP en Tunisie.

I.1. Produits chimiques

Dans les cas des HDLs NiAISO, CoAISO,4 CaAlCI et Zn,AlCI, les solutions des sels
métalliques divalents et trivalents (NiCl,, CoCl,, CaCl,, ZnCl,;, Na;SO4, AICI3) et les
solutions basiques de NaOH et NaCO3 ont été achetées chez Sigma-Aldrich (France). L’eau

ultrapure (Milli-Q) a été utilisée comme solvant pendant la synthése et 1’étape de purification.
1.2. Méthode de synthese et parametres expérimentaux

La méthode de synthése repose sur la coprécipitation de sels métalliques. Pour provoquer la
précipitation des cations meétalliques divalents et trivalents, on ajoute goute a goute
simultanément selon le rapport volumique adéquat la solution de sel métallique divalent
(0.1M, ZnCl;, ou CoCl, ou NiCl, ou CaCly) a celle du sel métallique trivalent (0.1M, AICl3) a
une température maintenue constante (25°C pour Ca,AlIClI et Zn,AlICl, et 65°C pour NiAISO,
et CoAISO,) sous forte agitation (1000 rpm pour Zn,AlCI, et 1250 rpm pour NiAISO,,
CoAISQO, et Ca,AICI) pendant plus d’une heure [Z. M. Baccar et coll., 2009-2011-2012 ; S.
Hidouri et coll., 2011 ; M. Temani et coll., 2014]. Le pH est maintenu constant (pH=8 pour
Zn,AlCI, pH=11 pour CoAISO, et NiAISO,, et pH=11.5 pour Ca,AICl) par I’ajout d’un
mélange fortement basique, a base de NaOH (2M) et selon la nature des cations métalliques
utilisés et des contre ions a intercaler dans 1’espace inter feuillet (Na;SO4 (0.25 M) ou NaCOs
(0.5M)). Afin d’éviter la formation d’une phase d’ions carbonate intercalés, la synthése est

réalisée sous un flux d’azote (voir les Figures 1.10 et IL.1).
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Solution d'un Solution d'un
métal divalent métal trivalent

Ajout goutte a goutte
aT" et apH constants

Mélange
basique

— Solution HDL

1

Lavage a I'eau ultrapure

l

Filtration

l

Séchage a2 100°C
pendant 12h

1

HDL en poudre

Figure 11. 1. Schéma de synthese des HDLSs.

Aprés précipitation, le produit final est lavé avec de I'eau Milli-Q, filtré, séché pendant 12-24
heures a 100 ° C. Finalement la poudre obtenue est broyée avant caractérisation de la structure
et des phases du produit final obtenu.

Plusieurs études montrent qu’une variation de la concentration des sels métalliques
précurseurs utilisés pour la synthése des HDLs peut impacter sa composition, et donc sa
structure et celle de film formé par la suite [Y. Park et coll., 2015 ; I. Sorar et coll., 2009].
Dans notre cas, les parametres qui conditionnent la synthese des HDLs ont déja été optimisés
par le groupe « NanoBioEngineering » a ’INRAP [Z. M. Baccar et coll., 2011 ; S. Hidouri et
coll., 2011 ; Z. M. Baccar et coll., 2012].

II. CARACTERISATION DES HDLs

I1.1. Diffraction des rayons X (DRX)

Les diffractogrammes de la plupart des HDLs se caractérisent par des pics de diffraction

larges et asymétriques a cause de leur faible cristallinité [Ch. Vaysse, 2001], ce qui ne permet
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pas une résolution tres précise de la structure cristalline. Cependant, des informations sur la
structure des feuillets et de I'espace interfeuillet des HDLs peuvent tout de méme étre

obtenues a 1’aide de la technique de DRX.
I1.1.1. Principe de la technique de DRX

La base de la méthode de DRX est I’interaction de la matiére avec un rayonnement X de
longueur d’onde A de I’ordre de I’A : cette A étant de I’ordre des distances interatomiques de
I’échantillon, les atomes réémettent une partie du faisceau incident dans des directions de
I'espace spécifiques de la structure de 1’échantillon, si ce dernier est un cristal ordonné [P.
Gravereau, 2012].

Considérons plus précisément une poudre, ou échantillon polycristallin, composée d'une
multitude de petits grains d’orientations aléatoires les uns par rapport aux autres, chaque grain
pouvant également contenir des domaines nommes cristallites. Pour une famille de plans (hkl)
donnée, il existe donc toujours parmi ces cristallites un certain nombre qui présentent une
orientation compatible avec celle du faisceau incident de RX arrivant avec une incidence Op.
Pour que la diffraction soit observée, il faut que les ondes diffractées par les différents plans
soient en phase (ou que la différence de marche des rayons rencontrant ces plans soit égale a

un nombre entier). Ce raisonnement conduit & la relation de Bragg :
20hki sin Op= pA (éq 11.2)

oU dhk est la distance interréticulaire, Opy est I’angle suivant lequel la diffraction est observée,

A est la longueur d’onde du rayonnement, et p un entier relatif.

Schematiquement, si on peut mesurer I’angle 0 caractérisant la diffraction et si on connait la
longueur d’onde du rayonnement incident, on peut donc obtenir la distance inter-réticulaire

(Tableau 11.2).

Systémes

. . Distances réticulaires
cristallographiques

Hexagonal, trigonal : _ 1

=bc ; a=p=90° I
a=b#C OL_B_ \]é (h +k +hk)+£
y=120° 3 2 c?
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Réseau rhomboédrique : J1-3cos2a+2cos’a
a

a=b=c; o=B=y dhkl — sina
jh2+k2+12+2(kz+lh+hk)—C°S“§i‘f5;—1>
Monoclinique :
Ohia = 1
azb#c ; a=y=90° 90° R KL o hlcosp
a®.sin’f " b* c*sin’f  ac.sin’p

Tableau I1. 2. Distances interréticulaires pour les systemes cristallographiques
correspondants aux structures des HDLs [P. Gravereau, 2012]

Du fait de la loi de Bragg, I’ensemble des faisceaux réfléchis pour une méme distance
interréticulaire a ’intérieur des différents microcristaux formera alors un cone d’ouverture 260
centré sur le faisceau de RX incident, a 1’origine de cercles, ou anneaux de Debye sur le
détecteur. Ces anneaux définissent les positions des raies dans le diffractogramme (Figure

I1.2) donnant I’intensité du rayonnement diffracté selon la valeur de 6.

D)) 11 T(CO)) T [{(C

IntensiteA

20

Figure I1. 2. Cliché de Debye-Scherrer ; rapport avec un diagramme de poudre 1=f(26) [D.
A. Skoog, 2003]

I1.1.2.Montages utilisés

La caractérisation structurale de HDLs par DRX a ét¢ commencée a 'INRAP (Tunisie) puis
effectuée aussi au LOMA de Bordeaux a partir de fin 2013. Deux montages ont donc été

utilisés.
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> En Tunisie
Les diffractogrammes de poudres de HDLs ont été réalisés a 1’aide d’un diffractometre de
type X'Pert Pro (PANalytical, Almelo, Pays-Bas). Le faisceau de RX monochromatique est
produit par une anticathode de cuivre (4x_, = 0.15405nm ; a 40 kV et 30 mA) en mode de

balayage continu.

Cercle
goniometrigue

_échantillon Enregistreur
FD{} — pics de diffraction
Incident (Ay,) S
<
RX >
diffracté fente g
[
=
détecteur |::>
2w 200

Figure 1. 3. Schéma d’un diffractométre a compteur.

Le rayonnement émis est défini par un systeme de fentes et de fenétres situées avant et apres
I’échantillon (Figure I1.3). Ce dernier est étalé¢ sous forme de poudre polycristalline (15 mg)
sur une lame de verre qui tourne d’'un mouvement uniforme autour d’un axe situ¢ dans son
plan (cercle goniométrique), permettant ainsi d’augmenter le nombre d’orientations possibles
des plans réticulaires. Les cristallites étant orientés au hasard, il y aura toujours une famille de
plans donnant lieu a la diffraction, de telle sorte que 1’on obtiendra simultanément tous les
faisceaux susceptibles de diffracter : ces faisceaux forment des cOnes de demi-angle au
sommet 20. Un détecteur ou compteur (Geiger Miiller ou compteur a scintillation) mesure
I’intensité du rayonnement X diffracté dans certaines directions. Il tourne autour du méme axe
mais a une vitesse double de celle de I’échantillon. Pour un angle d’incidence 8, I’angle
mesuré par le déplacement du compteur sera donc 20. Un diaphragme a couteau permet
d’¢liminer I’effet parasite du faisceau incident des petits angles (20 < 10°). L’enregistrement
réalisé est la courbe de l'intensité des rayons X diffractés en fonction des angles de

diffraction.
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» En France
Un diffractométre & compteur courbe Inel CPS 120 a été utilisé pour la caractérisation
cristallographique. Le faisceau de RX monochromatique est formé par la raie K, du cuivre
(Ak,, = 0.15405nm). La focalisation sur le compteur est assurée par un monochromateur en

quartz courbe. Le générateur de puissance est réglé a 1.0 kW (40 kV et 25 mA).

La poudre a analyser est introduite dans un tube de Lindemann monté sur une tige en téflon.
L’ensemble est placé sur un goniomeétre permettant d’ajuster 1’échantillon en rotation et en
translation afin que ce dernier soit bien centré sur le faisceau de RX. L’échantillon est animé
d’un mouvement de rotation autour de son axe pour minimiser les orientations préférentielles.
Les photons X diffractés sont collectés simultanément sur 120° (avec des marches angulaires
de 0.029°) a I’aide d’un compteur courbe multicanal (4096 canaux) par ionisation de gaz
(mélange argon-éthane sous pression). Une feuille de fer de 0.2 mm d’épaisseur est intercalée
entre I’échantillon et le détecteur dans le prolongement du faisceau direct afin d’éviter que
celui-ci ne détériore le détecteur tout en permettant la mesure de sa position pour les
calibrations. Ce dispositif permet de "masquer" le faisceau direct et d’autoriser I’acquisition
de pics de diffraction aux trés petits angles (26= 1-2°). Les valeurs des canaux sont converties
en valeurs d’angle en utilisant les réflexions d’un calibrant, mélange de Na,Ca,AlF14 [G.

Courbion et G. Ferey, 1988] et de béhénate d’argent. [T. C. Huang et coll., 1993].

I1.1.3. Exploitation d’'un diagramme de diffraction de RX sur poudre pour résoudre

sa structure cristalline

L’enregistrement d’un diagramme de diffraction X nous permet d’obtenir comme données
brutes une courbe en deux dimensions donnant le nombre de photons X recus par le détecteur
en fonction de sa position sur le cercle de diffraction (Figure 11.2).

L’allure de cette courbe dépend en premier lieu de I’échantillon en question et plus
particulierement de :
- la quantité de matiere diffractante ;
- la taille des grains : afin d'éviter les problemes de micro-absorption et d'extinction, il est
nécessaire de travailler avec une poudre homogene ayant des grains de petite taille [G.
Caglioti et coll., 1958]. Pour un échantillon moyennement absorbant, on travaille en

général avec des grains de taille inférieure ou égale a 10 um.
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- l'orientation des grains : une distribution non aléatoire des orientations des grains donne
lieu a des orientations préféerentielles qui se manifestent par le renforcement de certaines

familles de raies de diffraction.

La taille des cristallites peut étre évaluée a partir de la formule de Scherrer qui relie la largeur
des pics de diffraction (ou des anneaux de Debye-Scherrer) a la taille des cristallites :

k.A )
= m (éq 11.2)
ou L est la taille des cristallites ;
0 est I’angle de diffraction ;
A(20) est la largeur de pic a mi-hauteur ;

et k est un facteur de forme sans dimension qui a une valeur typique d'environ 0.9.

Afin de trouver les dimensions de la maille élémentaire et ses éléments de symétrie (groupe
d’espace), la position, 1’orientation, et la conformation de la (des) molécule(s) a l'intérieur de
cette maille élémentaire, un travail important d’interprétation reste a accomplir. Dans notre
cas, nous avons utilisé des logiciels de recherche directe, nécessitant uniquement les positions
angulaires d’un certain nombre de réflexions (de 20 a 30) provenant du spectre de diffraction
de poudre de la phase solide considérée. Au cours de ce travail de thése, deux logiciels ont été
essentiellement utilisés : DICVOL [A. Boultif et coll., 1991] et CheckGroup, ces derniers
étant contenus dans 1’application « WinPLOTR? » du logiciel de simulation FullProf [L.
Akselrud et coll., 2014 ; X. Cui et coll., 2015].

I1.1.3.1. Affinement des parametres de maille et de groupe d’espace

Une premiere étape d'affinement conduit a déterminer les parameétres de maille et de groupe
d’espace ainsi que les fonctions de profil des pics et le décalage de zéro.

Cette méthode, appelée aussi « pattern matching », a été appliquée a 1’aide du programme
FullProf et a comme objectif de maximiser 1’accord entre le spectre calculé a partir des
parametres de maille et du groupe d’espace déterminés, et le spectre expérimental.

Le nombre de coups observés a chaque pas angulaire i du diagramme est modélisé par :

»WIinPLOTR : outils et interface graphiques pour FullProf
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k2

Veate, = Vo, + Z Ie Qu, (éq 11.3)
k=ky

ou y,, représente le bruit du fond au pas i (background), Q,, = Q (26, — 26;) est la fonction

décrivant le profil expérimental et Iy est ’intensité intégrée de la raie k.

Le test statistique de I’ajustement noté 2 ou g.0.f (goodness of fit) doit tendre vers 1 pour un

affinement réussi.

,_(Rw) _ M (éq 11.4)
« N—P+C

R exp

ou N-P+C est le nombre de degré de liberté ;
N est le nombre d’observations indépendantes ;
P est le nombre de paramétres ajustés ;
C est le nombre de contraintes entre ces parametres ;
M est la fonction @ minimiser ;

Ryyp €t Reyp sont les facteurs représentatifs de la qualité de I’affinement (voir annexe A).

La premiére étape de I’affinement est la précision du fond continu par :
- soit la création d’un “fichier de fond continu” expérimental pour des valeurs de (20)
réparties sur tout le diffractogramme et des interpolations linéaires pour les valeurs
intermédiaires ;
- soit I’utilisation d'une expression analytique empirique.
La précision dans le tracage du fond continu permettra de se rendre compte de la pertinence
de nos résultats, c'est-a-dire de lI'importance de I'écart entre le diagramme de diffraction X
enregistré et le diagramme généré par notre modeéle structural. Ce premier affinement est une
étape nécessaire permettant ensuite de mener un affinement de structure dans de bonnes

conditions.

Dans une seconde étape, on doit affiner les différents parameétres qui interviennent dans

I’ajustement de la position, I’intensité et la forme des pics de diffraction.
11.1.3.2. Affinement des positions atomiques

La méthode Rietveld [H. M. Rietveld, 1967-1969] utilise les résultats trouvés par I’affinement
de « pattern matching » pour simuler la structure cristallographique en 3D de I’empilement

moléculaire constituant la poudre étudiée. Les parametres structuraux (groupe d'espace,
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positions atomiques, taux d’occupation des atomes sur les sites cristallographiques...) doivent
étre connus avec le plus de précision possible.

L’affinement Rietveld consiste lui aussi @ maximiser [’accord entre spectres calculés et
mesurés, en tenant compte des intensités des réflexions de Bragg. Celles-ci sont liées par
définition a la structure, donc a la position et au taux d’occupation de chaque atome dans la
maille, mais dépendent également de facteurs expérimentaux, tels que I’agitation thermique

(de chaque atome ou bien globale) et des orientations préeférentielles.
I1.2. Spectroscopies infrarouge (IR) et Raman

Les Spectroscopies IR et Raman fournissent toutes les deux des informations sur les modes de
vibrations moléculaires (elles sont d’ailleurs souvent regroupées sous les termes de
« spectroscopies vibrationnelles »). Les regles de sélection de ces deux méthodes
spectroscopiques (voir plus loin) étant différentes, elles sont souvent utilisées conjointement
pour obtenir une signature vibrationnelle complete du systeme étudié. Par ailleurs, les bandes
observées sur les spectres IR et Raman renseignent également souvent non seulement sur le
systeme moléculaire étudié, mais aussi sur son environnement : la position des bandes et leurs
intensités relatives sont souvent des sources précieuses d’information. C’est la raison pour
laquelle ces méthodes sont largement répandues dans les laboratoires de recherche, d’autant
plus qu’elles sont applicables a des systémes variés : matériaux inorganiques comme les
HDLs, semi-conducteurs, polymeéres, systémes biologiques ... Elles sont également exploitées

dans le domaine industriel et la police scientifique (drogues explosifs, peintures ...).
I1.2.1. La spectroscopie infrarouge
11.2.1.1. Principe

En se basant sur des calculs de mécanique classique ou la molécule est décrite comme un
systeme d’oscillateurs, chaque mode est caractérisé par une fréquence d’absorption v

donnée par une expression du type :

(69 11.5)

ou m; et m, sont les masses des deux atomes, liés par une liaison assimilée a un ressort de
constante de raideur k et ¢ est la célérité de la lumiére dans le vide. La constante de raideur

dépend fortement de la structure de la liaison comme le montre la Figure 1.4 ou les
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fréquences (exprimées en cm™) varient par exemple pour deux atomes équivalents selon que

la liaison est simple, double ou triple.

< Force de ligison croissante [ Masse atomigue croissante :>
]
=p = sp*® '
=C- =C- CH O csC C=C oo 1 CH cc co c-ci C-Br
]
3300 3100 28900 21560 1650 1200 : 3000 1200 1100 200 5560
1
L]
< Frequence croissante (CM™ ) |

Figure I1. 4. Effet de la force de liaison et de la masse des atomes sur la fréquence de
vibration IR [D. Bertrand et coll., 2006]

La spectroscopie IR est basée sur D’absorption d’un rayonnement IR par le systéme
moléculaire sondé c’est-a-dire la transition entre deux niveaux vibrationnels. Seules les
vibrations caractérisées par une variation du moment dipolaire le long de la vibration lors de
I’absorption sont actives en IR. Par conséquent, la vibration de liaisons polarisées donnera
lieu a des bandes intenses, alors que les bandes de liaisons non-polarisées seront peu ou pas
visibles [J. Mbinze Kindenge, 2014].

Différents modes de vibration peuvent étre observés dans un spectre IR :

- des modes d’¢longation ou les atomes s’approchent ou s’¢éloignent I’un de 1’autre le long
d’une liaison. Dans le cas de molécules polyatomiques, on peut avoir des combinaisons de
ces vibrations donnant lieu a des élongations symétriques ou asymeétriques ;

- des modes de torsion ou de flexion caractérisés par des vibrations des angles entre les

liaisons.

Le cas d’une molécule « simple » comme celle de I’eau est présenté dans la Figure I1.5. On
comprend mieux les difficultés d’interprétation d’un spectre vibrationnel dans le cas d’un

systeme plus complexe.

t
7ON O\ \@/ oo
b DI IO

Elongation Elongation
gal SR Flexion

asymétrique symétrique

Figure I1. 5. Modes vibrationnels dans la molécule d’eau [H. Clenet, 2009].
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Matériel et technique expérimentales

11.2.1.2. Montage de spectroscopie infrarouge

La Figure I1.6 présente le schéma de principe d’un spectrométre IR typique.

||" Diviseur de
faisceau

Miroir fixe .

Figure 1. 6. Schéma de principe d’un appareil de spectroscopie IR [P. Lévéque, 2007].

Ce dernier est composé des parties suivantes :

- une source lumineuse émettant un spectre large dans le domaine IR ;

- un interférometre de Michelson vers lequel le faisceau issu de la source est dirigé. Cet
interférométre est constitué d’un ensemble de miroirs et d’une lame dichroique®®. L’un des
deux miroirs est fixe tandis que 1’autre est déplacé de maniére a faire varier le trajet
parcouru par la lumiére, ce qui conduit par chaque longueur d’onde a des interférences
destructives ou constructives : au fur et a mesure que le miroir se déplace, chaque longueur
d'onde se trouve donc périodiquement bloguée ou transmise par l'interférometre, en
direction de la chambre contenant 1I’échantillon. Un laser He-Ne compléte ce dispositif
permettant de repérer avec précision la position du miroir mobile ;

- un détecteur pour la détection du rayonnement IR apres son interaction avec 1’échantillon ;

- enfin un ordinateur qui contrdle I’interférometre, et le détecteur. Il permet également de
convertir les données brutes (I'« interférogramme », c’est-a-dire la lumiére absorbée en
fonction de la position du miroir) en données directement exploitables (lumiere absorbée
en fonction de la longueur d'onde). Ce procédé requiert un traitement de données

%8 Un filtre dichroique est un filtre dont les propriétés de transmission et de réflexion dépendent fortement de
la longueur d’onde. La plupart ont une longueur d'onde de travail située entre 450 et 1800 nanometres.
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par transformée de Fourier, qui donne son nom a cette technique (spectroscopie IR par

transformée de Fourrier ou FTIR).

Dans ce travail de these les spectres IR des HDLs (en poudre) ont été enregistrés a l'aide d'un
spectrophotométre Perkin Elmer en mode réflexion dans la gamme 4000-400 cm™. Les
spectres présentés dans ce manuscrit résultent de I’addition de 10 spectres réalisés de manicre

indépendante.
I1.2.2. La spectroscopie Raman
11.2.2.1. Principe

La spectroscopie Raman (du nom de Sir C.V. Raman, prix Nobel de physique en 1930) est
une spectrométrie optique mettant en évidence les vibrations selon une régle de sélection
différente de celle de la spectroscopie IR. Son principe repose sur le phénomene de diffusion
inélastique de la lumiere par les molécules. Les photons constituant la lumiére diffusée par les
molécules se divisent en photons dit Rayleigh (Figure 11.7), largement majoritaires, dont
I’énergie hv est égale a celle de I’excitation hvo (diffusion élastique) et en photons Raman,
beaucoup moins nombreux, dont 1’énergie est modifiée par les transitions vibrationnelles
moléculaires : hvg - hvyj, (photons Raman Stokes) et hvg + hwip (photons Raman anti-Stokes).
La composante Raman Stokes est la plus intense car elle correspond a un niveau vibrationnel
initial plus bas (donc plus probable en termes de population) [D. R. Neuville et coll., 2014; C.
Neumann et coll., 2015].

anti-Stokes
10° 107
R
niveau virtuel
- = i
fluorescence diffusion diffusion absorption
Rayleigh Raman IR

(10%)

Figure 1. 7. Diagramme de Jablonski des niveaux d'énergie impliqués dans [’absorption
infrarouge, la diffusion Rayleigh et la diffusion Raman.
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La longueur d’onde incidente ne correspond pas obligatoirement au saut entre deux niveaux
électroniques de la molécule. Cette derniére passe donc par un état virtuel transitoire (Figure
[1.7). On parle de diffusion Raman de résonance quand la longueur d’onde excitatrice est
située dans la bande d’absorption électronique du systéme moléculaire sondé.

Comme déja indiqué, la regle de sélection en spectroscopie Raman est différente de celle de
I’IR. L’étude en mécanique classique de I’interaction matiere-rayonnement montre qu’une
vibration est active en Raman si le tenseur de polarisabilité varie. De maniere générale, la
spectroscopie Raman est mieux adaptée aux modes de vibration des groupes chimiques
apolaires, la spectroscopie IR donnant plus d’informations sur les modes polaires.

11.2.2.2. Montage de spectroscopie Raman

Les éléments de base formant un spectrométre Raman sont représentés sur la Figure 11.8 :

Miroir Lentilles :
Laser Fente TN Réseau

Analyseur

. g e
- S
- Filtre ' f CCD

rejection

Filtre
interférentiel

Carrousel

de filtres Microscope

.

-
Echantillon

Figure 1. 8. Représentation schématique d’'un spectrométre Raman [J. Vermette, 2008]

Ce dernier est composé des parties suivantes :

- une source laser émettant une radiation monochromatique et un pré-monochromateur ou
filtre interférentiel (situé juste aprés le laser) pour éliminer les raies parasites plasma se
trouvant au voisinage de la raie laser excitatrice ;

- un microscope qui focalise le spot laser incident sur la surface de 1’échantillon, via

I’objectif approprié, puis dirige les photons diffusés vers le spectrometre. Un polariseur
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placé a I’entrée du microscope fixe la polarisation incidente tandis qu’un analyseur permet
de fixer la polarisation de 1I’onde diffusée ;

- un filtre holographique utilisé pour séparer le signal Raman du signal Rayleigh, ce dernier
étant beaucoup plus intense que le signal d’intérét;

-un analyseur recevant les photons diffusés. Les photons diffuses entrent dans le
monochromateur par une fente (ou trou confocal) permettant de localiser spacialement la
lumiére. Un miroir prismatique dirige ensuite les photons sur un réseau holographique,
dispersant les photons selon leur longueur d’onde (le choix du nombre de traits étant
fonction de la longueur d’onde incidente). Chaque radiation est ensuite focalisée par une
lentille sur le détecteur. Certains appareillages disposent de plusieurs monochromateurs,
dans le but d’améliorer la résolution spectrale et le taux de réjection (c’est a dire la capacité
a éliminer la raie Rayleigh).

- Le détecteur fournit finalement les données sur I'échantillon qui sont ensuite traitées
informatiquement. 1l existe deux types de détecteurs sur le marché : CCD ou InGaAs selon

la gamme de longueurs d’onde que I’on souhaite analyser.

Dans ce travail de thése les spectres Raman de HDLs ont été enregistrés dans la gamme
spectrale 2500-50 cm™, en utilisant un microscope Raman Thermo-Scientific-DXR (avec une
profondeur confocale de 1.7 um et une résolution spatiale de 540 nm), a une longueur d'onde
d'excitation de 532 nm. Les spectres Raman présentés ont été obtenus par addition d'au moins

trois spectres obtenus avec un temps d'acquisition de 5 a 7 secondes chacun.

II1. ELABORATION DES FILMS MINCES DE HDL PAR AUTOASSEMBLAGE

III.1.Méthodes testées

Le terme général d’ « auto-assemblage direct » (ou DSA pour Direct Self - Assembly) fait
référence aux caractéristiques de certains matériaux possédant la capacité de s’organiser
naturellement sous forme d’objets a I’échelle nanométrique. Ces propriétés inédites ont été
utilisees pour la conception de matériaux moléculaires fonctionnels ouvrant de nouvelles
perspectives dans la fabrication de nanostructures [T. A. Gschneidtner et coll., 2015 ; X.
Wang, Y. Li et coll., 2016]. Cette technique se basant sur 1I’évaporation du solvant solubilisant
le matériau s’est développée selon deux procédés distincts pour la fabrication de réseaux

nano-structurés: la croissance directe d’objets et la structuration de réseaux matriciels.
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- La premiére méthode se fait par pulvérisation cathodique®” ou encore par dép6t chimique
en phase vapeur (CVD pour Chemical Vapor Deposition). Le choix de support est crucial
pour réussir la croissance et dépend directement du matériau a déposer. En effet, les
énergies libres des surfaces (adsorbat-substrat) influencent directement le mode de
croissance (couche par couche, en ilots ...), qui peut conduire a différentes morphologies
[C. Brigouleix, 2004].

- La fabrication de nano-objets par formation de réseaux matriciels est réalisée par
structuration d’espéces hybrides®® sous forme de film, par croissance électrochimique de
matrice [l. Gualandi et coll., 2015] ou encore par élaboration de film mince auto-organisé
[O. Parlak et coll., 2013 ; N. T. Dinh et coll., 2016].

Les protocoles les plus simples pour I’auto-organisation rapide des adsorbats sont:
I’étalement, le revétement par centrifugation (SC pour spin-coating,) et le revétement par
immersion (dip-coating) utilisé souvent dans la technique d’auto-assemblage électrostatique
couche par couche (LbL ESA par « Layer by Layer Electrostatic Self-Assembly ») [X. Wang
et coll., 2016 ; Z. Liu et coll., 2016]. Dans le cadre de ce travail, nous avons testé les deux

premieres méthodes.

I11.1.1. Etalement

Cette méthode (Figure I1.9) est trés simple puisqu’il suffit de déposer soigneusement, pres de
la surface pour éviter les effets de la chdte du liquide [C. Josserand et coll., 2016], une goutte

de la solution d’un volume et d’une concentration appropriés.

Figure 11. 9. Schéma de principe d’étalement d 'une goutte de solution liquide sur un support
solide

7 la pulvérisation cathodique (ou sputtering) est une méthode de dépot de couche mince qui se base sur la
synthese de plusieurs matériaux a partir de la condensation d’une vapeur métallique issue d’une source solide
(cible) sur un substrat.

% Un hybride est le résultat d’'un mélange intime entre des composantes a priori antagonistes. Dans notre
contexte, le terme « espéce hybride » veut dire que le matériau contient simultanément des composantes
organiques et des composantes minérales. Ces hybrides sont donc des nanocomposites organo-minéraux ou
bio-minéraux.
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Dans notre cas, une goutte d'une solution de HDL (solubilis¢ dans 1’eau ultrapure a une
concentration comprise entre 0.25 et 2.00 mg.mL™, & environ 10-15 pL par cm?) est déposée
sur la surface du support (surface de 1’électrode a fonctionnaliser ou mica, voir plus loin) et
laissée a sécher pendant 20 a 25 min dans un dessiccateur. La surface est ensuite rincée avec

de I'eau ultrapure avant d'étre utilisée.

II1.1.2. Spin coating

En raison de sa simplicité et de sa rapidité, le procédé par spin coating constitue une
alternative avantageuse aux méthodes d’immersion ou d’étalement. Le principe est illustré sur
la Figure I1.10. Un volume donné d’une solution concentrée du matériau, base du futur film,
est déposé sur la surface du substrat lui méme placé sur un plateau tournant a vitesse élevée.

La force centrifuge étale la goutte uniformément sur la surface lorsque la rotation est activée.

Figure I1. 10. Schéma de principe du procédé de spin coating.

Bien que la phase d’étalement soit terminée aprés quelques secondes, la rotation est encore
entretenue afin d’assurer 1’¢jection du solvant aux extrémités du support et d’atteindre ainsi
I’épaisseur désirée. Cette phase dure quelques dizaines de secondes. Le temps de construction
d’un film est ainsi réduit de maniére significative par rapport aux deux autres méthodes, le
temps de dépot d’une couche étant en moyenne d’environ 80 s. Le solvant utilisé est
généralement volatile et participe a la formation du film par son évaporation. Une fois la
rotation terminée, un film est obtenu dont les caractéristiques dépendent :

- de la vitesse de rotation ;

- de la viscosité de la solution®®, elle-méme fonction de sa concentration en molécules

déposées et du choix du solvant ;
- de la volatilité du solvant.

29 . ez . . . N T Jon] N , .

La viscosité (du latin viscum, gui) peut étre définie comme la résistance a I'écoulement uniforme et sans
turbulence se produisant dans la masse d'une matiere. La viscosité se manifeste chaque fois que les couches
voisines d’'un méme fluide sont en mouvement relatif, c’est a dire lorsqu’il s’établit un gradient de vitesse.
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Dans cette etude, nous avons appliqué la méthode de spin coating pour le dép6t de films de
HDL sur du mica ou a la surface de 1’électrode a fonctionnaliser, en faisant varier la vitesse,
I’accélération et le temps de rotation :

- 500 rpm pendant 10 s ;

- 3000 rpm pendant 30 s ;

- Accélération de 1000 rpm/ s.

Afin de pouvoir comparer les films obtenus avec ceux obtenus par simple étalement, les
autres conditions expérimentales sont conservées a 1’identique : HDL solubilisé dans I’eau a
une concentration comprise entre 0.25 et 2.00 mg/ml, volume de 10ul/cm?, rincage et séchage

dans les mémes conditions.
II1.2. Nature du support

Le choix du matériau et des dimensions des supports dépend directement de la nature du film
déposé, des techniques de caractérisation employées et des applications envisagées. Les
supports les plus utilisés pour la construction de films minces formés par des multicouches
sont souvent des surfaces planes ou des particules colloidales. Les films sont déposes sur des
lames de verre [C. Cho et coll., 2015], de silice [C. Mousty et coll., 2015], de quartz [C.
Goujon et coll., 2015], de mica [A. Fujimori et coll., 2015 ; J. Demel et coll., 2015], de
silicium [A. Vlad et coll., 2015] ou encore sur des supports métalliques d’or [D. Wang et
coll., 2015].

Dans notre cas, les solutions de HDLs ont été déposées, en premier lieu, a la surface des
électrodes pour les fonctionnaliser. Les électrodes utilisées sont des électrodes sérigraphiées
en or jetables (voir le paragraphe V.3.3 et la Figure 11.25). Cependant, nous montrerons plus
loin que les électrodes ne constituent pas une surface appropriée pour visualiser la
morphologie des films de HDL par AFM car elles sont trop rugueuses. Nous nous sommes
donc tournés vers un autre substrat, le mica pour cette étude morphologique. Ce substrat
présente en effet des caractéristiques intéressantes dans un tel contexte:

- il s’agit d’un matériau facilement clivable révélant une surface propre et pratiquement

sans défaut ;
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- sa rugosité moyenne (Rms)® est trés faible de ’ordre de 0.3 nm, n’interférant donc pas
avec les mesures en AFM ;

- il s’agit d’un isolant électrique ayant une surface hydrophile.

Figure I1. 11. Photo de mica muscovite

Nous avons utilisé le mica muscovite (référence 71853-01, société Electron Microscopy

Sciences) se présentant sous la forme de feuilles facilement clivables (Figure 11.11).

I11.3. Influence des conditions expérimentales

La morphologie des films de HDL dépend des conditions expérimentales au moment du
dépbt. Parmi les parametres pertinents on peut citer la méthode de dépét en elle-méme, mais
aussi la composition du HDL (et donc les concentrations en réactifs lors de la synthese), sa

concentration, la température ...

I11.3.1. Concentrations des réactifs lors de la synthese ; concentration en HDL dans

la solution utilisée

Comme nous I’avons vu dans le paragraphe traitant de la syntheése des HDLs, les parametres
expérimentaux utilisés lors de la synthése impactent la structure des HDLs et donc celles des
films élaborés a partir de ces HDLs. A titre d’exemple, I. Sorar et coll. (2009) ont étudié
I'influence de la concentration du précurseur ZnCl, entre 0.3 et 0.6 M sur les propriétés
structurales des films de ZnO, une concentration supérieure du précurseur entrainant la

formation de grains plus importants, et des films de rugosité de surface plus élevée.

Dans notre cas, nous n’avons pas fait varier les conditions de synthése d’un HDL donné, mais
nous avons étudié¢ I’effet de la concentration croissante de la solution de HDL sur la

morphologie des films. A. B. Kashyout et coll. (2010) ont par exemple montré que la rugosité

30 . ey 2 . e g P
Le terme « Rms » représente la rugosité moyenne quadratique de la surface, abréviation associée a « Root
Mean Square ».
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des films de ZnO réalisés par spin-coating augmente avec la concentration de 3.9 nm pour
une concentration de 0.2 M a 6.3 nm a 0.4 M. De méme le diamétre moyen des grains passe
de 40 a 60 nm. S. Chakraborty et coll. (2015) ont synthétisé des nanoparticules HDLs de type
Cu-Al par la méthode de co-précipitation pour étudier leur dispersion dans 1’cau afin de
former des nanofluides homogénes. En augmentant la concentration de HDL dans la gamme
de 0.25-1.25% (pourcentage volumique par rapport a I’eau), la taille des clusters croit entre 86

et 126 nm, et la conductivité thermique s’améliore (de I’ordre de 16% pour une concentration
de 0.8% de HDL).

I11.3.2. Conditions du spin-coating

Dans le cadre de cette technique la vitesse de rotation, le temps de rotation et celui de
relaxation sont susceptibles de modifier la morphologie des films. Ainsi D. T. Toolan et coll.
(2013) ont montré qu’une augmentation de la vitesse de rotation de 1500 et 5500 rpm diminue
la taille et la distance entre les domaines obtenus dans le cas des films de polystyrene/
poly(méthyl-methacrylate). F. Zhang et coll. (2008), eux, ont utilisé la méthode de spin-
coating pour élaborer des films de HDL de type MgAIl synthétisé par la méthode de
coprécipitation. Apres étalement d’une goutte de la solution de HDL sur le substrat,
I’échantillon a été placé sur le plateau de la tournette et deux cycles successifs de rotation ont
été appliqués : 600 rpm pendant 10 s et 1500 rpm pendant 30 s. En répétant le dépdt plusieurs
fois (de 1 a 10 fois), ils ont obtenu des films (orientés selon I’axe z perpendiculaire a la
surface du substrat) ayant une épaisseur de 60 nm pour une couche et 1.1um pour 10 couches.

IIs ont utilisé ces films pour des applications dans la protection contre la corrosion.

IV. CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE DES FILMS MINCES DE HDLs
PAR MICROSCOPIE A FORCE ATOMIQUE (AFM)

IV.1. Principe général

La microscopie de force atomique (AFM) est une technique de caractérisation de surface,
permettant d’accéder non seulement a sa topographie, mais aussi a ses propriétés
viscoélastiques et nanotribologiques, I’échantillon pouvant étre exposé a 1’air ou en milieu

liquide. Son principe repose sur le balayage® de la surface par une sonde de dimensions

31 . . ;
Dans la suite de ce document, le terme « balayage » sera parfois remplacé par le terme « scan ».
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nanomeétriques (nano-pointe solidaire d’un microlevier) et la mesure de la force d'interaction

entre 1’extrémité de cette sonde et la surface d’un échantillon (Figure I1.12).
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Figure 1. 12. Schematisation du principe de I’AFM et expression de la force d’interaction F
en fonction de la distance pointe-surface et du potentiel de Lennard-Jones W ; variation de la
force F en fonction de la distance pointe-surface et mise en évidence des régimes de force
couverts par les différents modes d’imagerie.

Quand la sonde balaie 1’échantillon, les interactions pointe-surface provoquent une déflexion
du levier selon I’axe z. L’enregistrement des variations de cette grandeur permet de
reconstituer I’image AFM. La Figure 11.12 décrit les différents modes d’imagerie en AFM
(détaillés plus loin) selon la gamme de valeur de la force en fonction de la distance pointe-
échantillon.

Lorsqu’on travaille a I’air, les forces principales mises en jeu entre la pointe et la surface
sondée sont :

» Les forces de répulsion a courte portée, dues a la répulsion des nuages électroniques.
Leur norme est inversement proportionnelle a la distance interatomique r" (avec n>9 et
r~1A) ;

* Les forces de rappel liées a ’¢lasticité de la surface;

» Les forces dipble-dipdle de Van der Waals, d’une portée de 1 a 10 nm ;

» Les forces électrostatiques de longue portee: leur intensité est fortement liée au
milieu. Elles sont trés importantes dans 1’air ou quand la surface €étudiée est isolante

piégeant des charges de maniéere plus ou moins importante. Elles sont par contre
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écrantées en milieu liquide, en particulier s’il est tamponné ou contient des jons*. La
norme de ces forces est proportionnelle & giq./r* ol q; et g, sont les charges
coulombiennes et r est la distance entre les charges (~1 A <r<~100 A);

* Les forces capillaires attractives dans 1’air, d’une portée d’environ10 nm ;

* Les forces d’adhésion moléculaire a plus ou moins longue portée.

La somme de ces contributions attractives et répulsives est a 1’origine d’un potentiel de
Lennard-Jones : W(d) = 4¢ [(g)12 - (3)6] ouU o est la distance d’équilibre interatomique et €

est I’énergie potentielle a la distance d’équilibre [L. Nony, 2000].

IV.2. Montage de '’AFM

La Figure II.13 présente le schéma de principe typique d’un microscope AFM. Ce dernier est
composé des parties suivantes :

» Un faisceau laser associé a un miroir et une photodiode : ce faisceau envoyé sur
I'extrémité du levier est réflechi vers un miroir, lui-méme réfléchissant le faisceau en direction
d’une cellule photoélectrique constituée par quatre photodiodes. Les déflexions du levier
induisent des déviations du faisceau laser réfléchi, ce qui se traduit par des différences
d’éclairement entre les photodiodes, converties en différence de tension puis en unités de
longueur apres calibration. Les déflexions du levier sont plus importantes a son extréemité,
aussi est il important d’optimiser le réglage du faisceau afin d’obtenir une sensibilité
maximale.

» La sonde formée par la pointe (généralement en silicium) fixée au
levier (généralement en silicium ou en nitrure de silicium): il s’agit de I'élément clé de I’AFM
car elle interagit directement avec 1’échantillon. Le levier est souple et peut se déformer
lorsque la pointe subit les forces de trés faible intensité appliquées par I'échantillon. Le choix
de la pointe et du levier (composition, taille, forme, constante de raideur) est défini selon le
type d’échantillon a analyser et le mode de fonctionnement d’AFM utilisé.

» Le socle sur lequel le substrat (généralement le mica) est fixé au moyen d’un morceau

de scotch double-face. Ce socle est au contact d’un cristal piézoélectrique.

32 . . . . .
La présence d’ions dans la solution et de charges sur le levier crée ce qu’on appelle « la double
couche électrique », voir plus loin.
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Figure I1. 13. Principe de fonctionnement d 'un microscope a force atomique.

» La céramique piézoélectrique de positionnement : c’est le systéme de déplacement
vertical (z) ou de balayage dans le plan horizontal (x,y) du support de I'échantillon. Ces
variations sont enregistrées pour permettre une représentation en trois dimensions de la
surface analysée.

» La boucle d’asservissement : I’acquisition des données ne s’effectue pas de manicre
directe mais par asservissement de la position de la pointe a une valeur de déflexion de
référence appelée set-point. Si la valeur de déflexion du levier mesurée est différente du set-
point, le systéme électronique applique des tensions aux céramiques piézoélectriques
commandant les déplacements de la pointe. Ces tensions entrainent la contraction ou la
dilatation des céramiques, le but étant de ramener la valeur de la déflexion instantanée a la
valeur de référence. On parle d’asservissement ou de boucle de rétroaction. La réponse des
céramiques piézoélectriques étant en premiére approximation linéaire en tension, la
topographie de 1’échantillon est obtenue en enregistrant les tensions qu’il faut appliquer aux

céramiques piézoélectriques pour ramener la valeur instantanée a la valeur de référence.

Au cours de cette étude, nous avons utilisé le microscope AFM Multi-mode Nanoscope 3,
développé par la société Veeco-Bruker (France). Deux types de pointes, livrées par la méme
société (Bruker), ont été utilisées : le modéle NCLVA-A (fo= 130-250 kHz, k=48 N/m) en
antimoine dopé avec le silicium pour le mode tapping et le modéle SNL-10 (fo= 65 kHz,
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k=0.35 N/m) en silicium (le levier étant, lui, en nitrure de silicium) pour le mode contact.

IV.3. Les différents modes de fonctionnement de ’'AFM

Selon la direction de balayage, on distingue deux modes de fonctionnement en AFM :

- En balayant le plan horizontal (x,y) de I’échantillon, on travaille en mode d’imagerie,
le but étant de réaliser une image de la surface. Il existe trois modes d’imagerie
principaux : mode contact, mode intermittent et mode non-contact.

- En balayant I’axe z vertical a (X, y) fixes, on travaille en mode spectroscopique, afin
d’obtenir des informations sur la force d’interaction, par le biais de courbes dites
d’approche-retrait.

Dans ce paragraphe, nous n’introduirons que les deux modes d’imagerie utilisés dans ce
travail de these (le mode contact et le mode intermittent) en détaillant en paralléle les modes

spectroscopiques correspondants.
IV.3.1. Mode contact
IV.3.1.1. Principe

Le principe de ce mode est illustré dans la Figure 11.14. Ce mode est caractérisé par un contact
permanent entre la pointe et la surface de 1’échantillon, au risque de I’endommager. Par

contre, c’est avec ce mode qu’est obtenue la résolution atomique.

Sens de balayage
€ modélisation > k

Fadnesion = k* zdéf!sxiﬂn =W=R

Figure 1. 14. Schémas du mode contact de I’ AFM.

Les principales forces mises en jeu entre la pointe et la surface sont des forces répulsives a

trés courte portée, adhésion et friction (Figure 11.12).
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IV.3.1.2. Types et origines des images en mode contact

En mode contact, différentes variantes sont possibles : le mode hauteur, le mode force, le
mode friction (frottement) et le mode déflexion.

Le mode hauteur, ou mode a force constante, est le plus couramment utilisé. La déflexion du

levier est maintenue constante par la boucle d’asservissement. Les lignes d'équiforces sont
donc interprétées comme la topographie de I'échantillon : le contraste de I'image est di
uniquement au déplacement en z de la céramique piézoélectrique.

Le mode force, ou mode a hauteur constante : la hauteur de ’échantillon est maintenue

constante et la déflexion du levier est enregistrée. Ce mode donne également des informations
topographiques mais il introduit une limite dans le choix de I’échantillon : il doit étre trés peu
rugueux de maniere a ce que la pointe puisse balayer la surface sans que celle-ci soit
endommagée. Ici le contraste de I’image est uniquement di aux variations locales de forces.

Le mode friction : en mode contact, le balayage de la pointe sur la surface fait intervenir des

forces de friction, correspondant au frottement et/ou a l'adhésion de la pointe sur I'échantillon.
La détection de ces forces est possible a partir de la mesure des déflexions latérales du bras de
levier lorsqu'on balaie la surface perpendiculairement a I’axe du levier. Ces déflexions
latérales sont mesurées par la différence de signal entre les parties gauche et droite des
photodétecteurs.

Le mode déflexion : en mode contact, il est possible de mesurer la déflexion du levier en

fonction du déplacement oscillant en z de I'échantillon par rapport a la pointe, permettant
I’obtention d’une courbe de force donnant la variation de cette force en fonction de la distance
entre la pointe et la surface. D’un point de vue pratique, l'obtention d'une telle courbe se fait
en appliquant une tension a la céramique piézoélectrique, qui s'étend jusqu’au contact puis se
rétracte, approchant et éloignant I'échantillon de la pointe. En contr6lant I'amplitude et la
fréquence de la tension, on fait varier la distance parcourue par la pointe et sa vitesse
d'oscillation en z. La déflexion z du levier est reliée a la force d'adhésion F par I'expression : F
=k z ou k est la constante de raideur du levier (Figure 11.13).

1VV.3.1.3. Mode spectroscopique

L’étude de la déflexion du levier en fonction du déplacement en z de 1’échantillon donne une
courbe dite «courbe de charge/décharge » (Figure 11.15), qui renseigne sur les forces

d’adhésion et la raideur de 1’échantillon.
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Van Dier Wazlg

adhésion

Figure I1. 15. Courbe de charge/décharge donnant la force entre la pointe et la surface en
fonction de la distance z en mode contact : les phases (1), (2) et (3) correspondent a la charge
et (4), (5) et (6) correspondent a la décharge.

« Courbe aller (charge): les forces existant entre la pointe et la surface sont trés faibles voire
nulles loin de la surface. Par conséquent la déflexion du levier est nulle (étape 1 sur la Figure
I1.15). A I’approche du contact, I’interaction pointe-surface apparait et elle est attractive, ce
qui entraine une faible déflexion du levier qui n’est parfois pas détectable, en particulier
lorsque celui-ci est tres raide (étape 2). Lorsque la surface entre en contact avec la pointe, le
sens de la déviation du levier s’inverse (devient positif) et augmente linéairement (étape 3)
quand la pointe entre dans la surface.

 Courbe retour (décharge): le mouvement de 1’échantillon est inversé. Le systeme pointe-
échantillon se décharge en passant par une phase (4) ou la distance entre 1’échantillon et la
pointe s’annule et donc le levier n’est pas dévié. Quand 1’échantillon continue a s’¢éloigner, la
pointe reste au contact de la surface de I’échantillon grace aux forces d’adhésion. Dans la
phase (5) la force élastique du levier I’emporte sur la force d’adhésion. Enfin, le levier revient

dans son état initial (6 équivalenta 1).

Ces courbes de charge/décharge permettent de fixer le point de fonctionnement de
I’expérience, en particulier la force imposée au niveau du contact et avec laquelle les images

topographiques et/ou mécaniques seront enregistrées. Elles fournissent des informations sur la
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raideur effective de 1’échantillon a partir de la pente (s) de la droite dans la phase (3) (ksch= Kp.
s/ (1-s)) [A. Boulbitch, 2000] ainsi que sur son énergie de surface a partir de la mesure de

Fagnssion. La force imposée est, elle, déduite a partir de la loi de Hooke.
IV.3.1.4. Manipulation de grattage en mode contact

La méthode de grattage, décrite par Lobo et coll. [R. F. M. Lobo, 1999], est utilisée pour
déterminer 1’épaisseur du matériau déposé sur le mica (ici la couche d’HDL). Il s’agit ici
d’utiliser la pointe comme un rateau qui débarrasse localement la surface de cette couche. Un
profil de hauteur réalisé entre la surface nue du substrat et une zone intacte du film permet

alors de déterminer 1’épaisseur cherchée (Figure 11 .16).
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Figure I1. 16. Principe de grattage en mode contact.

Il faut donc appliquer une force trés supérieure a celle choisie comme point de
fonctionnement en mode d’imagerie : typiquement dans notre cas Fgraage =78.75 NN et
Fimage=4.40 nN. Des expériences de grattage sur le substrat de référence nu (mica) montrent
que le substrat ne subit pas d’abrasion par la pointe. Pratiquement, le secteur choisi (d’une
surface de 1umx1um) est parcouru a plusieurs reprises en augmentant la force appliquée sur
la pointe et la vitesse de balayage. Apres le grattage du film de HDL, un zoom-out contenant
le secteur érodé est effectu¢ dans le mode contact. L’épaisseur du film est estimée a 1’aide

d’une section tracée au niveau du trou.
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1V.3.2. Mode contact intermittent (dit aussi mode « tapping »)

1V.3.2.1. Principe

En mode contact intermittent (ou tapping), une tension Vv =V, sin(2xf,t) excite une petite

céramique piézoélectrique supportant le levier. Celui-ci oscille alors a sa fréquence de
résonance mecanique avec une amplitude libre A et un déphasage libre ¢, quand la pointe est
loin de la surface (Figure 11.17). La fréquence de travail f est légérement inférieure a la
fréquence propre fo du levier, pour garantir un fonctionnement proche d’un oscillateur

harmonique amorti forcé dans un champ extérieur F(z).

V = Vy sin( 27)
A g z(f) =4, 51.11(2?5&— (",';I..)

S 0

L-2rw-J, \ q\ '
- Ay

Z . T=2x/w=1/f

fsrl.
mE e g 3
Yt} . ZE 5
z=0) - / !
SOOI,

w

Freguence [kHz)

FESORTNCE

Figure 1. 17. Schémas de principe du mode contact intermittent (tapping) de I’AFM.

L’équation du mouvement de cet oscillateur est alors du type :

d?z dz ,
mF_k(Zp—z)—§E+F(z) (éq 11.6)

ou z représente la hauteur de la pointe ; z — z_ + E cos(wt)€st la hauteur de la céramique

piézoélectrique ; &£est le coefficient de frottement, et m et k représentent la masse et la
constante de raideur du levier, respectivement.

La résolution de cette équation (11.6) décrite dans [L. Nony, 2000] nous permet de déterminer:
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e [ ’¢état stationnaire de 1’oscillateur (a un temps long) : z(t) = A(w)cos(wt + ¢ (w)) ;
e La sensibilité (ou facteur de qualité) Q du levier définie par :
(éq 11.7)

Q=% _ T _ma,
Ao Af, &

ou @, etforeprésentent la pulsation et la frequence propres du levier ;

, Kk
avec @, =—
m

A w, et Afgreprésentent la largeur de la bande passante de la résonance du systeme en
pulsation et en fréquence ;

e [’expression de ’amplitude :

A(w) = —Zexe® (éq 11.8)
(wg_wz)z_'_ﬁzwz
oU Ay est I’amplitude d’excitation et 8 est une constante ;

e [ ’expression de la phase :

tan(p) = 22 . (69 11.9)

2_,2
w?-w§

L’avantage du mode « tapping » réside dans le fait que le contact de la pointe avec la surface
de I’échantillon est périodique et trés court, limitant ainsi 1’usure et/ou la pollution de la
pointe et surtout la perturbation et/ou la modification de la surface de 1’échantillon. Dans ces
conditions (oscillation de grande amplitude, soit un contact périodique et court), le balayage
de la surface par la pointe permet d’obtenir une bonne résolution latérale du fait de la faible
force latérale. Ce mode est donc particulierement bien adapté pour la visualisation

d’échantillons fragiles tels que les matériaux mous et les matériaux biologiques (enzymes...).
1V.3.2.2. Types et origines des images en mode « tapping »

Les données résultant du mode « tapping » sont 1’image de hauteur, I’image d’amplitude et
I’image de phase :

Image de hauteur dite «image topographigue »: en maintenant 1’amplitude d’oscillation

constante a 1’aide du systeme d’asservissement, on enregistre les déplacements de la
céramique piézoélectrique suivant z ce qui permet d’obtenir une image dite de « hauteur ». Le
contraste est topographique.

Image d’amplitude ou « d’erreur » : le contraste d’amplitude est aussi topographique. Il

dépend de la variation d’altitude suivant la direction de balayage. Cette variation de

I'amplitude d'oscillation est utilisée comme signal d'asservissement afin de corriger le
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déplacement en z, pour conserver I'amplitude constante et ainsi suivre la morphologie de la
surface permettant de révéler les variations abruptes de faible amplitude.
Image de phase: la pointe oscille en déphasage avec la céramique piézoélectrique. Ce

déphasage change quand la pointe rencontre des régions de propriétés de surface différentes ;
I'enregistrement du déphasage donne un contraste caractéristique de l'adhésion et/ou de
I'élasticité, selon la nature de I'échantillon. De plus, méme sur un échantillon homogéne, le
signal obtenu permet souvent d’obtenir une meilleure résolution morphologique que sur les

images de hauteur et d’amplitude.

1VV.3.2.3. Mode spectroscopique de force

Une courbe d’approche-retrait représente 1’évolution de 1’amplitude A et de la phase ¢ de
I’oscillateur en fonction de la position du tube piézo-électrique lors d’un aller-retour selon
I’axe z en un point (x, y) de la surface. La Figure 11.18 montre un exemple de courbe

d’approche-retrait.

amplitude {nm)
|
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i
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Figure 1. 18. Exemple de courbe d’approche-retrait d’amplitude

Loin de la surface (point K), I’interaction pointe-surface est trop faible pour influencer
I’amplitude. L’amplitude reste alors a sa valeur libre. L’approche de I’échantillon entraine un
saut d’amplitude di aux interactions de van der Waals (points L-M). Le contact de
I’échantillon réduit I’amplitude suite a 1’augmentation des interactions répulsives (points M-

N). Au retrait, on observe I’hystérésis d’amplitude (points O-P puis K) liée aux forces
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d’adhésion entre la pointe et la surface. Dans un milieu liquide, ces forces sont écrantées a
cause de la constante diélectrique de 1’eau et, par conséquent, on n’observe quasiment pas de
saut d’amplitude et d’hystérésis au retrait [L. Nony, 2000].

Les courbes d’approche/retrait permettent de fixer le point de fonctionnement de 1I’expérience,
en particulier I’amplitude d’oscillation du levier. Elles permettent d’accéder aux propriétés
physiques locales de I’échantillon (adhésion par exemple) et contiennent I’information

permettant de déterminer les origines physiques du contraste, par exemple.

V. IMMOBILISATION DE LA TYROSINASE

V.1. Méthodes d'immobilisation et conditions expérimentales

L’enzyme qui a été utilisée dans ce travail de thése est la tyrosinase extraite du champignon
« Agaricus bisporus » [D. Kertez et coll., 1965]. Elle appartient a la catégorie EC 1.14.18.1
définie par 'TUBMB (activités crésolase et catécholase, voir le chapitre 1). Elle est
commercialisée chez Sigma-Aldrich (France) sous la référence T3824, avec une activité
> 1000 unités/ mg de solide®,

La tyrosinase est solubilisée dans un tampon PBS (KH,PO4/K;HPO,, pH= 6.6) a une
concentration de 1.5 mg/mL, aliquotée et stockée au congélateur.

Un résumé des propriétés du produit est donné dans le Tableau 11.3.

Poids moléculaire 119.5 kDa défini par électrophorese
" . 7 N 34
Point isoélectrique 4755
(1)
pH optimum 67
Activité 1.000 unités/mg de solide

Stockage du produit a —20 °C pour moins de 5% de perte

Stockage et stabilité | d’activité par annee.
Stockage du produit a 37 °C = 40-60% de perte d’activité par
semaine.

Tableau I1. 3. Informations sur le produit « Tyrosinase EC 1.14.18.1 » [Sigma-Aldrich,
Product information]

%3 Une unité entraine une augmentation de I'absorbance de 0,001 par minute a 280 nm (pH 6,5 ; température de 25 °C,
cellule de 1 cm) dans un mélange réactionnel de 3 mL de volume contenant de la L-tyrosine (substrat de la tyrosinase).
3 pl : pH au niveau duquel la protéine est globalement neutre.
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L’immobilisation de la tyrosinase sur le substrat, qu’il s’agisse du mica pour une étude par
AFM ou de I’¢électrode pour I’analyse électrochimique, nécessite tout d’abord de réaliser le

film de HDL suivant le protocole déja décrit dans ce chapitre (paragraphe I11).

Eau ultrapure “‘&. nanoparticles de HDL

Au-SPE l

Autoassemblage s @ ¢ séchage a l'air
du film [ “ I pe.nd_antIEI-ZEmm.
puisringage avec de

['eau ultrapure

Au-SPE
Film mince de HDL '
Dépdtde 10 pL
Immobilisation de de la solution de
I’enzyme par tyrosinase
S
autoassemblage . o
SAM proc ] Sechage 3 34°C
I: P eSS | pendant 10 min
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Stockage pendantune
nuit dans une atmosphére
saturée de PBSa 4°C et
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= dans une atmosphére
— R saturée en glutaraldéhyde
Tyrosinase immobilisée surla
surface du film de HDL 'S v
- - S Ringage (PBS)
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Figure 11. 19. Protocole d’immobilisation de [’enzyme sur un film de HDL.

Brievement, la solution aqueuse de HDL est homogénéisée par agitation rapide au vortex. Un
volume suffisant pour couvrir la surface du substrat solide (électrode ou mica) sans déborder
est prélevé et déposeé (Figure 11.19).

L’ensemble est ensuite placé dans un incubateur pour étre séché a 1’abri de la poussiére, puis
rincé a l'eau ultra pure pour éliminer les nanoparticules de HDL en exces.

La seconde étape consiste a déposer un faible volume (10 uL) d’une solution de 1.5 mg/mL
de tyrosinase solubilisée dans du PBS physiologique sur la surface fonctionnalisée par le film

de HDL. Aprés incubation & 37 °C pendant 10 min, 1’échantillon est stocké pendant toute une
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nuit dans une atmosphere saturée en PBS a 4 °C, puis placé pendant 8 min dans une
atmosphere saturé en glutaraldéhyde afin de réticuler I’enzyme immobilisée. Enfin, il est rincé

soigneusement avec du PBS pour éliminer les molécules d’enzymes non liées.
V.2. Méthodes d’analyse de 'immobilisation

Pour s’assurer de ’ancrage de I’enzyme et de son fonctionnement a la surface de la couche
mince de HDL, nous avons utilis¢ ’AFM (a l’air et en milieu liquide) et 1’analyse
électrochimique (voltammétrie cyclique et chronoampérométrie). Cette derniére est décrite
dans les paragraphes suivants.

VI. MESURES ELECTROCHIMIQUES

VI.1. Principe de la réaction électrochimique

Les réactions ¢lectrochimiques ont lieu a l'interface de deux systémes conducteurs, 1’'un
électronique (une électrode) et 1’autre ionique (la solution), lors d’un transfert de charge sous
la forme d’un ou plusieurs électrons. Lors de ce transfert, on assiste & une transformation

chimique : I’oxydoréduction (Figure 11.20).

- Ox
=
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Cathode
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«<0Oxydtion
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Figure 1. 20. Réaction d’oxydoréduction et transport du courant dans une chaine
électrochimique.

Cette réaction résulte, en général, d’une combinaison d’étapes élémentaires [B. Torbiero,
2006]. On peut distinguer deux types de phénomenes (Figure 11.21):

- le transport des espéces entre solution et électrode ;

- le processus se déroulant sur ou au voisinage immédiat de 1’¢lectrode se décomposant

en:
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* des transferts de charge (souvent en plusieurs étapes quand il y a plusieurs électrons
échangés) ;
* des réactions chimiques associées (complexation, transfert de proton, etc...) ;

* des phénomeénes de surface (adsorption, croissance de couche cristalline, etc...).

Interface électrode-solution Solution
Réaction ‘
Oxadsorbé €| chimique [>Oxsurface < Transtert Lo oxselution
. de masse
adsorption

» 4

S | Transfert

£ de charge

a

= v
Réaction Transfert

Red adsorbé .« chimique »Red surface « = Redsolution

de masse

adsorption

Figure 1. 21. Schéma du transfert de charge et de masse au voisinage de l’électrode.

Le phénomeéne limitant la vitesse peut étre n’importe lequel de ces processus ¢lémentaires. En
pratique, deux situations présentent une importance particuliere :
- le transfert de matiére par diffusion est lent devant le transfert de charge, il est donc
cinétiqguement limitant ;
- ou le transfert de charge est lent donc cinétiquement limitant.
Plus de détails sur les notions de transport de la matiére et de réaction de transfert

électronique sont présentés dans I’annexe (B).

La variation du potentiel ¢lectrique aux abords de la surface de I’électrode est décrite par le

modele de la double couche électrique d” Helmholtz [M. J. Bedzyk, 1990] (annexe B).

Le potentiel d’équilibre de la solution est défini par la loi de Nernst :

E=Ey+ R i (%) (éq 11.10)
nF [Red],=o
Ou:
» Egest le potentiel standard du couple Red/Ox ;
* [Ox]x=0 et [Red]x=o sont les concentrations des deux composés (oxydant et réducteur)
au niveau de la surface de ’électrode de travail ;

* nestle nombre d'électrons transférés dans la demi-réaction ;
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« Rest la constante des gaz parfaits (R=8.3144621 J. mol™. K™ ;
» T est la température absolue de kelvin ;
« Fest la constante de Faraday (1 F = 96 485 C. mol™) ;

A température ambiante (25 °C = 298.15 K), on a (RT/F) = 0.059V.

La réaction d’oxydoréduction s'accompagne de modifications des états physico-chimiques des
éléments présents dans la solution (dépot métallique, formation d'especes radicalaires,
réactions chimiques couplées...). Ces changements peuvent é&tre mesurés a 1’aide de
différentes méthodes telles que la voltammétrie cyclique, la chronoampérométrie, la

spectroscopie d’impédance ...

VIL.2. Voltammétrie cyclique [P. T. Kissinger et coll., 1983]

VI.2.1. Principe

La voltammétrie est une technique d’électroanalyse basée sur un montage a trois électrodes :
une électrode de référence (ER), une électrode de travaille (ET) et une électrode auxiliaire (ou
contre électrode, CE). En appliquant une variation contrélée de potentiel entre I’ER et I’ET, la
réduction ou I’oxydation des composés présents en solution au voisinage de I’ET induisent un
flux de courant mesuré entre I’'ET et la CE (Figure 11.22.b). Un électrolyte support®® est

habituellement ajouté a la solution afin d'assurer une conductivité suffisante.

Le mot cyclique vient du fait que I’intervalle de potentiels appliqué au systeéme suit une
variation périodique aux cours du temps (Figure 11.22.a). La période est formée par deux
scans linéaires, un direct (ascendant) et un inverse (descendant), suivant 1’équation : E (t) =
Eqiare £ vt, dans laquelle v est la vitesse de balayage de potentiel et Egart €St le potentiel
initial choisi pour qu’aucune réaction n’ait lieu. Ceci signifie que, par exemple, les especes
formées par oxydation lors du premier balayage (direct) peuvent étre réduites lors du second
balayage (inverse). Le générateur permettant de maintenir constant le potentiel de ’ET est

appelé potentiostat (Figure 11.22.b).

Appelé aussi électrolyte indifférent : c’est un composé ionique qui s’'ajoute a la solution a une concentration élevée, par
comparaison avec la concentration des espéces électroactives, pour augmenter la conductivité de la solution sans réagir aux
électrodes dans les conditions expérimentales données. Il rend le flux de migration des espéces électroactives (qui réagissent
aux électrodes) négligeable par rapport aux flux de diffusion et de convection.
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Figure I1. 22. a) Forme du potentiel imposé entre les électrodes ET et ER en voltammeétrie
cyclique. b) Schéma du dispositif expérimental pour les mesures a potentiel contrélé.
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Figure 11. 23. Exemple de voltamogramme cyclique [B. Torbiero, 2006].

Les données de sortie sont tracées sous la forme de courbes d'intensité (i) en fonction du
potentiel (E), appelées voltamogrammes cycliques ou voltampérogrammes (Figure 11.23).
Dans le cas qui nous intéresse (régime de diffusion pure), la caractéristique de i=f(E) « aller »
est différente de la caractéristique «retour » car entre 1’aller et le retour, la couche de
diffusion a été modifiée dans sa composition [B. Torbiero, 2006].
La réaction électrochimique commence en imposant une surtension (E-E¢q) au systeme
rendant le potentiel d’électrode différent du potentiel d’équilibre (E¢q). Cela provoque une
évolution du systéme plus ou moins rapide (voir Annexe C) tendant au rétablissement d’un
nouvel état d’équilibre. Ainsi :

* si E > Egq, le potentiel E imposé et le rapport des concentrations des especes [OX]x=o et

[Red]x=0 va augmenter, le réducteur passant a I’état oxydé par la réaction d’oxydation
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Red — Ox + ne ; cela se réalise par le transfert d’électrons dans le sens (solution —
électrode), qui est alors appelée anode.
« si E < Eg, le potentiel E imposé et le rapport des concentrations au contact de
I’électrode [Ox]x=o et [Red]x=o va diminuer, une partie de I’oxydant se réduisant selon
Ox + ne — Red ; les électrons sont apportés par 1’électrode (vers la solution), alors
appelée cathode.
Les réactions d’oxydation et de réduction figurent sur le voltamogramme (Figure 11.23) sous
la forme de pics caractérisés par un potentiel de pic anodique E,* et cathodique E,°, un
potentiel a mi-hauteur du pic E,», anodique et cathodique, et un potentiel de demi-vague Ei,
qui a une valeur proche de celle de E° [E.Gileadi, 1993, C. Christophe, 2010].

VI.2.2. Matériel utilisé pour la voltammétrie

En Tunisie, les mesures de voltammétrie cyclique et celles de chronoampérométrie sont
effectuées a 1’aide d’un analyseur d'impédance a interface électrochimique portable appelé
« CompactStat ». Ce potentiostat est contr6lé via un logiciel soft polyvalent et intuitif appelé
« Ivium ». Ce dernier permet le contréle de I'instrument, la gestion et I'analyse des données.

En France, les mesures de voltammétrie cyclique sont effectuées a 1’aide d’un potentiostat
« PSTAT mini 910» controlé via le logiciel soft « PSTAT software 1.1 » commercialisé par la

société Metrohm (France).

Deux types de systémes d’électrodes sérigraphiées (Screen Printed Electrodes SPE) ont été
utilisés (Figure 11.24):

- Les électrodes en or jetables de chez DropSens (France), réf. DS250AT. Le substrat de
I’électrode est en céramique, de dimensions 33.0 x 10.0 x 0.5 mm (longueur, largeur,
épaisseur, respectivement). Les contacts électriques sont en argent. La cellule électrochimique
est composée d’une ET en or (disque de 4 mm de diametre), d’une CE en platine et d’'une ER
en argent.

- Des électrodes en platine et en or (Réf. Q61208210 et Q61208510) de la société
Metrohm (France) ont également été utilisées. La CE est en carbone et I’ER est en argent. Ces
électrodes ont les mémes dimensions que celles de DropSens mais les fils de connexion
électrique (en argent) sont plus longs (21 mm pour les électrodes de Metrohm et 16 mm pour

celles de DropSens).
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Figure I1. 24. Electrodes sérigraphiées (screen-printed electrodes) des sociétés
DropSens et Metrohm.

L’¢électrolyte support utilisé est suivant les cas le PBS (phosphate buffer saline, 10 mM,
0.137M NaCl, pH 7.4) ou le couple de potassium hexacyanoferrate (Il1)/ potassium
hexacyanoferrate (I1) trinydrate (KsFe(NC)e et KsFe(NC)g.3H,0).

Nous avons choisi une électrode de travail en or car ce métal est inerte et inattaquables au
contact d’un systéme oxydo-réducteur. Le métal de 1’électrode ne sert que d’échangeur
d’¢électrons. Les SPEs conviennent pour des détections utilisant des micro-volumes,

permettant de développer des capteurs spécifiques.

VL.3. La chronoampéromeétrie

Lors de la réaction électrochimique, deux processus sont cinétiqguement en compétition : le

transport de la matiere et la réaction de transfert électronique (voir I’annexe B).

En régime de diffusion naturelle pure (sans convection, voir I’annexe B), la variation continue
du potentiel d’électrode rend complexe I’interprétation des réponses du courant en fonction du
temps I = f(t). Il apparait donc plus simple d’opérer en fixant I'une des deux grandeurs, soit le
potentiel E, soit ’intensité de courant I. Dans le premier cas, a potentiel fixe, la variation I =
f(t) conduit a la mise en ceuvre de la technique appelée chronoampérométrie. Dans le second
cas, le suivi de la variation spontanée de E suite a I’imposition d’une densité de courant j fixe

conduit a la mise en ceuvre de la technique appelée chronopotentiométrie.

Dans ce travail de thése on a utilisé la chronoampérométrie pour revérifier la détection des
polyphénols et pour calculer le coefficient de diffusion de ’espece électroactive dominante au

cours de la réaction électrochimique.
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Le courant d’oxydation, par exemple, peut s’exprimer en fonction du coefficient de diffusion
(Dox) selon I’expression suivante connue sous le nom d’équation de Cottrell [F. G. Cottrell,
1902] (voir annexe B):

I (t) = nFS J,.(0,t) = nFS €, [P (6g. 11.11)

mt

D’un point de vue pratique, dans un premier temps, on enregistre la courbe de I(t) reproduite

en Figure 11.25.
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Figure I1. 25. Graphe typique du courant mesuré en fonction du temps lors d’'un ajout de
substrat.

Avant le saut, I’intensité mesurée est nulle, donc aucune réaction chimique n’a lieu (étape 0).
Apres I’ajout de la solution (étape 1, t=0 s), un saut de courant dii a une réaction d’oxydation
au niveau de I’électrode est enregistré. Cette intensité décroit rapidement en valeur absolue
(étape 2) au cours du temps pour revenir a une valeur nulle (étape 3): la vitesse de réaction est
donc limitée par le transport de matiere et plus précisément par la diffusion (si la vitesse était
limitée par la convection, I’intensité tendrait vers une valeur non nulle, aux ions pres).

En général, en diminuant les concentrations en espéce électroactive et en répétant a chaque
fois la mesure de I(t), les limites des sauts de courant changent sur des temps de plus en plus
courts puis forment des motifs en forme de marches qui se recouvrent. En effet, plus la
concentration est faible, plus I’intensité est petite (exemple de la détection de I’acide gallique
en Figure 11.26).

Pour accéder aux parameétres analytiques (gamme dynamique linéaire ou linear dynamic
range « LDR », sensibilité ou calibration sensibility « S » et limite de détection ou limit of

detection « LOD ») on trace la courbe donnant le courant en fonction de la concentration en
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substrat injectée. Sur une certaine gamme de concentration, cette courbe peut étre représentee

par un fit linéaire (Figure 11.26B), d’ou on peut extraire les paramétres caractérisant le capteur.

A CPME B
80 " 60
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r'-J "crME
« 60 ...J < 40! -f
= ‘ = /
~ 40 r-J y H
= [ I A s
! CPR
20 |r‘r~J el i
o ~ we
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Figure 11. 26. Réponse chronoampérométrique typique obtenue pour une électrode de
carbone (CPE) et une électrode de carbone modifié par un dimére (CPME) plongées dans
une solution de 0.5M de KCI (pH 5.8) contenant de I'acide gallique (GA) a des concentrations
variant de 0 M & 4.10™M (A). Courbes analytiques correspondantes (B) [P. A. Raymundo-
Pereira et coll., 2015].

Pour calculer le coefficient de diffusion, on trace la courbe correspondant a f(t) définie par

I’équation suivante [F. Maquere, 2002] :

f@) =+ (é9. 11.14)

avec . a=——-

La courbe de f en fonction du temps obtenue est une droite au voisinage du saut. Son
coefficient directeur a, peut étre calculé a I’aide de 1’outil de modélisation linéaire Ssachant

que:

(69. 11.15)

Parfois le bruit de fond devient du méme ordre de grandeur que le signal et augmente le
phénomene de brouillage de la courbe en faisant se chevaucher ses marches. Ceci peut étre di
a la sensibilité de la carte d’acquisition du matériel. Si la carte n’est pas de bonne sensibilité
elle ne peut pas rendre compte de la valeur exacte de I’intensité, et renvoie une valeur
arrondie, qui reste donc constante un certain temps. Mais en tracant 1’inverse de I’intensité au
carré, ces phénomenes sont amplifiés.

Pour trouver le coefficient de diffusion de I’espece réduite en solution, il suffit de tracer la

droite ai en fonction de C,,? et de calculer sa pente.

c
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VI.4. Nature des polyphénols utilisés

Les polyphénols utilisés dans cette étude pour valider la conception de nos capteurs sont
extraits du thé vert et commercialisés par MP Biomedicals LLC (France, numéro de catalogue
193756, Lot: M2612). Ce produit est en fait un mélange de différents dérivés (décrits dans le
chapitre 1 - I11.1), contenant des catéchines a environ 83%. Dans ces catéchines les EGCG
représentent environ 51%. Le produit compte également environ 1% de caféine. Les
polyphénols sont purs & 99.61%.

Les polyphénols en poudre sont solubilisés tout d’abord dans 1’eau ultrapure pour préparer
une solution mere de concentration Img/mL. A partir de cette solution, des dilutions a des

concentrations entre 0.01 ng/mL et 2000 ng/mL sont préparées.

Dans le chapitre 4, nous aurons besoin de comparer les performances de nos capteurs avec
ceux déja décrits dans la littérature. Cela implique de pouvoir exprimer par exemple les
concentrations de polyphénols en M, donc de connaitre la masse molaire moyenne de notre
mélange de polyphénols. Cette derniére repose sur la composition du thé vert en ses différents
constituants et sur leurs masses molaires respectives.

Nous nous sommes basés sur les analyses de la composition de différents thés verts, décrites
par Friedman [M. Friedman, 2006], et plus particuliérement sur 23 d’entre elles (pour
lesquelles les informations étaient les plus détaillées). Aprés obtention des pourcentages
moyens des différentes molécules a partir de ces 23 thés, nous estimons la masse molaire
moyenne de nos polyphénols a environ 415 g/mol. Cette valeur nous servira donc de référence

pour convertir les concentrations de polyphénols de mg/mL en M.

VII. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté les matériaux utilisés ainsi que la méthode de
synthése des HDLs et les différentes étapes qui entrent en jeu lors de I’élaboration du
biocapteur. Par la suite, nous avons défini les principes de chaque technique utilisée pour la
caractérisation de notre biocapteur. Les chapitres suivants résument les principaux résultats

obtenus.
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CHAPITRE 3 : ETUDE STRUCTURALE ET

MORPHOLOGIQUE DES HDLs




Dans une premiére partie de ce chapitre, nous présenterons les différents résultats obtenus par
diffraction des RX, et spectroscopies IR et Raman pour la caractérisation structurale des
poudres de HDLs synthétisés. Une deuxiéme partie sera dédiée aux propriétés
morphologiques des couches minces formees a partir de ces nanocomposites. Dans la derniere

partie, ’'immobilisation de la tyrosinase sur ces films et une description de I’état final des

nouvelles couches formées seront présentées.

I. ETUDE STRUCTURALE DES HDLs

I.1. Diffraction des RX

Les diffractogrammes de RX (Figure I11.1) des matériaux synthétisés par la méthode de
coprécipitation directe décrite précédemment sont caractéristiques d’un HDL [R. Mostarih et
coll., 2006, A. C. Vieira et coll., 2009 ; K. Charradi et coll., 2010 ; R. E. Johnsen et coll.,
2010 ; X. Fan et coll., 2013]. lls présentent en effet les pics caractéristiques (003, 006, 012,

110 et 113) des HDLs purs.
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Figure I11. 1. Diffractogrammes des différents HDLs synthétisés

Dans un premier temps, un affinement de type « pattern matching » (Figure 111.2) fait par le

simulateur FullProf suggere la présence d’un réseau hexagonal avec une symétrie

rhomboeédrique.
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Figure I11. 2. Affinement des paramétres de maille des différents HDLs synthétisés.
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Ce logiciel permet par ailleurs de déterminer les parametres de maille présentés dans le
Tableau 111.1. Les distances interréticulaires (d) sont calculées a partir de la raie principale
(003) a I’aide des équations présentées dans le chapitre II (Tableau II.1). Les tailles des
cristallites sont calculées a partir de la formule de Scherrer (éq 11.2). Les pics larges
constituant les diffractogrammes de NIAISO, et CoAISO, (Figure 111.1) justifient les

dimensions plus réduites des cristallites constituant ces poudres.

Taille de
cristallites (nm)

HDL |a@) | bA) | cA) |d@AR)

Groupe d’espace

NiAI-SO, | 3.08 3.08 23.10 7.5 17-21 R3 m rhomboédrique
CoAl-SO, | 3.06 | 3.06 | 22.64 | 7.6 20-28 R3 m rhomboédrique
Ca,Al-Cl 3.04 304 | 2390 | 7.8 38-49 R3 m rhomboédrique
Zn,Al-Cl 3.06 306 | 2253 | 7.6 40-50 R3 m rhomboédrique

Tableau I11. 1. Résultats de la caractérisation par diffraction des RX

Dans un second temps, un affinement des positions atomiques a été effectué pour tous les
HDLs. La méthode Rietveld ne peut malheureusement pas donner un résultat exact dans le cas
de ces diffractogrammes a cause du nombre réduit de pics et de leurs largeurs qui multiplient
les paramétres a affiner. Ces diffractogrammes peuvent donc correspondre a plusieurs
systemes cristallographiques ce qui multiplie le pourcentage d’erreur. Cependant, parmi ces
groupes, le groupe d’espace R3m est le seul groupe qui présente un nombre fini de positions
de Bragg coincidant avec les pics des diffractogrammes des HDLs aprés affinement. Il
représente donc a priori le groupe d’espace de la structure cristalline de nos HDLs.

Le résultat de I’affinement Rietveld a donné une formule de type ", Al (OH)s_2.2H,0 pour
tous le HDLs (ot " représente les cations métalliques Zn**, Ni?*, Co?* ou Ca’" et 4

représente les anions CI” ou SO4%).

A titre d’exemple, le résultat de 1’affinement Rietveld de diffractogramme de Zn,AlCI est
reporté dans la Figure 111.3 et le Tableau I11.2. La formule correspondante trouvée est (Zn,Al
(OH)6.CI.2H,0). Les parameétres trouvés par affinement Rietveld different 1égérement de ceux
publiés par J. Pisson et coll. [2008]. Notre diffractogramme contient deux pics
supplémentaires qui apparaissent a 26 =31.62° et 20 =45.47° (régions exclues sur la

courbe d’affinement Y(calc), les pics sont indiqués par des fleches sur la Figure II1.3). Ces
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pics sont specifiques du NaCl. Ceci peut étre expliqué par le fait que notre poudre Zn,AlICI

contient des traces de NaCl, utilisé dans le procédé de synthese (voir Chapitre Il : 1).

Zn AlCI

Intensité (a.u.)

L | ®
'R Gy, J i A
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| = et e
v W~

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
20(°)
Figure 111. 3. Résultat de I'affinement Rietveld (effectué par le logiciel FullProf) du

diffractogramme de Zn,AICI: les régions correspondant a la présence d'un résidu de NaCl
sont exclues.

Zn,Al(OH)eCl -2H,0

Groupe d’espace R3m

Paramétres de a=3.062A c=22535Ad=76A

maille 1.5406 A

A(Cu Ky) 20.6 %

R 17.1%

Reragg

atome site Facteur X y z Biso(A?)
d’occupation

Al 3a 0.3333 0.00 0.00 0.00 0.5

Zn 3a 0.6666 0.00 0.00 0.00 0.5

OH 6C 1.0000 0.00 0.00 0.38 0.5

Cl 18g 0.0644 0.19 0.00 0.50 0.5

Ow 361 0.0194 0.29 0.50 0.50 0.5

Tableau 1. 2. Les différents parametres résultant de I’affinement Rietveld.
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La structure 3D du Zn,AlCI (présentée dans la Figure I11.4) est formée par des octaedres
organisés en feuillets, dont le centre peut étre occupé par des cations Zn** ou AI** (situés dans
le site 3a, avec des facteurs d’occupation 2/3 et 1/3 respectivement), et les sommets sont
occupés par des anions OH". Dans l'espacement interfeuillets, des molécules d'eau et anions

chlorure sont présents.

Figure 111. 4. Distribution spatiale des atomes de Zn,Al (OH)sCI.2H0.

On peut retrouver les configurations 3D des autres HDLs en remplacant dans la Figure 111.4 :
- Les cations Zn®* par des cations Ca®*, Ni** ou Co*" (Ca,AlCI, NiAISO, et CoAISO,
respectivement) ;
- Les anions CI" par des groupes SO,* (NiAISO4 et CoAISO,).
La maille peut étre décrite par I’empilement le long de 1’axe ¢ des feuillets décalés par une

distance d égale a c/3.

En conclusion la technique de diffraction des RX nous permet non seulement de valider la
composition des HDLs obtenus, mais aussi de les caractériser d’un point de vue

cristallographique.

I1.2. Spectroscopies IR et Raman

La Figure 111.5 montre les spectres IR des quatre HDLs synthétisés dans cette étude. Les
modes de vibration peuvent étre répartis en plusieurs catégories :
- Des modes liés a la présence de molécules d’eau dans les couches entre les feuillets ;
- Des modes liés aux composants presents dans les feuillets, leurs interactions avec les
molécules d’eau et leur nature influengant les fréquences auxquelles ces modes

apparaissent ;
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- Des modes liés a la présence d’ions carbonate, présents du fait de I’adsorption de
molécules de CO; sur les HDLs.
Le Tableau I11.3 présente les attributions de ces bandes, basées sur celles déja réalisées dans le
cas de différents HDLs. Ces attributions permettent de conforter les résultats obtenus
précédemment par DRX.
Afin de préciser ces résultats, les spectres Raman des HDLs ont également été réalisés (Figure
[11.6). Des bandes apportent des informations complémentaires (Tableau I11.3), sans qu’elles
soient cependant toutes attribuées, compte tenu des connaissances actuelles et de la
complexité des structures étudiées.
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Figure I11. 5. Spectres IR des différents HDLs synthétisés.
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Figure I11. 6. Spectres Raman des différents HDLs synthétiseés.
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Spectr. | NiAISO, | CoAISO, | Ca,AlCI | Zn,AlCI Attribution
Molécules d’eau dans les couches
IR 3365 3373 3450 3371 interfeuillets liées par des liaisons
hydrogene + liaisons métal-OH
IR - 2950 - 2950 | Mode bridging carbonate-eau
Mode bending des molécules d’eau
dans les couches interfeuillets (eau
coordinée si le mode est au dessus de
IR 1657 1598 1625 1640 1 —
1640 cm™, peu liée si le mode est en
dessous de 1630 cm™ [A.C.Vieira et
coll., 2009]
lons carbonate dans la couche
IR 1370 1350 1370 1350 irterfeuillets
Mode de translation des groupes
hydroxyle influencés par les ions Al
IR 745 773 773 773 . I
trivalents + mode de vibration du
réseau
Epaulement di a la présence d’ions
IR 668 600 668 686 carbonate
Mode de translation des groupes
hydroxyle influencés par les ions Al
IR 565 569 541 550 . L
trivalents + mode de vibration du
réseau
N . .
Raman 480 }k\\\\‘:h\\\\:h\\\\: Vibration symétrique Al-OH
Raman 560 %\\\\X‘:ﬁ\\\\\}\h\\\: Vibration symétrique Al-OH
Raman 983 \\\\\\\k\\\\\\k\\\\\ lons sulfate
\ \\ Stretching  symétrique des ions
carbonate (contamination a priori
Raman 1065 1063 .
faible car aucune bande n’est
& k observée a 1390 cm™)
> o -
Raman m 471 mm lons sulfate
Raman ::\\\\\\ 676 mmm lons sulfate

Raman

NANN

DN

AN

564

Vibration Al-OH

Tableau I11. 3. Attribution des modes de vibration (exprimés dans le tableau en cm™)
observés dans les spectres IR et Raman des HDLs synthétisés pour cette étude [S. Kannan et
coll., 1992, J.T.Kloprogge et R.L Frost, 1999 ; V. Vchirawongkwin et B.M.Rode, 2007 ;

A.C.Vieira et coll., 2009 ; D.V. Radziuk et coll., 2011].
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Les spectroscopies IR et Raman permettent donc de valider la composition des HDLs, de
maniere complémentaire & la DRX. Nous pouvons donc maintenant aborder la réalisation des
films de HDL et leur étude par AFM.

II. CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE PAR AFM DES FILMS MINCES
D’HDLs

Lors de I’é¢tude d’un traitement physicochimique de la surface d’un substrat, pour une
application de type biocapteur ou autre, il est particuliérement important de connaitre 1’état de
la surface du substrat de référence, 1’¢lectrode de travail par exemple, avant et aprés avoir
effectué les différentes étapes du traitement. Dans le cas de nos biocapteurs, cette étude
comparative permet de corréler I’impact des modifications de 1’état de surface et I’efficacité
(ou pas) de la réaction électrochimique qui a lieu. L’AFM est une méthode pertinente, en

particulier dans le cas des HDLs, bien que clairement sous-exploitée.

II.1. Choix du substrat de référence

Dans un premier temps, nous avons étudié la morphologie de la surface de I'électrode de
travail en or sérigraphiée (AuSPE) que nous utilisons pour notre biocapteur, avant et apres le
dépbt des films de HDLs.

30pmx30pm

Figure I11. 7. Images AFM de topographie (hauteur) en 2D (a) et 3D (b), en mode tapping,
de la surface de I’AuSPE de type DropSens (réf- DS250AT).

La surface de I’électrode d’or nue (Figure II1.7) est rugueuse. La rugosité moyenne (definie

par le Rms) est de I’ordre de 500 nm, mais la surface est en fait tres hétérogene avec des Rms
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compris entre 300 et 600 nm selon les zones sondées et pour plusieurs échantillons.

Dans le cas des électrodes recouvertes par un film de HDL (Figure 111.8), la rugosité
moyenne reste du méme ordre de grandeur (entre 500-600 nm), quelle que soit la nature du
HDL (NiAISO4, Zn,AICI, CoAlSO,4 ou CaAlCI), avec selon les échantillons et les zones
sondées un Rms compris entre 300 et 600 nm.

a) AuSPE nue
Rms=500nm+50nm

2um
b) AuSPE/ NiAISO, c) AUSPE/ CoAISO,
Rms=500nm+70nm Rms=490nm+60nm
d) AuSPE/Ca,AlCI e) AUSPE/Zn,AICI
Rms=600nm+60nm Rms=550nm+60nm

K 8%

Figure I11. 8. Images AFM de topographie (20um*20um) en 3D, en mode tapping, de la
surface de I’AuSPE avant (a) et aprés dépot du film de HDLs : (b) NiAISOy, (¢) COAISOy, (d)
CayAlCl, et (e) Zn,AlCI. Les films sont déposés par auto-assemblage a partir d 'une solution

de concentration 2.5 mg/mL). La rugosité moyenne (Rms) est indiquée dans chaque cas.

Le fait que la rugosité soit importante des le départ (électrode nue) ne permet pas de mettre en

évidence les éventuelles modifications de surface. On ne peut donc pas conclure sur le bon
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recouvrement de la surface de 1’¢lectrode par le film de HDL. Par conséquent, et pour valider
le protocole de dépdt, nous avons besoin d’utiliser un substrat de référence non rugueux. Nous

avons donc choisi le mica qui est un substrat largement utilisé pour les études par AFM.

En effet, le mica est un substrat dont la rugosité est de ’ordre de 0.3 nm (rugosité atomique,
Figure 111.9). De plus, il est organise sous une forme lamellaire (Figure 111.9a), donc
facilement clivable avant une expérience, ce qui permet de déposer les films de HDL sur une
surface parfaitement propre.

a) b)

10nm

Zoom-in

—=>

Inm

onm

10pmx10pm

Figure I11. 9. Images AFM de topographie (en mode Tapping) de mica nu : (a) en 3D et (b)
zoom-in (10pum*10um) en 2D de la zone indiquée par un carre en blanc dans (a). La marche
dans (a) est due au clivage des lamelles formant le mica.

11.2. Effet de la méthode de dépot

Afin d’optimiser notre protocole pour I’élaboration du film de HDL, nous avons testé deux
méthodes de dépbt différentes et plusieurs concentrations de HDL: d’abord le simple dépot
d’une goutte d’une solution de HDL sur le mica (méthode appelée auto-assemblage ou self

assemblage, SA) et ensuite le dépdt par spin-coating (SC).
I1.2.1. Dépot par auto-assemblage (SA)

La Figure 111.10 présente des résultats typiques de ceux obtenus avec différents HDLs (ici un
film de NiAISO, obtenu par SA a partir d’une concentration de 2.5 mg/mL).

La surface contient des zones moyennement rugueuses (zones foncées sur la Figure 111.10.a,
Rms=30 nm) et d’autres présentant des agrégats de dimensions importantes (zones claires,

Rms=450 nm).
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a) 30pmx30pm

N

Oum

b)

Profil de hauteur

1,5

Taille du scan

Figure 111. 10. (a) Image AFM de hauteur d’'un dépét de NiAlSO4 (CupL=2.5 mg/mL) dépose
sur le mica par la méthode SA, (b) une section sur l’agrégat (indiquée en bleu dans (a)).

CoAISO,

Ca2A| Cl

Zn2A|C|

Hauteur

500nm

Onm

S5umx5um

500nm

Onm

S5umx5um

500nm

Onm

Sumx5um

Ny s {',J :::
Spumx5pum T8 RN
Amplit

350mV

omv

Sumx5um
Amplitude

200mVv

omv

S5umx5um

Figure 111. 11. Images AFM de hauteur et d’amplitude de différents films de HDLs déposés
sur le mica par la méthode SA a partir d 'une solution HDL de concentration 2.5 mg/mL
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La réalisation d’un profil de hauteur le long d’une section passant par un agrégat donne des
dimensions de l’ordre de 7.5 pum; 3.5 pymet 1.5 um en longueur, largeur et hauteur,
respectivement.

Des « zooms-in » de (5 um*5 um) et de (2 um*2 um) effectués sur les différents agrégats de
HDLs sont présentés sur la Figure 111.11. Ces images montrent que les surfaces présentent des
«marches » de hauteurs différentes (entre 5 et 50 nm, voire plus), en accord avec
I’organisation lamellaire de ces composés. Notons que les images AFM d’amplitude s’avérent
utiles soulignant les bords des marches et donnant un effet 3D, révélant ces dépots massifs en

multicouches.
11.2.1.1. Effet du ringage sur les films déposés par SA

La grande hétérogénéité des films peut étre liée a la présence d’agrégats adsorbés et donc
faiblement liés a la surface de mica. C’est la raison pour laquelle nous avons testé 1’effet du

rincage de ces surfaces a 1’eau ultrapure apres dépot.

Avant rincage Apreés ringage
1pm J Hauteur 200nm
Opm » onm
Rms=300nm . Rms=30nm

Figure 111. 12. Images AFM (10um*10um) d’un film de Ca,AlCI (CypL = 1.5 mg/mL) déposé
sur le mica par la méthode SA avant ((a) et (c)) et apres rincage a [’eau ultrapure ((b) (d)).
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Aprés rincage, on note les modifications suivantes (le contraste étant plus évident sur les
images d’amplitude (Figure II1.12c et d)) :

- les dimensions des agrégats se réduisent pour tous les HDLs, passant par exemple de
(7.5 um; 3.5 um; 1.5 um) a (3 um; 2 um ; 160 nm) en longueur, largeur et hauteur,
respectivement ;

- leur distribution sur la surface devient plus homogéne ;

- la rugosité moyenne au niveau des zones homogeénes (foncées) des films diminue aussi,
avec un Rms autour de 5 nm.

Ces résultats montrent donc clairement que 1’étape de ringage est nécessaire pour
I’optimisation de cette méthode de dépot. Elle permet d’améliorer 1’état de surface en limitant

I’hétérogénéité et en réduisant la rugosité.

11.2.1.2. Effet de la concentration de la solution de HDLs sur ’homogénéité des films

déposes par SA

A priori, I’hétérogénéité ou 1’homogénéité de la surface des films de HDLs sont également
liées a la concentration de la solution utilisée. Afin d'optimiser le choix de la concentration
pour 1’élaboration ultérieure du biocapteur, nous avons donc testé différentes concentrations
de HDLs (de 0.5 mg/mL a 2.5 mg/mL) pour la réalisation de films par la méthode de SA,
Dans un premier temps, nous avons utilis¢é une concentration a 2.5 mg/mL car c’est la
concentration la plus utilisée dans la bibliographie [D. Shan et coll. 2003-2004 ; M. S. P.
Lopez et coll., 2010 ; .M. Apetrei et coll.,, 2013 ; P. Vialat et coll.,, 2015]. A cette
concentration élevée, comme nous I’avons vu dans le paragraphe précédent, les dépots pour
tous les HDLs sont massifs et trés rugueux contenant des agrégats de taille importante mais

aussi des zones un peu moins rugueuses.

La Figure III.13a montre 1’exemple d’un film de CoAlSO4 déposé par SA a partir d’une
solution ayant une concentration de 2.5 mg/mL et apres rincage. Le scan de 10um*10um est
réalisé dans une zone peu rugueuse (€loignée des gros agrégats).

Pour pouvoir bien décrire la topographie de la surface, un « zoom-in » typique de ce genre de
zone est présenté sur la Figure 111.13b. Cette image (2 um*2 pum) montre une certaine
homogénéité de la surface avec la présence de quelques agrégats. La surface des zones
sombres (ou moins hautes) semble lisse. La rugosité moyenne correspondante (située entre 5
et 11 nm) est toujours nettement supérieure a la rugosité du mica nu (environ 0.3 nm)

confirmant ainsi la présence du dépét d'un film de HDL. En outre, I'uniformité du contraste
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dans I'image de phase correspondante (Figure 111.13.d) confirme que la surface scannée est
couverte par une matiere homogene et monophasee. Les profils de hauteur (Figure 111.13.c)
révelent que le film de HDL est constitué par I’empilement de couches avec des marches

ayant des épaisseurs variantes entre 2 et 10 nm.

® Hauteur

10pmx10pm

W

Profil de hauteur (nm)

NERORNWAAU O~ ®

0 150 300 450 600 750
Taille du scan (nm)

Figure 111. 13. Images AFM d’un film de CoAISO4 (CrpL = 2.5 mg.mL™) : (a) hauteur (10
umx 10 um); (b) « zoom-in » de (2 um*2 um) dans la zone indiquée pas un carré en blanc
dans (a) ; (c) profils de hauteur extraits des sections transversales indiquées en (b) et (d)
image de phase correspondante a (a).

Ces données montrent qu’une goutte d’une solution concentrée de CoAlSO,4 (2.5mg/mL)
déposée par SA permet de former un film relativement épais qui recouvre complétement la
surface du substrat de référence et ne disparait pas suite au rincage. Ce résultat est obtenu en
routine pour tous les HDLs, sur plusieurs zones d’'un méme échantillon et pour différents
échantillons réalisés de maniere indépendante. Ce qui nous a conduits a réduire la
concentration de la solution de HDL.

La Figure III.14 révele I’évolution de la morphologie de la surface des films déposés sur le

mica par SA sous I’effet de la dilution de la solution de HDLs.
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C=1.50 mg/mL C=0.75 mg/mL C=0.50 mg/mL

NiAISO4

CoAISO,

CazAlCI

Zn,AlICI

250nm 20nm 10nm

= ™ =
onm Oonm Onm

Figure I11. 14. Images AFM (bum*5um) de hauteur montrant [’effet de la concentration de la
solution de HDLs sur les caractéristiques morphologiques des films déposeés sur le mica par
la méthode SA.
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Les surfaces des films déposés a partir d’une solution de HDLs de concentration 1.5 mg/mL
sont, elles aussi, rugueuses et non homogeénes, présentant des agrégats (les zones de couleur
claire). Le Tableau I11.4 regroupe les dimensions moyennes des agrégats dans le cas des

difféerents HDLs testés. Les rugosités moyennes des surfaces sont de 1’ordre de 30 a 100 nm

pour des grands scans (20 um*20 pm).

Tailles des
ChbL aggrégats NiAISO, CoAISO, CaAlCI Zn,AlCI
et Rms

L 2.0 pm 3.0 pm 3.5 um 2.0 pm

1.50 I 1.5 pum 2.0 pm 2.0 pm 1.5 um
mg/mL h 150 nm 150 nm 200 nm 300 nm
Rms 30 nm 110 nm 45 nm 50 nm

L 1.0 um 1.0 um 1.0 um 1.0 um

0.75 I 1.0 um 1.0 um 0.6 um 0.4 um
mg/mL h 20 nm 6 nm 40 nm 50 nm
Rms 40 nm 70 nm 20 nm 30 nm

L 500 nm 500 nm 1.3 um 500 nm

0.50 I 300 nm 300 nm 400 nm 300 nm
mg/mL h 8 nm 8 nm 40 nm 8 nm
Rms 30 nm 50 nm 10 nm 20 nm

Tableau I11. 4. Dimensions moyennes (longueur L, largeur I, hauteur h) des agrégats et
rugosités moyennes (pour des scans de 20 um*20 pum) des films de HDLs obtenus a partir de
différentes concentrations et déposes par la méthode SA.

Pour une concentration plus faible, celle de 0.75 mg/mL, la topographie des différents dépots
parait plus homogene. Les agrégats sont moins nombreux et de tailles plus petites (Tableau
[11.4). La rugosité moyenne des surfaces dans les zones sombres (entre 5 et 20 nm) est plus
faible comparée aux valeurs précédentes, mais toujours nettement supérieure a la rugosité du
mica nu confirmant ainsi la présence d'un film de HDL. Les différents films de HDLs
présentent des multicouches dont les surfaces sont lisses avec des marches de hauteur

comprise entre 1 et 5 nm.

Enfin, pour une concentration encore plus faible (0.5 mg/mL), les dépbts sont beaucoup plus
homogeénes. Les quelques agrégats présents ont des dimensions encore plus réduites (Tableau
II1.4). Dans les zones ne présentant pas d’agrégats (les zones sombres ou moins hautes) sont

beaucoup moins rugueuses (Rms de 1’ordre de 0.3 a 3 nm) pour tous les HDLs.
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11.2.1.3. Effet de la concentration de la solution de HDLs sur la morphologie et les

épaisseurs des couches déposées par SA

Pour pouvoir estimer 1’épaisseur et déterminer la morphologie des films de HDLs déposés,
nous avons effectué des « zooms-in » sur les zones homogenes de plusieurs échantillons pour
differents types de HDLs déposés par la méthode SA et avec rincage. Nous avons vu
précédemment que les zones sombres, ne contenant pas d’agrégats, d’un dépot de HDL (par la
méthode SA apres ringage) a partir d’une solution concentrée a 2.5 mg/mL sont formées de

couches d’épaisseur comprise entre 2 et 10 nm (Figure 111.14.c).

A titre d’exemples complémentaires, nous présentons dans ce paragraphe les « zooms-in »
effectués sur deux échantillons, I’'un de NiAlISO, et ’autre de CoAISOy, les deux films étant
déposés a partir d’'une solution de concentration 0.75 mg/ml. Les Figures III.15 et III.16

montrent les images topographiques des surfaces de ces films.

0,4 b') ' '

024 ~ 7 R
004 A\ / -
0,2 \ 1.2nm 4

049 | 1nm| R B amta d /
-0,6 1 \ 0.5nm /
.0’8,
_1’0,
_1’2,
-1,4

Profil de hauteur (nm)

0 200 400 600 800

2umx2pm L Taille du scan (nm)

Figure 111. 15. (a) image AFM de hauteur (2 um*2 um) d’un film de NiAICI (Cyp. = 0.75
mg.mL™) ; (b) profil de hauteur extrait de la section transversale indiquée en (a).

Profil de hauteur (nm)

T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700

' 1 Taille du scan (nm)
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Figure I11. 16. (a) image AFM de hauteur (1 um*1 um) d’un film de CoAISO4(CupL = 0.75
mg.mL™) ; (b) profil de hauteur extrait de la section transversale indiquée en (a).
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Dans le cas du film de NiAISO,, la surface présente des agrégats de hauteurs comprises entre
0.5 et 17 nm et des zones lisses en multicouches, différents plateaux ayant des marches de
hauteurs comprises entre 0.5 et 1.2 nm. Dans le cas du film de CoAISQO,, les images sont

similaires, avec des hauteurs de marche variant de 1 a 5 nm.

Afin de déterminer leur épaisseur, une opération de grattage (AFM en mode contact) a éeté
effectuée (3 fois) sur les films en multicouches de HDLs obtenus & partir des solutions de
concentrations 0.5 et 0.75 mg.mL™. Comme mentionné précédemment, les films de HDLs
obtenus avec la concentration la plus faible ne sont pas homogenes, ce qui conduit a
I’obtention d’épaisseurs variables. En revanche, dans le cas des échantillons obtenus a partir
de solutions & 0.75 mg.mL™, I'épaisseur des films est estimée entre 10 et 20 nm pour tous les
HDLs, I’épaisseur d’une monocouche étant estimée a 0.5-1.0 nm.

En supposant qu'un film homogéne ayant une faible rugosité est plus approprié pour la
fixation de I'enzyme, et en tenant compte du fait que les surfaces de HDL obtenus avec une
solution & 0.75 mg.mL™ sont bien caractérisées en termes de rugosité, d'épaisseur et
d’homogénéité, nous avons considéré cette concentration comme optimale pour I’étape

suivante de la construction de nos biocapteurs.

Les résultats présentés jusqu’a présent ont montré que I’étape de ringage et 1’optimisation de
la concentration sont importantes puisqu’elles nous ont permis d’améliorer la qualité des films
déposés. Cependant, ces améliorations ne sont pas encore suffisantes pour rendre les films
beaucoup plus homogénes et moins rugueux. De plus, la méthode de SA a un inconvénient :
elle impose un temps de séchage relativement long pour les échantillons (30-45 min de dépot
et 30 min de séchage a la suite du ringage a I’eau ultrapure), d’ou le fait d’envisager une

seconde méthode de dépot.
I11.2.2. Dépot par spin-coating (SC)

Nous avons suivi la méme procédure lors de la caractérisation des films préparés par SC, en

nous focalisant sur I’étape de ringage et la concentration de la solution de HDL.
11.2.2.1. Effet du ringcage sur les films déposés par SC

La Figure I11.17 représente la topographie de la surface d’un film de CoAlSO, (provenant

d’une solution concentrée a 2.5 mg/ml) déposé par SC avant (Figures 1Il.17a et c¢) et apres
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rincage (Figures 111.17b et d). Sans rincage, la surface est recouverte par des grands agrégats
qui font environ 200 nm de hauteur (Rms=90-150nm). Ces agrégats pourraient étre dds a la
cristallisation de quelques traces de sel nécessaire a la synthése des HDLs (Chapitre 11 : 1).

Apres rincage a 1’eau ultrapure, les traces de cristallisation et les HDLs faiblement liés a la
surface sont éliminés. La surface est beaucoup plus homogéne contenant quelques agrégats de
taille plus faible comprise entre 3 et 25 nm. Ces données montrent que 1’étape de ringage est

nécessaire, y compris pour cette méthode de dépot.

Apres ringage
Hauteur

Avant ringcage

3nm 100nm
Onm Onm
10pmx10pm
1V 30nm
ov Onm

Spmx5um

10umx1 Op

Figure I11. 17. Images AFM de films de CoAISO4 (ChpL = 2.5 mg.mL™) déposés par SC avant
rincage ((a) hauteur et (c) amplitude, 10 um*10 um) et apres ringage ((b) hauteur, (d) zoom-
in de 5 um*5 pum centré sur (b)).

L’étude des images AFM des films de HDLs réalisés par les méthodes de SA et SC, et ayant
subit un ringage, permet d’obtenir des surfaces avec des valeurs de rugosité résumées dans le
Tableau 111.5. Celles-ci sont déterminées systématiquement sur deux types de scan
complémentaires : les grands scans sont trés représentatifs de la totalité de la surface de
I’échantillon, tandis que les scans plus petits permettent de donner les caractéristiques de

zones particulieres et aussi d’affiner certains résultats. Quelles que soient les dimensions du
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scan et la nature du HDL, la comparaison des résultats obtenus par SA et SC montre que la
seconde méthode de dépbts est plus intéressante que la précédente, et ce pour plusieurs
raisons :

- elle permet d’obtenir des surfaces plus homogenes méme a grande échelle (grands scans) ;

- les surfaces sont également nettement moins rugueuses (Tableau 111.5).

Avant ringage a I’eau Apreés rincage a I’eau
ultrapure ultrapure
20‘?2 igtum 1pm X1pm ZOLEZIS z((;)tum 1pm X1pm
HDLs | Méthode - P (zone ) ,p (zone
de dep6t generale de la homogeénes) génerale de homogeénes)
P surface) g la surface) g
. SA 500 30 30 5
NIAISO: =3¢ 93 10 15 4
SA 500 40 110 15
CoAlSO: 3¢ 200 20 40 5
SA 450 50 45 20
CaAlCl ¢ 500 29 20 9
SA 600 60 50 30
ZnALCl 5 300 40 10 7

Tableau I11. 5. Rugosité moyenne (nm) des différentes surfaces de films de HDL déposés a
partir d'une solution de concentration 1.5 mg/ mL par les méthodes SA et SC avant et apres
I'étape de ringage a I'eau ultrapure.

C’est la raison pour laquelle nous avons décidé, dans la suite de ce travail, d’adopter la

méthode de dép6t des films de HDL par SC.

11.2.2.2. Effet de la concentration sur I'homogénéité de la surface des différents films de
HDLs

Maintenant que le choix de la méthode de dép6t a été fait (la méthode de SC suivant les
paramétres indiqués dans le chapitre 11), nous allons essayer de déterminer la meilleure
concentration a utiliser pour 1’¢élaboration du biocapteur. Différentes concentrations de HDLs
(de 0.1 mg/mL a 2.5 mg/mL) ont donc été testées afin d'optimiser le choix de la concentration

adéquate.

La Figure 111.18 présente la topographie de surface de dépdts des quatre HDLs préparés par la

méthode SC avec ringage a partir d’une solution concentrée (C=1.5 mg/mL). Dans
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I’ensemble, les films obtenus sont quasi-similaires, présentant des surfaces avec de zones
apparemment homogenes et des agrégats. Cependant, le degré d’hétérogénéité est variable :
- les surfaces des films de NiAISO,4 et COAISO, présentent des zones homogenes contenant
parfois des agrégats dont les hauteurs tres variables se situent, respectivement, entre 2-80
nm et 10-250 nm.
- dans le cas du Zn,AlICI et du Ca,AlClI, les films ont une surface un peu plus hétérogéne,
les agrégats ayant des dimensions plus importantes et une hauteur de I’ordre de 100 a 300
nm (Tableau I11.6).
- les agrégats de tous les HDLs sont formés par des empilements avec des marches de
hauteurs variables entre 1 et 30 nm. Pour les zones sans agrégats (zones sombres), le dép6t
est plus homogeéne et par conséquent la rugosité moyenne de la surface est beaucoup moins

importante (Rms ~ 4-10 nm).

Outre I’information topographique de ces surfaces via les images de hauteur, nous avons la
possibilité d’avoir accés a une autre information via les images de phase de ces mémes zones.
Pour rappel, les images de phase peuvent donner acces a des informations sur ’homogénéité
ou I’hétérogénéité de la surface d’un point de vue mécanique (rigide ou plus souple), charge,
structuration (organisé ou pas), etc...

Dans le cas présent, les images de phase (Figures 111.18b, d, e et h) correspondantes aux
images de hauteur décrites ci-dessus, montrent un contraste homogéne ce qui suggére qu’il
s’agit du méme composé, le HDL, et d’une méme structuration. Par ailleurs, ces données tout
comme la topographie, mettent en évidence I’empilement des nanocomposites de HDL

formant ainsi des marches.

On remarque que dans le cas du Zn,AlIClI, les agrégats ont une forme pseudo-hexagonale
comme le montre la Figure 111.19. Ces « hexagones », qui semblent étre orientés selon I’axe z
perpendiculaire a la surface du film, rappellent la symétrie hexagonale présente dans le
groupe d’espace R3m de la structure des particules de Zn,AICI déja résolue par DRX
(Chapitre 111 :1).

Pour une concentration intermédiaire (0.75 mg/ml), les films de tous les HDLs sont plus
homogénes contenant des agrégats plus réduits en taille (Tableau 111.6) et les surfaces
correspondantes sont moins rugueuses. Les Figures 111.20a et b présentent deux exemples
typiques de topographie de dépbts de HDLs (cas du CoAISO, et du Ca,AlCl) déposés a partir

de cette concentration.
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Figure I11. 18. (a), (c), (e) et (g) Images AFM de topographie de films de CoAISO4, NiAISO,,
CaxAlICl, et de Zn,AICl, respectivement, déposés par SC (Cpyp.= 1.5mg/mL), et (b), (d), (e) et
(h) Images AFM de phase correspondantes avec un zoom-in (Lum*1um) sur les agrégats
indiqués par des carrés blancs sur les images de topographie.
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Figure 111. 19. Images AFM de hauteur et de phase des agrégats de Zn,AICI (film déposé
par SC a partir d’'une solution de concentration 1.5mg/mL). Les étoiles rouges matérialisent
les 6 angles de I’hexagone.
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Figure 111. 20. Images AFM (10um*10um) de topographie des films de CoAISO, (a) et de
CaAlCI (b ) déposés par SC a partir d’'une solution de concentration 0.75mg/mL, et des films
de NiAISOq (c) et de Zn,AlCI (b) déposés par SC a partir d’'une solution de concentration
0.15 mg/mL..
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On note aussi une réduction de rugosités moyennes pour tous les dépots de HDLs, les valeurs
étant estimées entre 1.5 nm et 25 nm pour les grands scans (L0um*10um) et entre 0.5 nm et 6
nm pour les petits scans (1 pm*1 pum ; zones homogenes sombres dans les Figures 111.20a et
20b). Ces valeurs faibles restent néanmoins supérieures a celle du Rms du mica (~0.3 nm).
Ces resultats confirment le fait que le dép6t de HDL a bien éte effectué.

Quand la solution initiale est plus diluée (0.1 mg/mL), les surfaces de tous les dépbts de
HDLs sont nettement moins rugueuses, les agrégats sont moins nombreux et leurs dimensions
sont réduites comme le montre le cas de dépdts de NiAISO,4 et de Zn,AlCI dans la Figure
[11.20c et d.

Le Tableau I11.6 résume les dimensions moyennes des agrégats dans les films de HDLs
obtenus a partir de différentes concentrations (1.5mg/mL, 0.75mg/mL et 0.25mg/mL) déposes
par la méthode SC. On remarque que ces valeurs sont plus faibles en les comparant avec les

valeurs présentées dans le Tableau 111.4 dans le cas de dépdts par la méthode SA.

Dimension
ChpL des aggrégats | NiAISO, CoAISO, Ca,AlClI Zn,AlCI
et Rms
L 1.5 um 3.0 um 3.5 um 2.0 pm
I 0.5 um 2.0 um 2.0 ym 1.5 um
1.50 mg/ml h 45 nm 200 nm 150 nm 180 nm
Rms 15 nm 40 nm 20 nm 10 nm
L 1.0 um 1.5um 1.0 um 0.7 um
I 0.5 um 1.0 ym 0.7 um 0.5 um
0.75 mg/mL h 15 nm 20 nm 40 nm 50 nm
Rms 15 nm 25 nm 15 nm 10 nm
L 200 nm 200 nm 500 pm 300 nm
| 100 nm 200 nm 400 nm 200 nm
0.25 mg/mL h 7nm 8 nm 15 nm 7 nm
Rms 5nm 10 nm 5nm 2.5 mm

Tableau I11. 6. Dimensions moyennes (longueur L, largeur I, hauteur h) des agrégats et
rugosités moyennes (pour des scans de 20 um*20 um) des films de HDLs obtenus a partir de
differentes concentrations déposes par la méthode SC.

Afin de préciser ces premieres informations, la rugosité de ces films a été reportée en fonction
de la concentration de la solution de HDL (Figure 111.21), pour différentes dimensions de scan
(rappelons que le scan le plus faible est effectué sur une zone homogeéne ce qui explique

qu’on ait systématiquement des Rms faibles).
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Figure I11. 21. Evolution du Rms en fonction des concentrations (Rms=f(Cuo.)) des solutions
de HDLs utilisées pour former les films (déposés par SC) de : a) NiAISO,4, b) CoAlISOy, ¢)
Ca,AlICl et Zn,Al-Cl. Les mesures sont effectuées sur des scans de différentes dimensions

(Apm*1um ; 5pm*5um ; 10um*10um). e)Comparaison des évolutions du Rms=f(c.o.) pour

les films de quatre HDLs (déposés par SC, scan de 10um*10um) et f) Comparaison entre les
deux méthodes SC et AA en termes de Rms des films déposés a partir d’une concentration

initiale de HDL de 0.75mg/mL.
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Plusieurs observations peuvent étre extraites de ces données :
- Pour tous les HDLs, la rugosité moyenne augmente avec la concentration. Ce résultat
est cohérent et en accord avec I’observation d’agrégats qui deviennent de plus en plus
nombreux et volumineux au fur et a mesure que la concentration croit (Tableau I11.6). Il
faut noter que I’amplitude des variations est plus importante dans le cas du CoAISO, et
du Ca,AlCI.
- Dans le cas du CoAlSO,, la valeur maximale de la rugosité moyenne des grands scans
atteint une valeur de 1’ordre de 250-300 nm, alors qu’elle ne dépasse pas une valeur de
30-50 nm dans le cas du Ca,AICI et de 10 nm dans le cas du NiAISO, et du Zn,AlICI.
Ceci est en accord avec les tailles des agrégats plus importantes du CoAISO,.
- Dans le cas du Zn,AlICI et Ca,AlCl, les valeurs de rugosité obtenues pour différentes
tailles de scans sont trés dispersées ce qui indique que la surface de ces échantillons est
beaucoup plus hétérogéne que celle obtenue dans le cas des films de NiAISO, et
CoAISO..
- La rugosité des zones les plus homogeénes (petits scans effectués dans les zones
sombres) pour tous les HDLs est presque nulle pour des concentrations inférieures a 0.5
mg/mL, ce qui tend a confirmer la présence de zones au niveau desquelles le HDL ne
s’est pas fixé.
- On peut en conclure que 1’état de surface est meilleur pour des concentrations de 1’ordre

de 0.75 mg/mL.
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Figure 111. 22. Effet de la solubilisation sur les feuillets de HDLs et procédure de
reconstruction lors du dépdt du film.

En conclusion, et comme nous 1’avons vu, les HDLs ont une structure en feuillets empilés les
uns sur les autres. En les dispersant dans 1’eau, les HDLs subissent une exfoliation [F. Leroux
et coll., 2001] en feuillets indépendants. Apreés dépdt d’une goutte de la solution sur le

support, la reconstruction de ce matériau inorganique est donc possible par réempilement des
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plaques délaminées ce qui donne naissance au film (Figure 111.22). Cet arrangement se réalise
probablement d’une fagon aléatoire ce qui justifie la présence d’agrégats hétérogénes plus ou

moins importants selon les zones observées.

11.2.2.3. Effet de la concentration de la solution de HDLs sur la morphologie et

I’épaisseur des films déposés par SC

Pour aller plus loin dans la caractérisation des dépdts obtenus, nous avons ciblé des
expériences et exploité un peu plus nos données. Nous avons en particulier procéde a des
« zoom-in » en temps réel au niveau des zones les plus homogénes afin de déterminer plus
précisément 1’état de surface et de déduire les épaisseurs correspondantes. A titre d’exemple,
nous présentons dans ce paragraphe les images réalisées sur un film de NiAISO, (solution
initiale a 1.5 mg/mL) dont I’image de topographie est présentée Figure I11.20a. Sur cette
image, un premier zoom de 5 um*5 pum a été réalisé en position centrée (Figure 111.23a), puis
deux zones distinctes de cette surface ont été étudiées, étant significatives de 1’échantillon :
- L’une au niveau d’une portion homogéne de I’image (zone 1 encadrée en bleu) ;

- L’autre au niveau d’un agrégat (zone 2 encadrée en vert).
Au niveau de la zone 1, on peut noter les points suivants :

- Cette zone est située dans un plan inférieur a celui de la zone 2 (partie du film la moins
épaisse), comme 1’indique le contraste sur I’image de hauteur (Figure I11.23a) ;

- Cette zone est tres homogene mais présente aussi des portions plus foncées (trous, Figure
I11.23b), donc moins épaisses. Le profil de hauteur mesuré le long d’une section réalisée
au niveau d’une de ces portions illustre bien cette différence de hauteur entre les deux
parties du film qui est de I’ordre de 0.5 nm.

- L’image de phase correspondante (Figure I11.23d) présente une différence de contraste
qui peut étre corrélée a une variation des propriétés mécaniques de la surface du film. En
effet, pour une surface donnée, une zone claire (correspondant a une valeur de phase plus
élevée) peut étre considérée comme plus « dense et/ou rigide et/ou organisée » alors
qu’une zone relativement plus sombre (correspondant a une valeur de phase relativement
plus faible) peut étre considérée comme « plus fluide et/ou moins rigide et/ou moins
organisée ». Par ailleurs, on peut noter que le contraste des images de hauteur et de phase
est inversé (Figure I111.23d). Les plateaux (zones du film hautes, plus épaisses)
correspondent aux zones claires de I’image de hauteur et aux zones sombres de 1’image

de phase, autrement dit « plus fluides » que les trous. Ces derniers (zones du film moins
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Figure 111. 23. Images AFM en mode tapping du film de NiAISO4 (C=1.5 mg.mL™): (a)

« Z00M-in » de (Sum*5um) centré sur l’'image de la Figure I11.20a, (b) et (c) images de

hauteur des zones 1 et 2; (d) et (e) images de phase correspondantes. (f) et (g) profils de
hauteur et de phase réalisés le long des sections indiquées en (b); (c), (d) et (e).
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épaisses) présentent les zones sombres de I’image de hauteur et possédent une phase

claire plus élevée ce qui suggere que cette partie de la surface est rigide.

On peut déduire que le plateau correspond au film de HDL et que le fond des trous
correspondent soit :

- au substrat de référence, le mica (hypotése 1) ;

- soit au film de HDL beaucoup plus organise et rigide dans le cas ou toute la surface de

notre échantillon serait complétement recouverte (hypothése 2).

Au niveau de la zone 2, 1’analyse permet de dégager les conclusions suivantes :

- Cette zone parait moins homogene que la zone 1, le contraste de I’image de hauteur
(Figure II1.23¢) met en évidence deux niveaux d’épaisseurs différentes qui apparaissent
clairement dans le profil de hauteur (Figure 111.23g) et dont la valeur est d’environ 1.5
nm. Par ailleurs, la zone claire de cette zone 2 est plus élevée que le niveau de la zone 1
ce qui laisse supposer qu’il s’agit de multicouches et que le fond de cette zone 2 (sombre)
n’est pas le mica.

- L’image de phase (Figure 111.23e) correspondante présente le méme type du contraste que
I’image topographique.

- Contrairement a ce qu’on a observé dans la zone 1, sur cette partie du film le profil de
phase (Figure I11.23g) suit I’évolution topographique mais avec une variation tres Iégere,
d’a peine 10° alors qu’elle était de 70° pour la zone 1. Ce qui laisse supposer que les
zones des plateaux (claires) ou du fond (sombres) sont quasi-similaires. Autrement dit, la
totalité de la surface de cette zone 2 est recouverte par le HDL qui se trouve organisé en

multicouches.

En conclusion, 1’étude de la zone 1 suggere que le NiAlSO4 recouvre de maniére trés
homogeéne le mica a quelques défauts pres (sur lesquels nous reviendrons dans le paragraphe
suivant). Une monocouche de ce matériau aurait en moyenne une épaisseur de 1’ordre de 0.5
nm. Cependant, des multicouches peuvent également se former localement comme le

montrent les images de la zone 2.

Pour vérifier ces propositions et estimer les épaisseurs de ces films, une manipulation de
grattage a été effectuée en mode contact sur une surface de 1 um*1 um de la zone 1 de ce
méme échantillon. L’épaisseur du film déduite a 1’aide d’une section effectuée au niveau du
trou creusé par la pointe est estimée a 10 nm. Cette valeur est beaucoup plus importante que

celle montrée précédemment par le profil de hauteur de la Figure 111.23f (0.5 nm). On en
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conclut que I’hypothése (1) précédente, stipulant que le fond des trous de la zone 1 est le
mica, n’est pas la bonne et que la surface du substrat est complétement recouverte par le depot
de HDL. Ce dépot, provenant d’une solution initiale de NiAlSO,4 concentrée, serait donc
organis¢ en multicouches d’épaisseurs multiples de 0.5 nm et présentant localement des

défauts.
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Figure 11. 24. Détermination de l’épaisseur d'un film de HDL-NiAISO4 (C=0.1mg/mL) par
une manipulation de grattage en mode contact: état de la surface avant (a) et aprées (b)
grattage (images AFM de hauteur en mode tapping) et c) profil de hauteur correspondant a la
section indiquée dans (b).

La méme manipulation a été effectuée en mode contact sur une surface de 1 pum*1 um
(matérialisée par un carré blanc sur la Figure I11.24a) d’un film de NiAISO, déposé sur le
mica et obtenu a partir d’une solution de faible concentration (0.1 mg/mL).

Aprés grattage, on voit apparaitre un trou (zone foncée sur I’image de hauteur, Figure
111.24b), car plus basse. La Figure 111.24c montre le profil de hauteur réalisé le long d’une
section traversant la zone grattée ce qui permet d’estimer 1’épaisseur du film a 3 nm (cela

pourrait correspondre a 6 couches empilées de 0.5 nm chacune).

Les mémes études de grattage ont été réalisées avec les autres HDLs (la Figure 111.25 présente
les résultats dans le cas du Zn,AICI). Le Tableau 1.7 résume les valeurs des épaisseurs
obtenues, ainsi qu’un rappel des diametres estimés des cristallites constituant ces différents
HDLs et les distances interréticulaires correspondantes.

A partir du Tableau I11.7, on peut constater que les épaisseurs trouvées aprés grattage dans le
cas des films de NiAISO, et de CoAlISO, sont plus faibles. Elles sont probablement dues aux
dimensions plus réduites des nanoparticules constituant la poudre initiale de ces deux HDLSs.
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Figure I11. 25. Détermination des épaisseurs de films de HDL Zn,AICI (C=0.25 mg/mL et
0.1mg/mL) par la manipulation de grattage en mode contact: a) et b) état des surfaces avant
le grattage, c) et d) état des surfaces apres le grattage, et e) et f) profils de hauteur
correspondant aux sections indiquées dans (c) et (d).

Nature CHpL Tailles des nano- d Epaisseur obtenue

duHDL | (mg/mL) | cristallites de HDL (nm) | (nm) par grattage (nm)
) 15 10
NiAISO, 01 17-21 0.75 3
CoAISO, 0.75 20-28 0.76 10
Ca,AlCI 0.75 38-49 0.78 20
0.25 16
Zn,AlClI 01 40-50 0.76 10

Tableau I11. 7. Epaisseurs des films de HDL déterminées apreés grattage.
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La valeur de 0.5nm qui correspond a 1’épaisseur estimée d’une monocouche de HDLs (aprées
exfoliation) reste bien dans I’ordre de grandeur de la valeur de la distance interréticulaire (d

~7.6 A) qui représente la distance entre deux feuillets de HDLs.

En conclusion de cette partie, notre étude montre bien que la diminution de la concentration
en HDL améliore la qualité des films en favorisant I’homogénéité de leur surface et la
diminution du nombre d’agrégats. Compte-tenu de ces résultats, nous avons décidé d’utiliser
une concentration en HDL entre 0.1 mg/mL et 0.75 mg/mL pour la réalisation de films
destinés au greffage de la tyrosinase. Le paragraphe suivant est dédié a 1’étude des films apres
greffage de I’enzyme et permettra de montrer 1’intérét de ces films dans 1’organisation de

I’enzyme.

II1. CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE PAR AFM DES FILMS MINCES
HYBRIDES : HDLs / TYROSINASE

La derniere étape de la réalisation du biocapteur concerne la fonctionnalisation de sa surface
par la tyrosinase. Afin de déterminer les conditions optimales de greffage et de mettre en
évidence 1’intérét des HDLs pour ce dernier, nous avons fait varier la concentration de la
solution de tyrosinase et étudié deux types de substrats, le mica nu ou couvert d’un film de
HDL. Nous avons donc étudié 1’évolution de 1’état de la surface avant et aprés dépdt de la
tyrosinase par AFM en mode tapping, ce dernier mode de fonctionnement étant

particulierement adapté aux biomatériaux.

II1.1. Morphologie des films de tyrosinase déposés directement sur le mica

Tout d’abord, différentes concentrations (allant de 0.1 a 2.0 mg/mL) de la solution de
tyrosinase ont été testées pour la formation des films de tyrosinase sur le mica (suivant le
méme protocole que celui décrit dans le chapitre 11.VI) afin d'optimiser le choix de la
concentration pour 1’¢laboration du biocapteur.

A une concentration faible de 0.1 mg/mL le dépdt obtenu n’est pas homogéne, comme le
montre la Figure II1.26a. La rugosité moyenne est de I’ordre de 0.8 nm, avec des valeurs
maximales allant jusqu’a 16 nm pour un scan de 20 pm*20 pm.

Le film contient des agrégats ou des grains (zones claires sur ’image de hauteur, Figure

[1126a), de tailles réduites et dont les hauteurs n’excedent pas 14 nm.
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Ces agrégats ne couvrent en moyenne que 25% de la surface et on retrouve la rugosité
moyenne du mica dans le reste de la surface (zones sombres). Un « zoom-in » sur 5 pgm*5 pm
(Figure II1.26b) permet d’observer plus finement la forme de ces agrégats qui apparaissent

comme de petits grains recouverts d’une couche d’épaisseur ~2 nm (Figure I11.26¢).
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Figure 111. 26. Images AFM de hauteur (mode tapping) d’un film de tyrosinase déposé sur le
mica a partir d’'une solution de concentration 0.1mg/mL : a) scan de 20 um*20 um, b) scan
de 5 um*5 um, c) profil de hauteur le long de la section indiquée par un trait blanc dans (b).

Sachant qu’une enzyme se classe dans la catégorie des macromolécules et que son volume est
de I’ordre de um® [Z.-L Yu et coll., 2013], les données obtenues pour la concentration
0,1mg/mL montrent non seulement que cette concentration est insuffisante pour couvrir la
surface de mani¢re homogéne, mais que la conformation de la protéine n’est pas préservée
dans ces conditions.

En augmentant la concentration a 0.5 mg/mL, le méme type d’agrégats apparait sur la surface
de mica, mais en nombre et dimensions plus importants. Les grains ont des hauteurs variables
entre 14 et 80 nm et couvrent en moyenne 40% de la surface (Figure I11.27a). La couche qui
entoure ces grains garde la méme épaisseur (2 nm, Figure 111.27b) mais s’étend sur plusieurs

pm2 (> 10 umz, couche 1 sur la Figure 111.27a). Le profil de hauteur montre, de plus, la
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présence d’une couche plus épaisse (couche 2 de 1.5 nm qui se trouve au dessus de la couche
1). La rugosité moyenne est de 15 nm (valeur maximale de 1’ordre de 250 nm) pour un scan

de 50 um*50 um et a 3 nm (valeur maximale de 50 nm) pour un scan de 20 pm*20 pm.
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Figure I11. 27. Images AFM de topographie (mode tapping) de la tyrosinase déposée sur le
mica a partir d'une solution de concentration 0.5mg/mL : @) premier scan de 20 um*20 um
b) profil de hauteur réalisé le long de la section indiquée par un trait blanc dans (a).

Pour une concentration plus importante (1.5mg/mL, Figure 111.28), la topographie du film de
tyrosinase déposé sur le mica ressemble a celle d’un tapis homogéne (Rms = 2 nm sur 5
pm*5 pum, Figure 111.29a) formé par des grains de tailles variant entre 1 et 20 nm de hauteur,
et entre 8 et 70 nm de diametre.

1pmx1m -

Figure 111. 28. Images AFM de topographie (mode tapping) d un film de tyrosinase déposé
sur le mica a partir d’'une solution de concentration 1.5mg/mL : @) scan de 5um*5 um, b)
scan de 1 um*1 um, c¢) image de phase correspondante a (b).

Notons que le logiciel Nanoscope Analysis ne permet de déterminer la dimension des objets
étudiés que si ces derniers sont bien séparés ou isolés. Les grains de dimension inférieure a 2
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nm sont sans doute collés les uns aux autres. A cela s’ajoute le probléme de convolution de la
forme de la pointe. Il est cependant possible de faire une estimation approximative et de
déterminer 1’aire moyenne couverte par un grain en utilisant un filtre passe-haut réglé sur une
hauteur supérieure a 3 nm. Cette aire est de I’ordre de 0.76 pm? (valeur définie a partir d’un
scan de 1 um*1 um).

Enfin, le scan de petite dimension montre que les grains se répartissent uniformément sur la
surface en gardant une distance grain-grain comprise entre 0 et 40 nm. Le contraste
homogene de I’image de phase (Figure I11.28c) révéle que ces grains sont formés a priori de
la méme matiere et montre plus clairement les contours de chacun.

Pour une concentration supérieure (2 mg/mL), la surface du film de tyrosinase devient
hétérogene (rugosité moyenne de 20 nm et maximale de 300 nm pour un scan de 20 um*20
pm, Figure 111.29a) présentant des dépots sous forme d’agrégats de dimensions variables

comprises entre 100 nm et 4 um.

Hauteur

Figure 11. 29. Images AFM de topographie (mode tapping) d’'un film de tyrosinase déposé
sur le mica a partir d’'une solution de concentration 2 mg/mL : @) scan de 20 um*20 um, b)
scan de 5 um*5 um (« zoom-in » de la zone indiquée par un carré dans (a)), c) scan de 1
um*1 um dans une zone éloignée des agrégats, d) image de phase correspondante a (c).
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Un premier « zoom-in » de 5 um*5 pum sur une partie de ces agregats (Figure 111.29b) montre
des grains de forme allongée (longueur 0.7 um et largeur 0.45 pm, Figure 111.29b) qui se
collent les uns aux autres constituant un filament épais de dimension de ’ordre de 200nm,
3um et 100nm (en longueur, largeur et hauteur, respectivement) et dont le squelette est
matérialisé par des traits en rouge sur la Figure 111.29b. En faisant plusieurs zooms sur
I’intégralit¢ du grand agrégat présenté dans la Figure II1.29a, la longueur approximative
trouvée pour tout le filament est supérieure a 27um. Il s’agit probablement d’un filament non
dispersé de tyrosinase.

L’examen d’une surface encore plus petite confirme une organisation aléatoire des grains
dans le film et leurs dimensions variables avec la présence en particulier de petits grains entre
8 et 100 nm.

Toutes ces données suggerent finalement que la concentration optimale de la tyrosinase, en
termes d’homogénéité et de taux de couverture de surface, est 1.5 mg/mL. Nous avons donc

utilisé cette concentration par la suite.

II1.2. Morphologie des films de tyrosinase déposés sur les couches de HDLs

Les films de tyrosinase ont ét¢ déposés a partir d’une solution de concentration optimisée
(2.5mg/mL) sur des films constitués des différents HDLs suivant le protocole décrit dans le
chapitre II.VI. A titre d’exemple, nous montrerons dans ce paragraphe les résultats obtenus

pour le HDL CoAISO4 (0.75mg/mL).

La Figure 111.30 présente les résultats obtenus dans le cas des films de CoAlISO4/tyrosinase.
Afin de faciliter la comparaison, les images d’un film de tyrosinase et d’un film de CoAlSO4
déposés directement sur le mica sont également reportées dans cette figure.

En tenant compte de la surface du film de CoAISO, déposé directement sur le mica (Figure
I11.30a et d), la comparaison des images de hauteur et de phase (b et c, e et f respectivement),
en particulier celles réalisées sur de petites surfaces présentant peu d’agrégats (e et f), montre
que la présence du film de HDL modifie I’organisation de la tyrosinase. De plus,
I’immobilisation de la tyrosinase sur le film de HDL augmente la rugosité de la surface (Rms

=20 nm pour un scan de 5 pm*5 pum).
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Film de CoAISO, Film de Tyrosinase Film de CoAISO,/Tyrosinase

c) .

Sumx5pum

Apmx1igm

Figure 111. 30. Images AFM de topographie (mode tapping, 5 um*5 pum) de films de : a)
CoAISQ4 déposé sur le mica a partir d 'une solution de concentration 0.75mg/mL, b)
tyrosinase déposée sur le mica a partir d’une solution de concentration 1. Smg/mL, c)
tyrosinase déposée sur le film de HDL présenté en (a), et d), e) et f) images de phase
correspondant aux « zoom-in » de 1 um*1 um indiqués par des carrés blancs.

Les images de phase correspondantes (Figures 111.30d, e et f), réalisées sur des surfaces plus
petites, confirment les différences entre les dépdts. L organisation de la tyrosinase en grains
(Figure 111.30e) devient filamenteuse en présence d’un film de HDL. Ces filaments ont des
diametres variant entre 20 et 30 nm et sont séparés par une distance moyenne de 20 nm. On
peut supposer que la tyrosinase établit des interactions électrostatiques avec les films de
HDL, modifiant ainsi son organisation et/ou son orientation sur la surface. De plus, on
remarque que la « nappe » de tyrosinase reste encore homogénéne en preésence du film de
HDL.

Toutes ces données montrent finalement que la tyrosinase est bien immobilisée sur la surface
de film de HDL, validant notre protocole de fixation. Cependant, seules les mesures

électrochimiques permettront de déterminer si I’enzyme conserve ou pas son activité.
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IV. DISCUSSION SUR LES FILMS DE HDL

De nombreuses études ont déja été menées sur la morphologie des particules de HDL de
compositions variées et leur organisation sur un support. Comme nous I’indiquions
précédemment, I’AFM a été peu utilisée, d’autres méthodes d’imagerie comme la microscopie
électronique par transmission (Transmission Electron Microscopy ou TEM) ou par balayage
(Scanning Electron Microscopy ou SEM) étant plus largement appliquées. Ces méthodes
permettent de mettre en évidence 1’organisation des HDL sous la forme de cristaux aux arétes
acerées [Mousty, 2008] ou de particules de forme hexagonale décrites comme des
« hexagonal sheet» [Chen, 2004] ou « hexagonal nanoplatelet » [Musumeci, 2010 ; Liu,
2012], en accord avec nos propres observations (Figures 111.19 et 111.31). Ces particules sont
organisées en couches plus ou moins homogenes selon la nature du HDL et les conditions
expérimentales (telle que la concentration de la solution initiale de HDL ou 1’ajout d’autres
molécules permettant leur fonctionnalisation), une comparaison directe étant rendue difficile

du fait de ces différences.

Images SEM de cristaux de HDL, (a) Zn,AICl, (b) Mg,AICOs, (c) film de HDL Mg,Al
fonctionnalisé par la phosphatase alcaline [C. Mousty, 2008].

Image TEM de particules
hexagonales de Poly(methyl
methacrylate)-MgAl

[W. Chen, 2004]

Figure I11. 31. Particules de differents HDLs observés par microscopie electronique.
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Etude structurale et morphologique des HDLs

Image SEM du HDL CaAICI [P. Images AFM de hauteur (a) et d’amplitude (b) d’un film
Zhang, 2012] de Ca,AICl déposé a partir d’'une solution a 2.5 mg/mL.
o ' b) Amplitude

e O 59
e

Image SEM de la surface d’un film Images AFM de hauteur (a) et de phase (b) d’un film
de ZnAINO; [M.S. Yarger, 2008] de ZnAICl déposé a partir d’'une solution a 1.5 mg/mL

Tumxium

Images SEM délectrodes de
carbone recouvertes d'un film de
ZnyAl-alginate non fonctionnalisé
(A), d’un film fonctionnalisé par la
polyphénol-oxidase apres
traitement au glutaraldéhyde (B), et
aprés incubation en présence de
calcium (C) [S.-P. Lopez, 2010]

Figure 111. 32. Comparaison de nos images AFM avec des images SEM de films de HDLs.
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Dépots

Plaques de HDL

Figure I11. 33. Modéles possibles d’orientation des particules de HDL selon [X. Guo, 2010].

Cependant, Han et coll. notent que le HDL MgAICQO3 associé a une phtalocyanine forme une
surface continue et uniforme avec des Rms comparables aux nétres a une concentration de
I’ordre de 0.5 mg/mL [J. Han, 2011]. De méme, nos images AFM sont en accord avec des
images obtenues par SEM ou TEM comme le montrent quelques exemples rassemblés dans la
Figure 111.32.

Notons que la morphologie des films dépend également de ’orientation des particules de
HDL, ainsi que le soulignent Guo et coll. [X. Guo, 2010]. En effet, les particules hexagonales
sont caractérisées par le fait que les dimensions des faces sont largement supérieures a
I’épaisseur. Les particules peuvent alors s’orienter selon deux grands types d’organisation
dans un film : soit les particules sont couchées sur la surface du substrat (faces paralléles au
substrat), soit elles sont orientées perpendiculairement (faces perpendiculaires au substrat).
Un modeéle extrait de [X. Guo, 2010] est présenté sur la Figure 111.33, les deux types

d’organisation ayant potentiellement des propriétés différentes.

Enfin, notre étude montre que la fonctionnalisation de nos films de HDL par la tyrosinase se
traduit par des changements importants au niveau de leur morphologie, preuve de la fixation
efficace de I’enzyme, en accord avec des résultats publiés précédemment dans le cas de la
phosphatase alcaline [C. Mousty, 2008] ou de la polyphéenol-oxydase (Figure 111.32, [S.-P.
Lopez, 2010]). Dans ce dernier cas, les « craquelures » observées a la surface des films sont

attribuées a des contraintes mecaniques dues au « piégeage » de I’enzyme.
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VI. CONCLUSION

Dans ce chapitre, une étude structurale et morphologique des différents HDLs synthétisés
(NiAISO4, CoAISO,4, Ca,AlCI et Zn,AlCI) a été présentée.

Dans un premier temps, la combinaison de différentes techniques physiques (DRX et
spectroscopie IR et Raman) nous a permis de valider notre méthode de synthése. Dans une
deuxiéme étape, ’AFM a ¢été particulierement utile pour déterminer les conditions
expérimentales optimales permettant d’obtenir des films homogenes, adaptés a
I’immobilisation efficace de la tyrosinase. Cette étude a montré que les concentrations faibles
de HDLs (0.10-0.25 mg/mL pour NiAISO,4 et Zn,AlCI et 0.75 mg/mL pour CoAISO, et
Ca,AlCI) et un dépdt par spin-coating doivent étre favorisés, pour produire des couches
relativement lisses et uniformes sur de grandes surfaces. Enfin I’AFM a permis de mettre en

évidence le réle structurant de la couche de HDL sur I’organisation de la tyrosinase.
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CHAPITRE 4 : DETECTION ET QUANTIFICATION DES

POLYPHENOLS PAR LE BIOCAPTEUR




I. ETUDE DU COMPORTEMENT ELECTROCHIMIQUE DES HDLs

Une différence de réponse eélectrochimique entre une électrode nue et une électrode
recouverte d’un dépot permet d’émettre des conclusions sur le dépdt. Pour cette raison, la
vérification du comportement électrochimique des électrodes d’or sérigraphiées (AuSPE)
avant et aprés modification de leur surface s’avére une étape nécessaire.

Les mesures ¢lectrochimiques ont été réalisées en présence d’une solution tampon de PBS

contenant ou pas le couple ferricyanure/ferrocyanure (Fe(CN)g>"*

). Ce dernier est en effet
connu pour amplifier les signaux électrochimiques en accélérant le transport des électrons,

étant lui-méme un systeme quasi-réversible rapide [W. J. Niu et coll., 2015].

I.1. Comportement électrochimique d’'une AuSPE

1.1.1. Comportement électrochimique de I’AuSPE nue dans le PBS

Le PBS est une solution tampon qui contient du chlorure de sodium et du chlorure de
potassium (NaCl et KCI), duphosphate disodique (Na;HPO,) et du phosphate
monopotassique (KH,PQO,4). Nous avons choisi ce tampon car la concentration de ces sels (10
mM, 0.137 M NaCl, pH 7.4) est compatible avec les conditions requises pour maintenir la

structure et la fonction d’une enzyme comme la tyrosinase.

Une étude préliminaire des AuSPEs avant toute modification de la surface de 1’¢lectrode de
travail (ET) est réalisée en étudiant par voltamétrie cyclique leur réponse a différentes
concentrations de polyphénols. Ceci permet a la fois de vérifier la qualité de I’élecrode ET
mais aussi de la contre-électrode (CE) et si nécessaire, d’ajuster la courbe de calibration du

biocapteur dans les différentes étapes de validation de la modification de surface.

Pour cela, dans un premier temps, différentes fenétres de potentiels ont été testées ([-1V ; 1V],
[-0.9V; 0.5V] et [-0.4V; 0.6V]). Ici, le choix de la gamme de potentiel dépend de
I’application finale qu’on veut réaliser : le biocapteur de polyphénols. Plusieurs études ont
montré que I’oxydation et la réduction des polyphénols se produisent a des potentiels faibles,
aux alentours de -0.2V pour la réduction et 0.2V pour 1’oxydation [G. Wang et coll., 2002 ; D.
Shan et coll., 2004 ; B. X. Gu, et coll., 2008 ; M. S. P. Lopez et coll., 2010 ; I.M. Apetrei et
coll., 2013 ; S. Lupu et coll., 2013]. 1l faut donc choisir une fenétre de potentiel qui inclut ces
valeurs. De plus, étant donné que nous avons étudié la possibilité d’utiliser le couple

Fe(CN)s>"* pour la détection (voir plus loin), nous avons donc choisi, dans un premier temps,
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la fenétre de potentiel [-0.4V ; 0.6V] qui contient les potentiels d’oxydoréduction de ce couple

et ceux des polyphénols.

courant (HA)

-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
potentiel(V)

Figure IV. 1. Voltamogramme obtenu dans le cas de I’AuSPE nue (vs Ag/AgCl) plongée dans
le PBS (10 mM, 0.137 M NaCl, pH 7.4) en balayant la gamme de potentiels [-0.4V ; 0.6V] a
la vitesse de balayage de 50 mV/s.

Sur la fenétre [-0.4V ; 0.6V], I’absence des pics redox dans cette gamme de potentiel et
I’intensité trés faible du courant (-7.7 A < | < 0.7 pA) suggerent que le PBS peut étre

considéré comme un milieu non-électroactif.

1.1.2. Comportement électrochimique de I’AuSPE nue en présence du couple

ferricyanure/ferrocyanure

Pour distinguer 1’effet des différentes étapes de modification de I’AuSPE, nous avons vérifié
les résultats obtenus dans le PBS en refaisant les tests en présence du couple Fe(CN)g>"*",

Le couple Fe(CN)s>"* est un électrolyte support (Chapitre 2 : 1V.2) qui joue le rdle de sonde
électrochimique et qui est, de ce fait, trés largement utilisé dans les travaux relatifs aux
électrodes modifiées [J. E. O'Reilly, 1973 ; H. Trzeciakiewicz, 2015].

Ce couple est en effet réversible sur des électrodes métalliques classiques. Il est basé sur

I’échange ¢électronique suivant :

Fe(CN)¢> + & > Fe(CN)g* (6q IV.1)

La Figure IV.2 montre le voltamogramme de référence obtenu avec une AuSPE nue plongee

dans une solution de PBS contenant le couple Fe(CN)s*" & une concentration de 3 mM.

139



On note deux modifications majeures entre les voltammogrammes de 1’AuSPE en absence

(Figure 1V.1c) et en présence (Figure 1V.2) du couple Fe(CN) ¢/ :

- une augmentation nette du courant mesuré, en accord avec la fonction d’électrolyte
support ;

- la présence de deux pics d’oxydoréduction caractérisés par un E1j2 = (Epox + Ep red)/2 =

0.125V, compatible avec le potentiel standard du couple Fe(CN)s>"* mentionné dans
la littérature (E° =0.36 V vs ENH ou 0.15 V vs Ag/AgCl).

L’écart en potentiel AE, entre le pic de réduction (= 0.07 V) et le pic d’oxydation (= 0.18 V)
est supérieur a celui attendu pour un systéme réversible mettant en jeu un électron (110 mV,
au lieu de 59 mV). De plus, en faisant varier la vitesse de balayage (entre 10 et 200 mV.s™,
Figure 1V.3), les courbes obtenues gardent la méme allure générale, les intensités des pics
augmentant (en valeur absolue) et le AE, devenant plus large, ce qui est vérifié par I’équation

de la densité de courant d’un systéme rapide (Annexe C).

courant (HA)

Ep,Red

=0.07Vv T

T T T T T T
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
potentiel (V)

Figure IV. 2. Voltamogramme obtenu avec une AuSPE nue plongée dans une solution de PBS

(10 mM, 0.137 M NaCl, pH 7.4) contenant le couple Fe(CN)s>'* (3 mM). La vitesse de
balayage est égale a 50 mV/s.
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potentiel (V)

Figure 1V. 3. Influence de la vitesse de balayage sur I’évolution du voltamogrammes de
[’AuSPE plongée dans du PBS (10 mM, 0.137 M NaCl, pH 7.4) contenant le couple de
Fe(CN)s>™ (3 mM).

Ce résultat suggére que dans nos conditions expérimentales, le couple Fe(CN)s>™* est un

systeme quasi-réversible.

Suite a ce résultat, nous avons choisi d’utiliser une vitesse de balayage de 50 mV/s car les
deux pics redox du couple sont bien separés et les intensités de courant sont suffisamment

amplifiées.

I.2. Comportement électrochimique de ’AuSPE modifiée par un dépot de

HDL

Bien que I’AFM nous ait permis précédemment d’étudier I’effet de la concentration en HDL
sur I’homogénéité des films, il n’en demeure pas moins que cette étude a été réalisée sur du
mica, la surface des électrodes étant trop rugueuse.

C’est pourquoi nous avons jugé utile d’étudier 1’effet de la concentration en HDL sur les
voltammogrammes des AuSPEs fonctionnalisées par ces HDLs, afin d’éventuellement
optimiser ces concentrations en fonction du courant mesure.

Des AuSPEs ont donc été plongées dans une solution de PBS contenant le couple Fe(CN)g>"*

pour Vérifier leur réponse ampéromeétrique avant et aprés modification de leurs surfaces par le
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dépbt de difféerents HDLs (NiAISO4, Co0AISO4 CaAlCl et Zn,AlICl) a différentes
concentrations (entre 0.25 et 2.50 mg/mL). Les voltammogrammes sont présentés sur la
Figure 1V.5. lls se sont avérés stables a partir de 10 a 20 cycles, le restant méme aprés 50-70
cycles. De plus les mesures sont reproductibles sur trois électrodes différentes.

On remarque tout d’abord que pour tous les dépots de HDL, I’allure générale des
voltamogrammes cycliques affichés sur la Figure 1V.4 ne change pas par rapport a celle de
référence (Figure 1V.2). Cependant, les intensités des pics d’oxydoréduction et leurs positions
en termes de potentiel varient selon le type et la concentration de HDL dépose (Figure 1V.5).

On peut globalement distinguer deux cas :

- NiAISO4 et CoAISOy, : pour ces deux HDLs, une augmentation de la concentration en
HDL provoque tout d’abord une augmentation du courant d’oxydation et une
diminution du courant de réduction. Au-dela d’une certaine concentration (0.25 mg/ml
pour NiAISO, et 0.75 mg/ml pour CoAISQ,), la tendance s’inverse, les courants
atteignant finalement des valeurs légerement inférieures (ou supérieures selon la
nature du courant) a celles mesurées en absence de HDL. La position en termes de
potentiel des pics évolue par ailleurs trés peu (de 1’ordre de 0.01V).

- CaAlCl et Zn,AlCI: une augmentation de la concentration en HDL induit des
variations plus limitées et plus réguliéres des courants d’oxydation et de réduction.
Dans le cas du CaAlClI, ces courants semblent atteindre une valeur limite dans la
gamme de concentration testée (aux alentours de 55 pA et -45 YA, pour les courants
d’oxydation et de réduction, respectivement), ce qui n’est pas le cas du Zn,AlCI. De
plus, les positions des pics fluctuent davantage, en particulier dans le cas du Ca,AlCI
ou nous notons un léger décalage des pics d’oxydation pour les concentrations

supeérieures a 0.75 mg/mL.

Globalement & forte concentration, les courbes tendent a se rejoindre, suggérant un

comportement similaire du systeme pour toutes les natures de HDL.

L’augmentation du courant (en valeur absolue) est due au changement de la barriere de
potentiel et de la courbure des bandes a I’interface solide / liquide qui se traduit par une
nouvelle zone de charge d’espace (ZCE) (Chapitre 2 : 1V.1.1.) a I’interface solide de type
HDL. La ZCE accentue le transfert des porteurs de charge (donneurs ou accepteurs)
provenant des especes électroactives oxydées ou réduites ainsi que de la sonde

3-/4-

électrochimique Fe(CN)g""" présente dans la solution.
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Figure IV. 4. Voltamogrammes cycliques des AuSPEs avant et aprés modification de leur
surface par le dép6t de différentes solutions de HDL a des concentrations variant entre 0.25
et 2.50 mg/mL : a) NiAISO4, b) CoAlISOy, c) Ca,AlClI, d) anAlCl L ‘électrolyte est le PBS

10mM contenant le couple redox Fe(CN)g>™
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Figure IV. 5. Effet de la concentration de la solution de HDLs déposée sur I’AuSPE sur les
pics d’oxydation (a) et de réduction (b).
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Cette variation est due a la réaction d’oxydation réversible d’une fraction x du métal divalent
(M") en métal trivalent (M") qui peut s’accompagner de I’insertion entre les feuillets
d’anions OH" dans un milieu dont le pH est supérieur a 7 [A. Faour et coll., 2012].

Cette réaction est modélisée par :

HDL-M"+nOH < HDL-M",M"/(OH),+ne (éq IV.1)

ou M représente les cations de Ni, Co, Ca ou Zn.

Cependant, nos résultats montrent que les variations du courant sont plus importantes en
présence de NiAISO4 et COAISO,, ce qui peut étre expliqué par la plus grande électroactivité
des cations de Co et de Ni, mais également par la plus grande électronégativité des anions
S0, par rapport aux anions CI', présents dans les feuillets.

Enfin, & une concentration plus importante, les couches de HDL déposées commencent a
jouer le role d’une barriére s’opposant au passage du courant. C’est pourquoi nous avons
choisi de greffer I’enzyme sur des films de HDL déposés a partir de solutions de
concentration intermédiaire (0.25-0.75 mg/mL). Ce choix est compatible avec le résultat de

I’étude morphologique décrite dans le chapitre I11.

La Figure V.6 présente les voltamogrammes cycliques de quatre autres AUSPE plongées dans

une solution de PBS ne contenant pas la sonde Fe(CN) ¢+

, avant et apres modification de
leurs surfaces par le dépét de solutions de HDLs a une concentration de 0.75 mg/mL.

En tenant compte de I’allure du voltamogramme de référence (Figure IV.6a), on remarque ici
encore que tous les HDLs ne provoquent pas les mémes effets. Comme précédemment, les
HDLs Zn,AICI et Ca,AlCI n’apportent pas de modification importante, le voltamogramme
semble seulement translaté vers des valeurs de courant legerement plus élevées. Le décalage
est par contre plus significatif dans le cas des HDLs CoAlISO, et NiAISO,, certains pics étant
par ailleurs apparus.

En effet, la présence du dépbt de CoAISO, sur 1’électrode rend sa surface plus conductrice et
fait apparaitre un pic d’oxydation a 0.45 V et un pic de réduction a 0.08 V. La position de ce
dernier pic est compatible avec la valeur de potentiel standard a 0.07 V dans le cas du cobalt
(Tableau IV.1). De plus, des études récentes sur le comportement électrochimique du cobalt
dans les phases de HDLs ont montré qu’il est possible d’oxyder la forme Co?* présente dans

le matériau de départ en Co**, en appliquant des potentiels assez faibles de 1’ordre de 0.4 V vs
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ECS (Electrode au Calomel Saturé) et de 0.5 V vs Ag.AgCI [X.M. Liu et coll., 2003; L.H. Su
et coll., 2008 ; P. Vialat, 2014]. Dans ce cas, 1’équation IV.1 s’écrit :

Co"AISO+OH <> Co"AISOL (OH) + ¢ (éq 1V.2)

27 a) AuSPE 21 p)

1] 1] AUSPE/Zn2A|C| \

0- —
1
2
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-4
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64
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Figure 1V. 6. Voltamogrammes cycliques de différents AUSPE avant (a) et aprés modification
de leur surface par le dép6t des différentes solutions de HDL a une concentration de 0.75
mg/mL : b) Ca,AlCl et Zn,ACl, ¢) CoAlSQO,, et d) NIAISO,. L électrolyte est le PBS. La vitesse
de balayage est de 50 mV/s

Couple redox E°(V vs ENH) E°(V vs Ag-AgCl)
Co"'/co™ 1.84 0.76
Co''/Co 0.17 0.07
Ni"/Ni'™ 2.56 1.06

Tableau IV. 1. Les potentiels redox standards des métaux Cobalt et Nickel. [A.J. Bard et
coll., 1985 ; F.J. Mompean et coll., 2005].
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L'effet de la vitesse de balayage (v) sur la réponse électrochimique du CoAlSO, a été analysé
(Figure VI.7). Les résultats montrent que les intensités des pics d’oxydoréduction
s’accentuent a partir d’une valeur de 50 mV/s. Cela justifie notre choix de fixer la vitesse de
balayage a 50 mV/s pour DI’enregistrement des voltamogrammes. En outre, la courbe
représentative de I’intensité Iox du pic d’oxydation (2 E=0.45V) en fonction de v'/? révéle une
bonne linéarité ce qui suggeére que le comportement électrochimique est régi par un

phénomene diffusionnel au sein des feuillets de HDL [Annexe C].
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Figure IV. 7. a) Effet de la vitesse de balayage sur les voltamogrammes d 'une AuSPE
recouverte par un film de CoAISO, et plongée dans une solution de PBS ; et b) représentation
de Uintensité Lo du pic d’oxydation (& E=0.45V) en fonction de V2. Les barres d’erreurs
représentées sur la droite correspondent a trois mesures.

Enfin, le voltamogramme correspondant au dépét du HDL NiAISO, (Figure 1V.6d) présente
une augmentation du courant anodique au potentiel 0.6 V. Il s’agit du début de I’oxydation de
la forme Ni%* présente dans le matériau de départ en Ni**, qui se produit au voisinage d’un

potentiel de 1.06 V (Tableau 1V.1). Son équation s’écrit sous la forme suivante :

Ni"AISO,+OH <> Ni"AISO. (OH) + ¢ (g 1V.3)
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II. BIOCAPTEUR DE POLYPHENOLS A BASE DE TYROSINASE
IMMOBILISEE SUR UN FILM MINCE DE HDL

La détection électrochimique de polyphénols est réalisable méme en absence de
fonctionnalisation de 1’électrode. En effet, des études ont démontré que la présence de phénols
peut étre identifiée par leur oxydation électrochimique directe sur la surface d’une électrode
de platine ou d'or en milieu acide. Cependant, la surface de 1’électrode peut étre affectée par la
polymérisation des produits d’oxydation [P.l. lotov et coll., 1998]. Une fonctionnalisation de
cette surface est donc nécessaire, soit par un moyen purement chimique [J. Han et coll.,
2011], soit par I’intermédiaire d’une enzyme.

Notre but est donc d’analyser le comportement électrochimique de 1I’AuSPE aprés
modification de sa surface avec les différents films hybrides HDL/tyrosinase afin de trouver le
HDL le plus efficace pour I’¢laboration d’un biocapteur performant en termes de sensibilité a
la détection des polyphénols. Une telle étude comparative a été adoptée précédément avec
succes dans notre équipe (Nanobioengéniorie, INRAP) dans le cas de I'acétylcholine estérase:
sa principale conclusion est que l'activité enzymatique est modulée en fonction de la
composition du HDL, certains d'entre eux conduisant & une forte inhibition de I'activité
enzymatique [S. Hidouri et coll., 2011]. Dans le méme contexte, il a été démontré que le HDL
MgAIl améliore I'adsorption et la stabilité de la phosphatase alcaline par rapport au HDL
Zn,Al [C. Mousty, 2008].

II.1. Comportement électrochimique de I’AuSPE modifiée par le film hybride

de HDL/ tyrosinase

Aprés dépot de la tyrosinase sur les différents films de HDL décrits dans le paragraphe
précédent, une nouvelle analyse de la réponse voltampérométrique de 1’AuSPE ainsi
fonctionnalisée a €té réalisée. Les voltammogrammes ont été enregistrés dans les mémes

conditions que précédemment. lls sont stables et reproductibles méme aprés 50 cycles.

La Figure IV.8 montre les voltammogrammes cycliques d’une AuSPE de référence, et les
voltammogrammes des quatre électrodes AuSPE fonctionnalisées par les différents dépots de
HDL (C=0.75 mg/mL), puis par la tyrosinase. L’immobilisation de 1’enzyme entraine des

3-/4-

changements en termes de déplacement des pics redox du systeme Fe(CN)g""" et d’intensité

de courant tant au niveau de I’oxydation que de la réduction.
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Figure 1V. 8. Voltamogrammes cycliques de I’AuSPE nue, de I’AuSPE modifiée par le depobt
des films de HDL (C=0.75mg/mL) NiAISO4 (a), CoAlSQO4 (b), Ca,AlCI (c) et Zn,AICI (d), puis
par I'immobilisation de la tyrosinase (Tyr) sur les films de HDL. Les expériences sont
effectuées dans une solution de PBS (10 mM, 0.137 M de NaCl, pH 7.4) avec couple rédox
Fe(CN)6*™ (3 mM) & température ambiante.

Eox (V) Erea (V) lox (MA) Irea (MA)

AUSPE 0.18-0.19 0.07 65.14 -62.62
HDL [HDL/Tyr | HDL | HDL/Tyr HDL | HDL/Tyr HDL | HDL/Tyr
NiAISO, 0.19| 0.24 0.07| 0.01 80.41 38.92 -76.50 -32.04

CoAISO,| 0.19| 0.34 0.07| -0.12 9351 | 3548 -89.65| -25.73

CaAlCI 0.21| 0.18 0.05| 0.06 61.32 | 43.34 -51.68 | -40.05

Zn,AlCI 0.21| 0.19 0.06 | 0.06 58.56 | 37.70 -51.23 | -34.83

Tableau 1V. 2. Evolution des potentiels et courants des pics redox du systéme Fe(CN)e>"™*

suite aux différentes modifications de I’AuSPE.
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Ces changements sont résumés dans le Tableau 1V.2. Comme précédemment, le
comportement du systeme différe selon la nature des HDLs, ces derniers pouvant étre classes
en deux catégories :

- La présence des HDLs NiAISO,4 et CoAISO, fonctionnalisés par la tyrosinase entraine
une augmentation du potentiel d’oxydation par rapport a I’AuSPE nue de 0.05 V ou
0.15 V, respectivement. Le potentiel de réduction, lui, diminue assez fortement.
Globalement, on a donc une augmentation de 1’écart AE, entre les deux pics, le couple
CoAISQ./ tyrosinase étant plus efficace que le couple NiAISO,/ tyrosinase.

- Par contre, la présence des HDLs Ca,AICl et Zn,AlICI couplés a la tyrosinase
n’entraine pas de modification évidente de la position des pics par rapport a I’AuSPE
nue. Seule la diminution des intensités du courant d’oxydoréduction permet de
conclure a une modification de la surface avec probablement un faible taux de
recouvrement.

- En termes d’intensité de courant, ce dernier décroit en valeur absolue, quelle que soit
la nature du HDL, en présence de la tyrosinase. Le courant d’oxydation diminue de 22
a 30 YA, tandis que le courant de réduction diminue de 22 a 37 YA, les variations les

plus importantes étant obtenues avec la couche hybride CoAISO,/ tyrosinase.

Les modifications observées sur les voltammogrammes de la Figure 1V.8 (diminution du
courant au niveau des pics, déplacement des positions des pics en potentiel) sont cohérents
avec la présence de l'enzyme sur la surface de I'AuSPE, cette derniere entrainant une
augmentation de la résistance de I’interface. Ces résultats sont également compatible avec
ceux de R. Villalonga et coll. [2012] qui ont étudié les effets de la fonctionnalisation d’une
¢lectrode d’or par des nanoparticules d’or polyfonctionnalisées servant ensuite de matrice
pour la fixation de la tyrosinase. En effet, ’analyse des voltammogrammes obtenus montre
tout d’abord une augmentation importante du courant quand les nanoparticules seules sont
fixées sur ’¢électrode. Le greffage de I’enzyme conduit, lui, a une diminution importante du
courant et a une augmentation de la valeur AE, avec un élargissement des deux pics. Des
mesures d’impédance montrent de maniere complémentaire que la présence de 1’enzyme
augmente notablement la résistance de transfert. Une augmentation de la résistance de
I’¢lectrode a également ¢été notée par exemple dans le cas d’¢lectrodes de carbone
fonctionnalisées par un mélange de laccase et Nafion (un fluoropolymere), I’ajout de

nanoparticules de NiCu contre balancant en partie ce phénoméne [D. Li et coll., 2015].
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Une augmentation du courant apreés le dépdt d’une couche mince sur 1’¢électrode de travail
signifie que celle-ci favorise la diffusion des espéces électroactives présentes dans la solution.
Nos résultats précédents suggerent la présence des films de HDL a la surface des électrodes,
les HDLs de NiAISO, et CoAISO, étant les plus prometteurs pour fonctionnaliser de maniére
efficace la surface du biocapteur. Apres dépot de I’enzyme, les changements observeés sur les
voltamogrammes suggerent que la tyrosinase est bien présente, probablement en quantité plus
importante dans le cas des films de NiAISO, et CoOAISO..

Pour ces raisons, dans la suite de notre travail nous avons retenu seulement les HDLs de type

NiAISO, et CoAISO, pour élaborer des biocapteurs hautement sensibles aux polyphénols.

I1.2. Détection des polyphénols

Les deux biocapteurs élaborés de type AUSPE/HDL (CoAISO,4ou NiAISOg4)/tyrosinase ont été
immergés dans une solution de PBS contenant ou pas le couple redox (Fe(CN)s*™).
L’injection de faibles volumes d’une solution mere de polyphénols préparée dans du PBS
permet de varier la concentration du substrat biologique a doser dans 1’¢électrolyte de 0 a 2000

ng.mL™.

I1.2.1. Tests de controdles pour la détection des polyphénols dans le PBS contenant

le couple Fe(CN)e3-/4

Dans un premier temps, une série de mesures a été effectuée sur le biocapteur
AUSPE/CoAISO,/tyrosinase dans la solution de PBS contenant le couple Fe(CN)s*"*. Deux
types de CE ont été utilisées: une CE en carbone (AuSPE-CCE) et une CE en platine (AuSPE-
PtCE). Les voltamogrammes correspondants ont été enregistrés dans une gamme de potentiel

de [-0.6V ; 0.5V] a une vitesse de balayage de 50 mV/s et a température ambiante.

11.2.1.1. Effet de la nature de la CE sur la réponse ampérométrique d’une AuSPE nue en

présence de polyphénols

La Figure 1V.9 présente les voltammogrammes correspondant aux électrodes AuSPE-CCE et
AUSPE-PtCE nues, obtenus aprés les différentes injections de la solution de polyphénols, les
concentrations variant de 0.01ng/mL a 2000.00 ng/mL.

Globalement, on retrouve dans les deux cas ’allure du voltamogramme déja présenté dans la
Figure IV.2, avec la présence des deux pics caractéristiques du couple Fe(CN)g>™

0.18 V (oxydation) et 0.07 V (réduction).

, centrés a
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Figure 1V. 9. Réponse voltampérométrique des électrodes AuSPE-CCE (a) et AuUSPE-PtCE

(b) aux ajouts successifs d 'une solution de polyphénols a une concentration finale comprise

entre 0.1 et 2000.0 ng.mL™ dans le PBS contenant le couple Fe(CN)s>"™ ; (c et d) Courbes de

calibration, au potentiel appliqué E;=0.38V. Les barres d’erreurs sont déterminées a partir
de cing mesures.

On note cependant des modifications aprés les injections successives des polyphénols entre

0.1 ng/mL et 1000 ng/mL :

de I’¢lectrolyte support (Fe(CN)g

3-/4-
)

La diminution (en valeur absolue) des intensités de ces pics : ceci est d0 a la dilution

par I’ajout de volumes successifs de la solution

de polyphénols [J. Kafka et coll., 2013] ;

L’augmentation de I’intensit¢é du courant a E

0.38 V avec l’apparition d’un

épaulement dans le cas de AUSPE-CCE a partir d’une concentration en polyphénols de

50 ng.mL™.

Il a déja été montré que la présence de phénols peut étre détectee par leur oxydation chimique

directe a la surface d’¢lectrodes de platine, d’or ou de platine/or en milieu acide [P.l. lotov et
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coll., 1998]. Bien que les conditions expérimentales soient différentes, ici I’apparition du pic
sur le voltamogramme de 1’AuSPE-CCE peut étre expliquée par le fait que ce systéme est
sensible a la présence des polyphénols. Or, ce pic n’apparait pas sur les voltammogrammes
correspondants a I’AuSPE-PtCE lorsqu’on injecte les mémes quantités de polyphénols. On
peut alors conclure que ce phénomene est spécifique a une adsorption de polyphénols a la

surface de la CE de carbone.

D’autre part, les courbes de calibration tracées a E=0.38 V pour les deux systémes (Figures
IV.9c et d) sont linéaires, caractérisées cependant par une tres faible amplitude des variations
de courant et des coefficients de corrélation médiocres. Ces résultats suggérent que ce type de
systeme est inapproprié a la détection et la quantification de polyphénols.

11.2.1.2. Comparaison entre les réponses des électrodes modifiées : AUuSPE-
CCE, AUSPE-CCE/Co0AISO,, AUSPE-CCE/tyrosinase et AuSPE-CCE/CoAISO4/
tyrosinase

Les électrodes AuSPE-CCE, AUSPE-CCE/CoAISO,, AuSPE-CCE/tyrosinase et AuSPE-
CCE/CoAISOyltyrosinase, preparées de la méme facon que celle décrite précédemment
(ChpL=0.75 mg/mL et Ciyrosinase=1.50 mg/mL, Chapitre I1-111), ont été immergées dans le PBS

en présence du couple Fe(CN)63"4'

. Des injections successives de polyphénols a des
concentrations finales comprises entre 0.01 ng.mL™ et 2000.00 ng.mL™ ont été effectuées. A
partir des voltammogrammes correspondants (Figure 1V.10), plusieurs observations peuvent
étre faites :

- Dans le cas de AuSPE-CCE nue, comme nous 1’avons vu dans le paragraphe
précédent, la présence de polyphénols & une concentration inférieure & 50 ng.mL™ ne
modifie pas significativement la réponse voltammétrique (I’augmentation de la
concentration de polyphénols dans cette gamme ne diminue que légérement les

intensités des pics redox du couple Fe(CN)g>™*

). A une concentration supérieure, un
second pic d'oxydation apparait autour de 0.38 V, ce qui est probablement di a
I'adsorption des espéces phénoliques au niveau de la CE de carbone.

- La modification de la surface de AuSPE par le dépdt du film de HDL CoAISO,
entraine une amplification du courant (comme on 1’a vue précédemment dans le
paragraphe 1.2). Le pic a 0.38 V semble cependant moins prononcé, ce qui pourrait
s’expliquer par un bon recouvrement de la surface de 1’¢letrode par le film.

- L’adsorption de la tyrosinase seule sur I’AuSPE n’entraine pas de modification
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majeure des voltammogrammes. On peut supposer que la tyrosinase n’adhére pas (ou
adhere peu) a la surface de 1’électrode, n’en modifiant donc pas le comportement.

- Par contre, dans le cas ou la fonctionnalisation de 1’électrode est complétement
finalisée (HDL + enzyme), on note une augmentation du courant a 0.38 V nettement
plus importante que les précédentes, des la premiere injection de polyphénols. Cela

suggere un greffege efficace de la tyrosinase sur le film de HDL.
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Figure 1V. 10. Voltammogrammes cycliques de I’AuSPE-CCE (a), I’AuSPE-CCE /C0oAISO,4
(b), I’AuSPE-CCE/tyrosinase (c) et de I’AuSPE-CCE /CoAISO,/tyrosinase (d) obtenus apres

les ajouts de polyphénols & une concentration finale comprise entre 0.1et 2000.0 ng.mL™ dans

le PBS avec le couple rédox Fe(CN)g>"*.

La Figure 1V.11a montre un zoom sur la plage de potentiel correspondant a ce pic d'oxydation
et la courbe d'étalonnage correspondante a 0.38 V. La réponse ampérométrique est linéaire
dans la gamme de concentrations 0.05-100.00 ng.mL™. La saturation de la réponse du

biocapteur est atteinte & une concentration supérieure & 100.00 ng.mL™. Le courant I, initial
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est estimé entre 42 a 51 pA pour les différentes électrodes réalisées. La pente est calculée a
2.60 uA/ng.mL™ avec un coefficient de corrélation de 0.996. La limite de détection (LOD) est
calculée a 8.21 pg.mL™ selon la méthode de la déviation standard et la pente (Standard
Deviation of blank response and slope method), méthodes décrites précédemment [S.
Chandran et coll., 2007].
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Figure IV. 11. (a) Zoom sur le pic d’oxydation a 0.38 V correspondant au biocapteur
AUSPE-CCE /CoAIlSQy/tyrosinase ; (b) courbe de calibration a température ambiante,
[’électrolyte étant le PBS (10 mM, pH=7.4) avec le couple rédox Fe(CN)¢>"™. Les barres
d’erreurs sont déterminées a partir de cing mesures.

154



11.2.1.3. Discussion

La comparaison entre les comportements des électrodes différemment fonctionnalisées

conduit aux conclusions suivantes :

- Dans le cas des deux systemes AUSPE-CCE et AuUSPE-PtCE, l'oxydation des
polyphénols est observée grace a l'apparition d'un épaulement ou une augmentation faible du
courant centrée a 0.38 V, un peu plus importante dans le cas de I’AuSPE-CCE. Pour cette
derniére, la saturation du signal est obtenue pour des concentrations supérieures & 50 ng.mL™.
La largeur de ce pic est probablement due au fait que les polyphénols ne sont pas purifiés et
constituent un melange complexe [C. Astill et coll., 2001; Y.S.Lin et coll., 2003, M. Friedman
et coll., 2006], chaque dérivé ayant son propre potentiel. La saturation, elle, est probablement
en relation avec le fait que les polyphénols ont la capacité de polluer la surface de 1’électrode
en formant un film isolant lors de leur oxydation [J. Wang et coll., 1998 ; P.l.lotov et coll.,
1998].

- De méme, la présence du film de CoAISO, semble avoir non seulement un effet
amplificateur du courant mais aussi un effet protecteur vis-a-vis de 1’électrode, étant donné
que I’amplitude des variations de courant au potentiel de 0.38 V est limitée. Les résultats
montrent par ailleurs que la présence de ce film est nécessaire a une adsorption efficace de la
tyrosinase, cette derniére adhérant sans doute peu a la surface nue de 1’¢lectrode.

- Dans le cas de I’AuSPE-CCE/ CoAISOy/ tyrosinase, aprés 1’immobilisation de la
tyrosinase sur le film de HDL, le courant diminue et le AE, augmente. La tyrosinase rend la
surface de I'électrode plus isolante, comme déja mentionné [R.Han et coll., 2012].

- En présence du couple Fe(CN)¢*"™*

, le biocapteur ne detecte les polyphénols que dans
une gamme limitée comprise entre 0 et 100 ng.mL™.

- Enoutre, il a été rapporté que les o-quinones provenant de lI'oxydation des phénols (a
0.20 V) sont réduits par voie électrochimique a un potentiel de -0.20 V, cette réduction étant
la base de la détection des polyphénols dans certains biocapteurs [D.Shan, 2004; M. S. P.
Lopez et coll., 2010; R.Han et coll., 2012]. Une telle réduction est masquée et le potentiel

d’oxydation est déplacé dans le cas de la présence du couple Fe(CN)g*"*

, probablement a
cause de la rapidité des réactions d’oxydoréduction de ce couple fort. Afin de surmonter ce
probléme et de visualiser les deux reactions d’oxydoréduction des polyphénols, nous avons
choisi de travailler en utilisant le tampon physiologique « PBS » sans le couple Fe(CN)g>"*,

ce milieu étant compatible avec le fonctionnement de la tyrosinase.
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I1.2.2. Détection des polyphénols dans le PBS
11.2.2.1. Détection des polyphénols par le biocapteur « AUSPE/CoAISO,/tyrosinase »

11.2.2.1.1. Détection par voltammétrie cyclique

Dans un premier temps, les tests ont été réalises dans du PBS sans couple redox et les
voltamogrammes correspondants ont été enregistrés dans une gamme de potentiel de [-0.9V ;

0.5V] a une vitesse de balayage de 50 mV/s et a temperature ambiante.

Les courbes obtenues (Figure 1V.12) mettent en évidence un pic d'oxydation a un potentiel de
0.13 V, et deux pics de réduction a des potentiels de -0.25 V et -0.59 V, respectivement. Ces
valeurs sont en accord avec les potentiels d’oxydation et de réduction de polyphénols déja
rapportées dans la litérature [G. Wang et coll., 2002 ; D. Shan et coll., 2004 ; B. X. Gu, et
coll., 2008 ; M. S. P. Lopez et coll., 2010 ; .M. Apetrei et coll., 2013, S. Lupu et coll., 2013 ].
Les injections successives de polyphénols entrainent une augmentation du courant de
réduction (négatif) et une diminution du courant d’oxydation (positif). Les courants de
saturation sont atteints pour des concentrations supérieures a 1000 ng.mL™.
Ces variations sont plus accentuées aux valeurs de potentiel de -0.25 V et +0.20 V. C’est la
raison pour laquelle nous avons étudi¢ plus finement ces deux zones qui permettent d’avoir la
meilleure sensibilité de détection du biocapteur (Figure 1V.12 (b et c)). Les courbes de
calibration correspondantes sont représentées dans la Figure 1VV.12 (d et e). La variation du
courant dl est calculée selon la formule 81=I-lg OU Iy, est la valeur de courant mesurée a une
concentration en polyphénols donnée et I, est celle mesurée en absence de polyphénols.
En tenant compte des signes des deux courants, on obtient

- une valeur dI positive dans le cas du courant mesuré a -0.25V ;

- une valeur I négative dans le cas du courant mesuré¢ a +0.20 V.
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Figure 1V. 12. a) Réponse voltampérométrique du biocapteur « AUSPE/CoAISO,/tyrosinase »
aux ajouts successifs de polyphénols pour une concentration finale comprise entre 0.01 et
1000.00 ng.mL™ dans le PBS ; b) et c) zooms sur les pics de réduction & -0.25 V et
d'oxydation a +0.20 V ; e) et f) courbes de calibration correspondantes.
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Ces courbes de calibration sont linéaires dans une large gamme de concentration en
polyphénols qui s’étale de 0 4 1000 ng.mL™. Le Tableau 1V.3 résume les valeurs importantes

associées a ces deux droites de calibration.

E=-0.25V E=+0.20 V
| 8Lmax | (LA) 9.07 18.00
Sensibilité (WA/ng.mL™) 1.20 2.74
Facteur de corrélation R 0.99 0.99
Limite de détection LOD (pg.mL™) 0.02 0.30

Tableau IV. 3. Performances du biocapteur « AUSPE/CoAISO,/tyrosinase »

Les barres d’erreur reportées sur les droites de calibration correspondent aux résultats obtenus

sur 16-18 mesures séparées dans le temps.

Pour tester la reproductibilité et la stabilité de la réponse du biocapteur, nous avons procédé a
des tests de répétabilité sur 2 électrodes pendant un mois de la maniére suivante :

- un test par jour pendant 3 jours consecutifs ;

- un test tout les 5 jours pendant 25 a 30 jours ;
soit un total de 8 a 9 mesures par électrode.
A chaque fois, les injections successives de polyphénols ont été effectuées dans la gamme de
concentration mentionnée ci-dessus, les électrodes étant conservées soit dans 1’eau, soit dans
le PBS a 4°C entre deux mesures. La Figure IV.13 montre I’évolution de la pente de la droite
de calibration obtenue au potentiel de 0.20 V au cours du temps, selon que le capteur est
conservé dans I’eau ou le PBS.
Dans le PBS, le biocapteur conserve ~90% de sa réponse initiale au bout de 20 jours, la
sensibilité diminuant jusqu'a ~58% de la valeur initiale aprés 1 mois de stockage. Le stockage
dans I’eau cause, lui, une perte de 64% au bout de 10 jours. On peut conclure que la
tyrosinase reste active et plus stable plus longtemps dans le PBS. Ce résultat était prévisible
compte tenu des conditions générales de stabilité (pH, force ionique..) d’une protéine en
général, et de la tyrosinase en particulier. Selon le fournisseur de la tyrosinase (Sigma
Aldrich), le pH optimum de fonctionnement de cette enzyme est de ’ordre de 6 a 7. Cette

gamme de pH est par ailleurs en accord avec des mesures effectuées dans le cadre d’autres
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¢tudes portant sur 1’¢laboration de biocapteurs reposant sur la tyrosinase [D. Shan et coll.,
2003 ; M. Cortina-Puig et coll., 2010]. Bien que I’eau ultrapure ait un pH de ’ordre de 6, elle
est sans doute moins stable en termes de pH qu’un milieu tamponné comme le PBS. De plus

ce dernier a une force ionique biocompatible avec 1’enzyme immobilisée.

g 120, ¥ ’Stockage dans le PBS (pH7.4) ‘ 1207 b ’Stockage dans l'eau
2 1001 g v %100- 7
©
E % S 1
2 / 20l
2 604 % s
? % w0l

. .

. 1

T % ' O %% 10 15 20 25
0 5 15 25 30
Temps (jours) Temps (jours)

Figure IV. 13. Etude de la durée de vie du biocapteur « AuUSPE/CoAISO4/tyrosinase » et effet
des conditions de stockage : a) dans le PBS, b) dans [’eau. Les sensibilités correspondent a
un potentiel appliqué E=0.20 V.

11.2.2.1.2. Détection par chronoampérométrie

La chronoampérométrie, technique complémentaire de celle utilisée précédemment, a
également été appliquée pour caractériser le biocapteur. La Figure 1V.14a montre 1’évolution
du courant de réduction mesuré au cours du temps a un potentiel de -0.25 V suite a des
injections successives de polyphénols. Chaque injection entraine une augmentation du courant
(en accord avec la voltammeétrie cyclique), le courant se stabilisant en quelques minutes. La
Figure 1V.14b montre la courbe de calibration obtenue en tragant la variation dI=Ip-lg (Méme
notation que précédemment, I, étant mesurée a saturation du signal) en fonction de la
concentration en polyphénols. Les barres d’erreur sur la droite de calibration correspondent

aux resultats obtenus sur 16-18 mesures separées dans le temps.

Cette courbe de calibration nous permet d’accéder a la sensibilité et a la limite de détection du
biocapteur estimées a 1.6 pA/(ng/mL) et 0.1 pg/mL, respectivement. On retrouve donc le

méme ordre de grandeur pour ces deux parametres avec les deux méthodes.
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De plus, nous avons étudié la diffusion des especes électroactives réduites en solution. Pour
cela, nous avons tracé la courbe a/I>=f(t) & une concentration donnée du polyphénol, a étant
une constante dont 1’expression s’écrit sous la forme a = (nFS)?/m , ou :

- nest le nombre d’¢lectrons échangés pour la réduction d’une mole d’oxydant (les o-

quinones captent 2e” pour se réduire en dérivés de catéchols) ;

- Fest la constante de Faraday (F = 96485 C mol ) ;

- Sest la surface de I’électrode (5=12.6 mm?).
Pour notre systéme électrochimique, la valeur calculée de la constante a est égale & 1.88 x10°

czmol?.m*.
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Figure IV. 14. a) Réponse chronoampérometrique (a -0.25V) du systéme

AUSPE/CoAISO4/tyrosinase aux ajouts successifs de polyphénols a des concentrations variant
de 0.01 ng.mL™ & 2000 ng.mL™ dans le PBS ; b) Courbe d'étalonnage.

160



A titre d’exemple, nous présentons les résultats a une concentration en polyphénols de 0.5

ng/ml sur la Figure 1V.15. Au temps courts, la courbe obtenue est assimilable & une droite de

coefficient directeur a, =

I’espéce réduite (voir Chapitre.2 : 1V.2.)

1,70E+009 -
1,60E+009 -
— 1,50E+009 —
1,40E+009 —

1,30E+009

a/l* (m*.s%.mol”

1,20E+009

[polyphénols]2.D

ou D représente le coefficient de diffusion de

1,10E+009

180 200

240 260 280 300

temps(s)

220

Figure IV. 15. Variation de l'inverse du carré du courant en fonction du temps apres
injection de 0.5 ng/mL de polyphénols.

2,4x107 1

2,3x10” \%

2,2x107 1

2,1x107 1

[

o (s.mol”.m*™*

2,0x10"

1,9x10" 1

1,8x10” o
10

1x10™

1x10™ 1x10” 1x10™

[polyphénols]’ (mol.m*®)’

Figure IV. 16. Graphe de ai = f ([polyphénols]?) dans le cas du biocapteur
AUSPE/CoAISOg4/tyrosinase. Les barres d’erreurs sont déterminées a partir de cing mesures.
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Pour plus de précision nous avons estimé la valeur de a. pour différentes valeurs de la
concentration en polyphénols et représenté graphiquement 1/a. en fonction de
[polyphénols]? (Figure 1V.16). La droite obtenue (vérifiant donc bien la loi de Cottrelle)
permet d’estimer la valeur moyenne du coefficient de diffusion D des espéces réduites, pente
de la droite.

Le calcul donne une valeur de D de 4.43 10™ cm2.s™ avec un coefficient de corrélation de la
régression linéaire de 0.998. Cette valeur est du méme ordre de grandeur que celle trouvée
dans la littérature bien qu’elle soit légérement plus grande (10™° cm?s™ pour le catéchols) [L.
Coche-Guerente, 2001]. Cela suggére que les espéces phénoliques réduites dans la solution

diffusent plus facilement dans notre film hybride HDL/tyrosinase.

11.2.2.1.3. Détermination de la constante apparente de Michaelis-Menten

Une maniére de caractériser la réaction catalytique de la tyrosinase greffée sur la surface du
capteur consiste a estimer la constante de Michaelis-Menten Ky, a partir de la représentation
graphique de “Lineweaver-Burk” (Chapitre 1 : éq 1.6).

Dans notre cas, I’équation s’écrit :

1 _ ( K, ) ( 1 ) 4 1
I~ \Iyay/ \[polyphénols]/ Iy

Au potentiel appliqué de -0.25 V, la représentation graphique de I’inverse du courant en
fonction de I’inverse de la concentration en polyphénols est une droite dont 1’ajustement
linéaire permet de calculer la constante apparente de Michaelis-Menten K,,, et le courant
maximal Imax (Figure 1VV.17). On obtient les valeurs suivantes :

e K, =350uM

o Ilpax = —26.3 pA

La valeur de K, obtenue est compatible avec la plupart des valeurs rapportées dans le cas de
la tyrosinase immobilisée a la surface d’un biocapteur. En effet, ces valeurs sont de 1’ordre de
quelques dizaines a quelques centaines de M, variant selon la nature du capteur et la nature
de la molécule détectée [H. Xue et coll., 2002 ; E. Dempsey et coll., 2004 ; D. Shan et coll.,
2004 ; J. Abdullah et coll., 2006 ; E. Han et coll., 2007 ; S. Tembe et coll., 2007 ; S. Wang et
coll., 2008 ; M.S.P. Lopez et coll., 2010 ; .M. Apetrei et coll., 2013 ; .M. Apetrei et coll.,
2015]. Des valeurs exceptionnellement faibles du K, (0.65 - 1.44 uM) ont cependant eté
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rapportées dans le cas d’un biocapteur utilisant un composite de type nanofibre de carbone [J.

Zhang et coll., 2009].
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Figure IV. 17. a) Graphe de I=f([polyphénols]), b) représentation de Lineweaver et Burk de
la réaction de dégradation des polyphénols par [’enzyme immobilsée sur le
biocapteur AUSPE/COAISQy. Les barres d’erreurs sont déterminées a partir de cing mesures.

Dans I’ensemble les valeurs de Ky, de la tyrosinase immobilisée sont inférieures ou du méme

ordre de grandeur que la valeur estimée pour I’enzyme libre en solution, de 1’ordre de 300 uM

dans le cas des cathécols [C. Mousty et coll., 2007]. Des valeurs de I’ordre de 444 a 760 uM

ont également été rapportées [S. Halaouli et coll, 2006]. Une diminution de la valeur de cette

constante indique une meilleure sensibilité de I’enzyme pour son substrat (I’activité maximale

de I’enzyme étant atteinte a une concentration en substrat plus faible). Cependant dans le cas
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des biocapteurs, une explication plus plausible repose sur une concentration locale en substrat
plus élevée au niveau de la surface active par rapport a la solution [M.S.P. Loper et coll.,
2010].

11.2.2.2. Détection des polyphénols par le biocapteur « AUSPE/NiAISO4/tyrosinase»

11.2.2.2.1. Détection par voltammétrie cyclique

Les voltammogrammes obtenus (Figure 1V.18) sont de méme type que les précédents bien
que les intensités de courant sont moins importantes. L’amplitude des variations du courant
par rapport au signal de référence (lIp, mesuré en absence de polyphénols) augmente en
fonction de la concentration en polyphénols, la saturation étant atteinte a partir de la méme
valeur de 1000 ng.mL™.

Comme précédemment, nous nous sommes focalisés sur les pics d’oxydoréduction des
polyphénols, en analysant la variation de courant (Ih-lp) aux potentiels de -0.20V et +0.20 V
(Figures 1V.18b et c), valeurs pour lesquelles le parametre (In-lp) varie avec le plus
d’amplitude et de maniére réguliére avec la concentration en polyphénols. Comme dans le cas
du biocapteur précédent (AuUSPE/CoAISO,/tyrosinase), on observe des courbes de calibration
(Im-10)=f ([polyphénols]) linéaires dans la gamme de concentration 0-1000 ng/mL (Figures
IV.18d et €). Les barres d’erreur sont estimées a partir des courbes expérimentales mesurées
pour 4 électrodes différentes. Le Tableau IV.4 résume les valeurs importantes associées a ces

deux droites de calibration.

E=-020V E=+0.20 V
| 8Imax | (MA) 3.9 4.6
Sensibilité (uA/ng.mL™) 0.42 1.02
Facteur de corrélation R 0.98 0.99
Limite de détection LOD (pg.mL™) 6.58 0.20

Tableau 1V. 4. Performances du biocapteur AUSPE/NiAISOa/tyrosinase.
L’étude de la durée de vie du biocapteur dans le PBS montre que 90% de la sensibilité initiale

(mesurée a 0.20 V) sont maintenus pendant une durée de 15 jours. La sensibilité est ensuite

reduite de 20% apres 20 jours et de 60% aprés un mois (Figure 1V.19).
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Figure 1V. 18. a) Réponse voltampérométrique du biocapteur AUSPE/NiAISO./tyrosinase aux
ajouts successifs de polyphénols comprise entre 0.01 et 1000.00 ng.mL™ dans le PBS ; b) et c)
zooms sur les pics de réduction a -0.20 V et d'oxydation a +0.20 V ; e) et f) courbes de
calibration correspondantes.
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Figure IV. 19. Etude de la durée de vie du biocapteur « AuSPE/NiAISO4/tyrosinase » dans
le PBS. Les sensibilités correspondent a un potentiel appliqué E= 0.20 V.

11.2.2.2.2. Détection par chronoampérométrie

La Figure 1V.20a représente la réponse ampérométrique typique I(t) (a un potentiel appliqué
E=-0.20V) du biocapteur AUSPE/NIiAISO,/tyrosinase en fonction du temps pour différentes
injections successives de polyphénols dans le PBS (10 mM a pH 7.4) a des concentrations
finales comprises entre 0.01 et 1000.00 ng.mL™.

En accord avec les expériences précédentes, le courant de réduction augmente aprées chaque
ajout de polyphénols. La Figure IV.20b représente la courbe de calibration obtenue en
reportant la variation de courant 8I=Iy-lp (I, étant mesurée a saturation) en fonction de la
concentration en polyphénols. Les barres d’erreur sur la droite de calibration correspondent
aux résultats obtenus sur 15 mesures séparées dans le temps.

L’analyse de la courbe de calibration permet d’estimer la sensibilité & 0.34 pA/ng.mL™ et la
limite de détection LOD a 11 pg/mL. Ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que celles
trouvées dans I’¢tude de la réponse du biocapteur par voltamétrie cyclique.

De méme, pour chaque concentration en polyphénols, la courbe de I1=f(t) (Figure 1V.17a) peut

étre assimilée a une droite au voisinage du saut induit par I’injection.

1

Les coefficients directeurs (a, = TPolyphenols D

) de chaque droite ont été calculés comme

précédémment dans le cas du biocapteur AuSPE/CoAIlSO./tyrosinase afin de trouver le

coefficient de diffusion de 1’espéce réduite en solution.
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Figure 1V. 20. a) Réponse chronoampérométrique (a E= -0.20V) du capteur
AUSPE/NIAISO4/tyrosinase suite aux ajouts successifs de polyphénols a des concentrations
entre [0.01-1000 ng/mL] dans le PBS. b) Courbe d'étalonnage.

La représentation graphiqueuiz f( : ]2) est une droite (Figure 1V.21, R=0.96). Le

[polyphénols]2
coefficient de diffusion D des espéces réduites est estimé 8 D=3.8 10° cm2.s™. Cette valeur est
Ieégérement inférieure a celle du biocapteur AuSPE/NIAISO,/tyrosinase ce qui révele gque la
membrane hybride CoAISO,/tyrosinase est un plus perméable favorisant le transfert de charge

a la surface de 1’électrode.

167



1,7x107

= 1,6x1071 k\\
E N
'B T \\
E_ 5 \;\
D 1,5X10 7] Y
50 i \\\
S G
1,4x107 1 Y
.
| \\\
-7 .
1,3x10" + g #
N
10™ 1x10™ 1x10™° 1x10”

[polyphénols]2 (mol.m'3)2

Figure IV. 21. Graphe de ai =f([polyphénols]?) dans le cas du capteur
AUSPE/NIAISOgltyrosinase. Les barres d’erreurs sont déterminées a partir de cing mesures.

11.2.2.2.3. Détermination de la constant apparente de Michaelis-Menten

Comme précédmment, nous avons utilisé la présentation graphique de Lineweaver et Burk
(Figure 1V.22) pour déterminer la valeur de K., apparente de la tyrosinase a la surface du
capteur. Cette constante est de I’ordre de 21 pM, donc du méme ordre de grandeur que dans le

cas précedent mais légerement inférieure.
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Figure 1V. 22. a) Graphe de I=f([polyphénols]), b) représentation de Lineweaver et Burk de
la réaction de dégradation des polyphénols par [’enzyme immobilsée sur le
biocapteur AUSPE/NIAISOg. Les barres d’erreurs sont déterminées a partir de cing mesures.

11.2.2.3. Discussion

Le mécanisme des biocapteurs de polyphénols a base de la tyrosinase [S. Andreescu et
coll.2004; J. Han, 2011, D. Tonelli, 2013, IM Apetrei et coll., 2015] se décompose en trois
étapes:
- premierement les polyphénols sont enzymatiquement oxydés en o-diphénols;
- ensuite, ces composés sont oxydés par la tyrosinase en o-quinones ;
- enfin, les 0-quinones sont électrochimiquement réduites au niveau de la surface active
(produit de la réaction).

Ce mécanisme peut étre schématisé comme suit :

, tyrosinase tyrosinase . Réduction Lo,
polyphénols 0 — quinone ——— o0 — diphénol

Les HDLs participent également a la réaction d’oxydoréduction comme on 1’a décrit

précédemment :
HDL — M(II) + OH3,1i0n = HDL(OH™) — M(III) + e~

HDL(OH™) — M(I1I) + polyphénols - HDL — M(II) + o — quinone + OH™

Le schéma présenté dans la Figure 1V.23 résume ces réactions.
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polyphénols

'y o-quinone
R
OH

Tyrosinase

AuSPE

Figure 1V. 23. Schéma du réle des cations métalliques divalents des HDLs (Co ou Ni) dans le
fonctionnement du biocapteur.

Dans la littérature, la plupart des biocapteurs qui utilisent la tyrosinase pour détecter les
polyphénols reposent sur I’analyse des variations du courant correspondant au pic de
réduction, cette solution étant généralement préférée car elle permet d'éviter les interférences
[S. Andreescu et coll.2004 ; I. M. Apetrei et coll., 2015]. Cependant, I’utilisation du signal
d'oxydation di aux produits oxydés par la tyrosinase reste une deuxiéme solution valable pour
I’analyse de la détection. Dans notre cas, la présence du pic de réduction dans les
voltammogrammes obtenus confirme d'abord que le mode opératoire utilisé pour immobiliser
la tyrosinase respecte la conformation et l'activité enzymatique. De plus, nos résultats
montrent que ces biocapteurs basés sur une transduction assurée par les matériaux hybrides
HDL/tyrosinase permettent de détecter la présence de polyphénols suivant deux signaux
différents en méme temps, celui de la réduction (a -0.25 V pour CoAISO,/tyrosinase et -0.20
V pour NiAISOy/tyrosinase) et celui d'oxydation (a +0.20 V), menant a une détection plus
fiable.

En ce qui concerne les performances, le Tableau IV.5 regroupe les différents parameétres de
détection obtenus pour les deux biocapteurs en question, ainsi que les principales

performences des biocapteurs basés sur la tyrosinase déja rapportés dans la littérature.
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Ea S S l ax | LDR | LOD e
Analyte | Capteur v | A.M'l)% AMImAAcm?)| @M | @) Reférences
gCE/ \
ZnAICI/ |-0.20 7807 | 492 |1.7-133 jig% c[c[))IiShZat?Ogt]
tyrosinase k B
'\\ |
GSPE/ 480 \ ﬁ [M.R.
Phénol ferrocéne/ | 0.05 1073 0.25-5 | 10 |[Montereali et
tyr o coll., 2010]
222.90 [S.Andreescu
Tyr-CPE |-015| 70 | 1.486 \\ 1-15 |0.01 et coll., 2004]
gCE/CHT- | Q n|0.50 | [E.Hanet
ZnsAICItyr O'ZON 2229 N 000520 x10° | coll., 2007]
GSPE/ \;‘ [M.R.
Catéchine ferrocéne/ | 0.05 0.207x10'3\ \ 0.25-5 | 140 |[Montereali et
(C) tyr ﬁ coll., 2010]
] ‘”*- [S. Nadifiyine
3 .
CSPE/tyr |-0.15| 35x10 N 0.25-5 et coll., 2013]
EGCG | CSPE/tyr |-0.15] 1.70x10™ NSNS Raay  1-15 0 BN
EC CSPE/tyr [-0.15[52.00X10 °RASIIIISONNN  0.1-5 \fs Nadifivine
GC | CSPE/yr |-0.15] 3.00x10° NNy 220 NNt ol 28’13]
EGC | CSPE/tyr |-0.15 2.30x103\“\w 1-80  faaNT
ECG | CSPE/tyr |-0.15] 7.90x107 fxaaasada 1-15 RN
i i [S. Nadifiyine
CSPE/tyr |-0.15| 0.217 \\\ \\\ 0.05-23 | 0.03 1" 1 2013]
CoPc- | i i [I.M. Apetrei
CNTPE/tyr 0.10{ 0.064 8.152 |-14 pA| 10-120 | 1.66 et coll., 2013]
G-SPE/ \ \Q [M.R.
Catéchol | ferrocéne/ |0.05| 3021 0.25-5 | 10 [Montereali et
tyr NN k coll., 2010]
N [S.Andreescu
Tyr-CPE |-0.15| 0.2085 | 1.3902 %\\ 120 10.025 |0 1 004]
gCE/CHT- | \‘\ ~q 0.36 | [E.Hanet
ZnzAlCl/tyr 020% N 270 | 408 0003 %0102 | coll., 2007]
AUSPE/ |-0.25| 498.00 | 395240 |213.10| 0-2.4 0'0‘_16 [nous]
x10
CoAISOy4/ 0.72
Poly- tyr 0.20| 1137.10 | 9024.60 | 219.05| 0-2.4 10 [nous]
phenols |- Auspe/ |-020] 42330 | 335950 | 21381| 0-24 | %48 | [nous]
. x10
NiAISO4/ 15.85
tyr 0.20| 174.30 | 1383.30|265.32| 0-24 Xl'o.e [nous]
tyr : tyrosinase ; gCE : glassy carbon electrode ; G-SPE : screen printed graphite electrode ; Tyr-CPE :

tyrosinase carbon paste electrode ; CoPc-CNTPE : cobalt phthalocyanine carbon-nanotubes paste electrodes ;

CHT : chitosan

Tableau IV. 5. Caractéristiques analytiques des biocapteurs de composants phenoliques a
base de tyrosinase décrits dans la littérature et celles obtenues pour nos biocapteurs élaborés
(le calcul est basé sur une masse molaire moyenne des polyphénols de 415 g.mol™ et sur une
surface sensible de 12.6 mm2).
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Dans les deux modes d'oxydation (a 0.2 V) et de réduction (& -0.2 V), les deux biocapteurs
sont trés sensibles & la présence des polyphénols (de 0.42 & 2.74 pA / ng.mL™ et de 1.02 &
1.20 pA/ ng.mL'l), dans une trés large gamme dynamique linéaire qui s’étend de 0.01 a 1000
ng.mL™. La LOD estimée par la méthode de la déviation standard et la pente (Standard
Deviation of blank response and slope method) [S. Chandran et coll., 2007] est extrémement
faible, estimée au plus a quelques pg/mL (0.02 pg/mL).

Finalement, en présence et en absence du couple Fe(CN)e™, nous trouvons des
caractéristiques des biocapteurs quasi-similaires. L’utilisation du couple redox nous a donc
aidés a vérifier la reproductibilité de nos résultats. Ces caractéristiques correspondent a des
valeurs moyennes, car elles sont obtenues a partir d’un mélange de polyphénols extraits du thé
vert. En effet, I'efficacité des biocapteurs varie en fonction de la nature des polyphénols

détectés, comme décrit dans la littérature (Tableau IV.5).

Comme le montre le Tableau IV.5, les gammes de détection linéaires dans le cas des
biocapteurs basés sur la tyrosinase sont typiquement comprises entre quelques dizaines de nM
et de quelques dizaines de pM. On peut donc conclure que la gamme de détection linéaire de
nos biocapteurs (entre 0 et 2.4 uM) est bien adaptée a la détection de faibles concentrations de
polyphénols extraits du thé. Concernant les LOD, les biocapteurs élaborés dans cette étude
présentent des valeurs nettement inférieures a celles déja décrites, montrant ainsi leur
efficacité. De plus, nos biocapteurs a base de HDL sont plus sensibles que ceux présentés
dans la littérature avec une gamme linéaire qui s’étale sur 5 décades, permettant des

applications plus larges.

D’autre part, on remarque que les caractéristiques électrochimiques obtenues pour les
biocapteurs a base de CoAISO, sont plus intéressantes que celles obtenues pour les
biocapteurs a base de NiAISO,4. En effet le premier biocapteur posséde une sensibilité plus

élevée et une LOD plus faible pour une méme gamme linéaire de détection.

Plusieurs facteurs pourraient expliquer la différence entre les performances des deux
biocapteurs « AUSPE/CoAISO,/tyrosinase » et « AUSPE/NIAISO,/tyrosinase » :

- Un meilleur greffage de la tyrosinase au sens large: quantit¢ d’enzyme plus
importante, meilleure orientation, meilleure sensibilité. Sur ce point, notre estimation
du Kp, de la tyrosinase fixée sur la matrice de CoAISO, montre une valeur (35 pM)

compatible avec celles déja publiées dans des cas similaires (enzyme greffée sur une
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surface) et plus faible que celle en solution, ce qui suggere une meilleure sensibilité.
Dans le cas du NiAISQO,, la valeur du K, est legerement inférieure, égale a 21 pM.
Cette valeur plus faible suggere donc que la tyrosinase présente une sensibilté plus
grande au substrat quand elle est immobilisée sur le NiAISO,. Elle ne plaide pas en
faveur d’une fixation plus efficace du substrat en présence de cobalt.

- Des propriétés électrochimiques du cobalt mieux adaptées que celles du nickel et/ou
un meilleur effet activateur du cobalt sur I’enzyme d’ou une meilleure disponibilité du
substrat pour 1’enzyme en présence de cobalt. En effet, il a été montré que ces ions
sont capables d’activer la tyrosinase en solution [J.R. Jara et coll., 1990]. Cependant,
le nickel s’avere dans ces conditions plus efficace que le cobalt.

- L’estimation des coefficients de diffusion des espéces réduites montre une valeur
supérieure en présence du cobalt par rapport au nickel, ce qui suggére une plus forte

perméabilité de la biomembrane CoAISO,/ tyrosinase.

Enfin, le biocapteur AuSPE/CoAISO./tyrosinase est plus stable dans le temps que le
biocapteur AUSPE/NiIAISOy/tyrosinase, dans des conditions propices au maintien de 1’activité
de I’enzyme (en présence de PBS). Il conserve ~90% de sa réponse initiale au bout de 20

jours. Au-dela, la sensibilité décroit jusqu'a ~58% aprés un mois d’utilisation.

ITII. CONCLUSION

Dans ce chapitre, une étude des caractéristiques des différents biocapteurs a base de HDLs a
été décrite. Les résultats présentés montrent que ces nanomatériaux permettent d’immobiliser
efficacement des enzymes tout en respectant leur conformation. lls peuvent aussi assurer le
relais dans le transfert électronique se produisant a la surface des électrodes modifiées. La
comparaison entre les différentes réponses voltammeétriques a montré que les films de HDLs
de type CoAISO, et NiAISO, présentent des propriétés d’oxydoréduction plus intéressantes
que les films de HDLs de type Zn,AlClI et Ca,AICI. Parmi ces deux premiers, il semble que le

HDL contenant du cobalt soit plus performant.

Les biocapteurs ampérométriques élaborés a partir de I’immobilisation de la tyrosinase sur les
deux films de HDLs CoAISO, et NiAISO,, détectent simultanément 1’oxydation et la
réduction des composés phénoliques générés par voie enzymatique. Leurs caractéristiques

analytiques comparees a celles de biocapteurs déja décrits montrent que ces biocapteurs sont
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compétitifs et fiables. Le biocapteur a base de films hybrides CoAISO,/tyrosinase est le plus
sensible aux faibles concentrations de polyphénols et facilite mieux la diffusion des formes
réduites de ces composées. Les résultats sont reproductibles dans le temps et en utilisant deux

3-/4-

électrolytes supports différents (le PBS avec et sans Fe(CN)s”""), mettant en évidence le

double réle de CoAISO, a la fois de matrice hote du biorécepteur mais aussi activateur.
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CONCLUSION GENERALE




L’objectif de ce travail concernait I’immobilisation d’une enzyme, la tyrosinase dans des
argiles ioniques de type hydroxydes doubles lamellaires (HDLs) afin d’élaborer des
biocapteurs pour la détection de polyphénols extraits du thé vert, applicables par exemple
dans le domaine agroalimentaire. Cette étude a été consacrée a la caractérisation de ces
nanomatériaux sous forme de poudre, la réalisation de films minces de HDLs et HDLs-

tyrosinase et a la détermination de la réponse des biocapteurs ainsi élaborés.

Dans un premier temps, un bilan bibiographique nous a permis de placer notre problématique
dans le contexte des recherches actuelles concernant les biocapteurs de composants
phénoliques, et de souligner les avantages et inconvénients des différents types de

transducteurs et de matrices d’immobilisation des enzymes généralement utilisés.

Nous avons ensuite présenté ces matériaux ainsi que la méthode de synthése utilisée et les
différentes techniques utilisées pour leur caractérisation physicochimique. L’une des
méthodes les plus simples et commodes pour préparer des HDLs est la coprécipitation a
température et pH constants. Elle nous a permis de synthétiser quatre HDLs : CoAISO,,
NiAISO,4, Zn,AlCI et Ca,AlCI. Les spectroscopies IR et Raman nous ont permis de valider la
méthode de synthese en Vérifiant la composition des HDL obtenus. La caractérisation
structurale par diffraction des RX a suggéré des réseaux a symétrie rhomboédrique avec la
présence de traces de sel.

Une des particularités des matrices HDL concerne la possibilité de moduler leurs propriétées
morphologiques. Les films des HDLs élaborés a partir des poudres forment des plaquettes
pseudo-hexagonales empilées les unes au-dessus des autres. L’exfoliation des différentes
couches est accessible par dilution. La technique AFM a été particuliérement utile a ce stade
pour déterminer les conditions expérimentales optimales donnant des films homogénes,
adaptés a I’immobilisation efficace de la tyrosinase. Cette étude a montré que les
concentrations faibles de HDLs (0.10-0.25 mg/mL pour NiAISO, et Zn,AlICI et 0.75 mg/mL
pour CoAl SO, et Ca,AlCI) et un dép6t par spin-coating doivent étre favorisés, pour produire

des couches relativement lisses et uniformes sur de grandes surfaces.

Nous avons ensuite développé un protocole efficace pour immobiliser la tyrosinase a la

surface des films constitués des différentes matrices de HDL. Aprés le greffage de 1’enzyme,
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I’AFM a permis de mettre en évidence le role structurant des films en vue de la fixation de la

tyrosinase.

Nous avons finalement transposé ces résultats a la surface du transducteur. Pour évaluer les
performances des biocapteurs ainsi élaborés, une étude électrochimique a été menée sur
chaque biocapteur, basée sur des mesures de voltammétrie cyclique et de
chronoampérométrie, couplée a une étude de la reproductibilité des résultats obtenus
(sensibilité, sélectivite, intervalle et limite de détection, durée de vie ...). Les caractéristiques
analytiques trouvées prouvent que nos systéemes sont performants et concurrentiels. Le
biocapteur a base de film hybride CoAISO4/tyrosinase s’avere le plus sensible a la présence
des faibles concentrations d’analyte. Les résultats sont reproductibles dans le temps et en

utilisant deux électrolytes supports différents (le PBS avec et sans Fe(CN)g>"*).

Ce travail de these ouvre de larges perspectives dans différentes directions :

- A T’heure actuelle, les biocapteurs ont été testés sur des mélanges de polyphénols. Il
serait intéressant d’étudier leur sensibilité vis-a-vis de molécules purifiées ou de
polyphénols d’origine autre.

- On peut envisager la possibilité de mélanger différentes phases de HDLs pour former
une nouvelle phase complexe qui pourrait améliorer le comportement électrochimique
du film fonctionnalisant 1’¢électrode de travail.

- Le dépot de multicouches de polyélectrolytes a la surface de transducteurs s’avere
souvent intéressant pour améliorer les caractéristiques d’un biocapteur (adsorptions
successives par la méthode Layer by Layer de polyélectrolytes alternativement chargés
positivement ou négativement, ’architecture étant maintenue par des interactions
électrostatiques). Nous avons procédé a des tests qui ont montré qu’il y a bien une
interaction entre les HDL et le « coussin » de polyélectrolytes. Cette méthode pourrait
améliorer les performances de notre biocapteur.

- On peut aussi envisager de tester une autre possibilité pour former des films plans de
HDL en vue de la fonctionnalisation de la surface des électrodes : il s’agit de réaliser
une monocouche d’acide gras (acide arachidique par exemple) a I’interface air-eau
d’une cuve de Langmuir, d’y faire adsorber les HDL solubilisés dans la phase aqueuse
puis de transférer la monocouche mixte acide gras-HDLsur un support par la méthode
de Langmuir-Blodgett. Bien que nous ayons envisagé cette méthode au cours de la
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these, nous avons malheureusement di abandonner cette hypothése de travail car elle
s’avérait trop coliteuse en HDL, compte tenu du volume de la cuve de Langmuir a
notre disposition.

- Enfin, il serait intéressant de greffer d’autres types de biomolécule sur les matrices de

HDLs afin d’étudier leur biocompatibilite.
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Annexes

A. Les facteurs représentatifs de la qualité de I'affinement en DRX

La qualité de I’affinement est mesurée par les facteurs suivants [P. Gravereau, 2012] :

- Le résidu de profil pondére :

Zi VVl (yobsi — Ycalc i)z

Rup (%) = 100 (6q A6)
" le/l (YObsi)Z
- Le résidu de profil non pondéré :
R, (%) = 10021' [Yobsi — Yeaici | |
Ziyobs i (éq A.7)

OU Vobsi €t Vearci SONt respectivement les intensités observée et calculée au pas angulaire i, et
W, le poids attribué a I’intensité au pas angulaire 1.

- Le résidu de Bragg :

Zi |Iobsi - Icalci | (éq A-8)

Ry(%) = 100
5 Zilobsi

oU I, ;est I’intensité intégrée observée de la i*™ réflexion.

- Le « R-structure facteur » défini par :

Zi |\/Iobsi - \/Icalci |
Zi\/ Iobsl-

- Le résidu lié aux fluctuations statistiques en 1’absence d’erreur systématique :

R (%) = (éq A.9)

N—P+C
ZiWi (yobsi)2

Rexp(%) = 100 (éq A.10)
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B. Notions d’électrochimie : B1- transfert et transport de matiere

Lors de la réaction électrochimique, deux processus sont cinétiquement en compétition : le
transport de la matiere et la réaction de transfert électronique.

Le transport peut étre da a [F. Bedioui, 1999]:

- la diffusion : ¢’est le mouvement des espéces électroactives provoqué par un gradient de
concentration, créé a la suite de 1’oxydoréduction des espéces a la surface de 1’¢électrode ;

- la migration, provoquée par un gradient de potentiel dans la solution : les espéces chargées
subissent une force électrique ;

- la convection, qui est un mouvement d’ensemble de la solution et qui peut étre forcée
(agitation mécanique : barreau aimanté, électrode tournante...) ou naturelle (agitation
thermique).

Dans ce travail, nous nous intéresserons a I’étude du phénomene de diffusion qu’on considére
comme le phénoméne prépondérant pour calculer le coefficient de diffusion a 1’aide de la
méthode de chronoampérométrie.

Dans ce cas, le courant d’électrolyse I, c’est-a dire le nombre d’électrons échangés a
I’¢lectrode, peut étre reli¢ au flux molaire J de I’espéce électroactive a I’électrode de la
maniére suivante : | = nFSJo, oU n est la quantité (exprimée en moles) d’électrons échangés
pour la réduction d’une mole d’oxydant, F la constante de Faraday et S la surface de
I’électrode.

Le flux de I'oxydant est défini en fonction de son gradient de concentration a 1’aide de la
premiére loi de Fick dans le cas d’une diffusion linéaire (électrode de surface plane, le
gradient de concentration étant orthogonal a cette surface et dépendant uniquement de la
distance x a I’¢électrode), par la relation suivante :

J=-D 8Cox (égq. B.2)

X— ~ X
0 () 5x

A T’aide de I’équation de Nernst-Einstein (ég. B.3) ou de 1’équation de Stokes-Einstein (éq.
B.4), on peut déterminer le coefficient de diffusion Doy (en cm®.s™).
P z2F2D; (éq. B.3)

' RT

avec A; la conductivité de 1’espéce i en solution et z; la charge de I’espece i,
kT (éq. B.4)

- 6mnr;

i
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La deuxiéme loi de Fick (éqg. B.5 et Figure B.2) de diffusion linéaire de la matiere permet de
déterminer le courant de diffusion en fonction du temps ainsi que les profils de concentration
a un temps t a condition de connaitre les conditions initiales et aux limites de I’expérience.

SCOx D 62Cox (éq BS)
st~ ex

Pour résoudre 1’équation (B.5) il est nécessaire de connaitre les conditions aux limites :
- at=0, Cox(X,0) = Cp ox (concentration initiale uniforme) ;
- a t quelconque Cox(oo,t) = Coox (diffusion semi-infinie) et Cox(x,t) = 0 (on impose un

potentiel suffisamment inférieur au potentiel standard du couple Ox/Red).

x=0 - X

Red
ne

Ox

Surface de I'électrode

Figure B. 1. Représentation schématique de 1’égalité des flux a la surface de l’électrode [F.
Bedioui, 1999].

La résolution de 1’équation précédente donne 1’équation B.6:

X
Cox (2, 1) = C(1 — erf( ) 36 (9. B.6)
24/ Dyt
Si I’on dérive par rapport au temps, on obtient :
_ o [Pox 50. B.7
]ox(of t) - Cox Tt (eq ! )

Ferf(y) = %foye‘xzdx .
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D .
L (t) = nFS J,.(0,t) = nFS CY, n";‘ (€q. B.8)

A partir de I’équation B.8 connue sous le nom d’équation de Cottrell [F. G. Cottrell, 1902], on
peut remarquer que :

- | est proportionnel & €2, et décroit en fonction du temps en t™*? ;

- I (t = 0) — o. En réalité, on n’observe qu’une valeur finie du courant, imposée par le
transfert électronique a 1’électrode qui est alors limitant et due aux limitations instrumentales ;
- de plus, aux temps courts, le courant mesuré posséde une contribution capacitive due au
chargement de la double couche a I’¢lectrode. Avec les potentiostats couramment utilisés, le
temps caractéristique du courant capacitif est inférieur a la milliseconde (pour une électrode
d’un millimétre carré de surface). Nous ne serons donc pas génés ici par ce phénomene ;

- enfin, aux temps longs, le courant ne suivra plus cette loi, mais tendra vers une valeur non

nulle, due a la convection naturelle.

B. Notions d’électrochimie : B2- Double couche électrique

Quand [’¢lectrode est au contact de la solution contenant un électrolyte, la variation du
potentiel électrique aux abords de sa surface est décrite par le modele de la double couche
électrique [M. J. Bedzyk, 1990]. La double couche électrique est la zone de I’interface
électrode/électrolyte contenant les especes chargées. Elle est assimilée a un condensateur plan

en se basant sur un modele physique dans lequel une couche d'ions est adsorbée a la surface.

Dans ['¢lectrolyte la charge est constituée d'ions; dans le conducteur, il peut s’agir soit
d’électrons soit de trous. Pour maintenir la neutralité électrique du systéme, une deuxieme
couche chargée de signe opposees est nécessaire (Figure B.2). Au sein de I'électrolyte, la
chute de tension est due au courant ionique résistant au solvant visqueux. La résistance
ionique dans I'électrolyte peut étre assimilée au frottement des ions dans le solvant. La

résistance ionique augmente avec la viscosite.

En régime statique, et en absence de courant, le potentiel est plat (constant) dans I'électrolyte.
Le séparateur est une membrane poreuse qui contient environ 50% d'électrolyte. La

membrane assure l'isolation électronique entre les électrodes.
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Figure B. 2. Répartition des charges dans un systéme anode-cathode et variation du potentiel
électrique E(x).
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Figure B. 3. Répartition des charges et variation du potentiel E au niveau de la double

couche électrique au voisinage d’une électrode en métal plongée dans un électrolyte : les
modeles d’Helmholtz (a), Gouy- Chapman (b), Stern (c) et Grahame (d).
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Le paragraphe suivant présente les différentes théories décrivant la répartition spatiale des
charges a une interface métal-électrolyte (Figure B.3): modeles d’Helmholtz, Goiiy-
Chapman, Stern (combinaison de Helmholtz et de Gouly - Chapman), Grahame (modele

moderne).

Modeéle | : la double couche d’Helmholtz (1879)

C’est le modele le plus simple pour décrire la distribution spatiale de charge a une interface
métal-¢lectrolyte. Il est basé sur le fait que des ions de charge opposée a celle de 1’électrode se
répartissent sur la surface de cette derniére, d’ou une assimilation a la notion de condensateur.
Dans ce mod¢le, tous les ions impairs (ayant un nombre impair d’électrons) sont a une
distance d de la surface du métal. Le taux de diffusion des ions est infini.

Dans I'électrode négative (Figure B.3a), le potentiel E est égal au potentiel du métal @petal.
Loin de I'électrode négative, dans I'électrolyte le potentiel E est égal au potentiel de la solution
Dsotion- LS 10NS de charges positives ont quitté le solvant pour se localiser a la surface de
I’anode. Le méme nombre d'ions de charge négative sont accueillis par I'électrode positive qui
ne figure pas dans la Figure B.3a.

Dans I'électrolyte les ions négatifs et positifs qui ne sont pas utilisés a l'interface restent en
paires pour assurer la différence de potentiel : @Ppetal - Psoiution = Q / C, ou Q est la densité de
charge dans la double couche et C est la capacité d’un condensateur plan.

A une distance d'environ 1 nm, les ions forment une monocouche compacte sur la surface de
I’¢électrode. Cette distance est considérée comme I'épaisseur de la couche. Elle dépend de la

taille de I'ion et du potentiel.

Modéle Il : la double couche de Gouy- Chapman (1913)

Plus tard, Gouy et Chapman ont amélioré le modele d” Helmholtz. Dans ce mod¢le, la couche
de contre-ions au contact de 1’électrode chargée intégre des ions de méme signe que
I’¢lectrode (théorie de la double couche diffuse, liée a 'agitation thermique). Dans ce modéle

étendu, le potentiel de surface décroit de fagon exponentielle.

Modéle |11 : la double couche de Stern (1924)

Ce modeéle combine les deux modeéles précédents en faisant intervenir la couche dense de

Helmholtz (appelée alors couche de Stern) et la couche diffuse de Gouy-Chapman. La couche
diffuse commence alors a une distance finie de la paroi.
Les approximations notables de ce modéle sont les suivantes :

-Les ions sont considérés comme des charges ponctuelles ;
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-Seules les interactions coulombiennes sont significatives ;
-La permittivité électrique est constante a l'intérieur de la double couche ;

-Le solvant est uniforme a I'échelle atomique.

Modeéle 1V : la double couche de Grahame (1940)

Grahame a justifi¢ 'adsorption spécifique a 1’aide d’un modele décrivant trois couches : en
plus des deux couches du modele de Stern, il introduit le plan interne d’Helmholtz (PIH) et le
plan externe d’Helmholtz (PEH) qui limitent la premiére couche de Stern (la deuxiéme étant
la couche de diffusion) contenant des ions adsorbés spécifiguement. Ces ions perdent leur
gaine de solvatation a I'approche de I'électrode et peuvent posséder une charge de méme signe
ou de signe contraire a celle de I'électrode. Le lien entre ces ions et la surface de I'électrode est
plus important que des forces électrostatiques habituelles.

C. Description de la voltammeétrie cyclique

L’analyse des voltamogrammes (potentiels de pics, hauteurs et espacements, courants en
fonction du temps et de la vitesse de balayage), nous permet d’apporter des informations
quantitatives sur la réversibilité des réactions et la rapidité des systémes. On distingue ainsi

les systéemes rapides, quasi-rapides et lents (Figure C.1).

AE==59/n (mV)
e 1 E-laller) ]
: : :
Jo(aller): | |
] L] [l
| - I I
. I 271 i i
0 0 - — = D Y - l
- 3 | £ | Eiz E
Eiz i I
de (retour) Ex (retour)
(a) systéme rapide (b) systéme gquasi-rapide (c) systéme lent

Figure C. 1. Différentes allures des voltampérogrammes cycliques selon la rapidité du
systeme.
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1) Systeme rapide
La comparaison de 1’allure des courbes cathodique et anodique permet de déterminer si
I’échange ¢électronique a I’¢lectrode correspond a un processus réversible ou non. Ainsi,
lorsque 1’échange ¢€lectronique a 1’¢lectrode de travail est suffisamment rapide et que les
coefficients de diffusion des formes oxydante et réductrice sont voisins, le couple est

électrochimiquement réversible [Girault, 2007 ; Benmansour, 2015].

Un systeme rapide est défini comme étant un systeme dans lequel le processus de transfert de
charge entre I'électrode et les espéces électroactives est beaucoup plus rapide que le processus
de transport des espéces de la solution vers la surface de I'électrode.

Dans ce cas, la densité de courant déduite de la loi de Nernst suit la loi suivante :

Fo\Y? .
]=—n.F.ng.(n.DOX)l/Z(;—T.V) x(6.0) (ég. C.1)

ou y (o.t) est une fonction de E, calculée numériquement pour certaines valeurs de (E-Ej/p) et

o= % .v. La densité de courant J et exprimée en A/cm? si D est exprimé en cm?/s, v en V/s et

la concentration C en mol/cm?®,
La loi simplifiée de Nernst suffit a expliquer différents phénomenes :
- Lors du balayage du potentiel pour le tracé du voltamogramme, on observe d’abord
une croissance du courant lorsque la réaction électrochimique commence a se produire
(ceci correspond a I’accélération du processus par accroissement de la surtension),
puis une décroissance lorsque le ralentissement di au phénomeéne de diffusion devient
prépondérant (Figure C.1a).
- AE, = Ey - E,° =59/n (mV a 25 °C), indépendant de v ; (n est le nombre d’électrons
échangés) ;
- E® et E,° sont indépendants de la vitesse de balayage v ;
- Ep—Epe=59/n(mVa25°C);
- L =1
- lpvarieen v2: en pratique, le tracage de la courbe du courant en fonction de la racine

carré de la vitesse de balayage nous renseigne sur le type de systéme

2) Systéme quasi-rapide (quasi-réversible)
Dans le cas d’un systéme quasi-rapide, il est nécessaire de prendre en compte la relation
inverse et donc de prendre en compte la relation de Butler-Volmer compléte. Les

développements théoriques ont été réalisés par plusieurs auteurs [W.H. Reinmuth et coll.,
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1957 ; H. Matsuda et coll., 1955]. Pour une telle réaction, I’intensité du courant n’est plus
strictement linéaire vis-a-vis de la racine carrée de la vitesse de balayage.
Rappelons que la densité du courant est donnée par la relation :

1/2
] = —n.F.C8,. (Doyx) /2 (E'—i.v) Y(E) (ég.C.3)

ou y est une fonction tabulée pour différentes valeurs de (E — Ey,).

La Figure C.1b présente le profil du voltamogramme cyclique obtenu. Il est caractérisé par :
- lp augmente avec v, mais n’est pas proportionnel a vz
- E,° se déplace vers les valeurs négatives lorsque v augmente ;
- AE, = E;* - E,° est supérieur a 59/n (mV) et augmente avec v ;

- I, conserve la méme expression que dans le processus irréversible.

3) Systeme lent (irréversible)

Lorsque la vitesse de transfert de charge devient plus faible que la vitesse de transfert de
matiére, le systeme est dit irréversible. Le courant reste proportionnel a la concentration et a la
racine carrée de la vitesse de balayage, mais il est plus faible en raison de la teneur de la
cinétique du transfert électronique. Cette cinétique est exprimée par le coefficient de transfert
() et apparait dans I’équation régissant I’intensité du pic.

On utilise dans ce cas la relation de Butler-Volmer pour prendre en compte les vitesses
réactionnelles a la surface des €lectrodes. Apres intégration nous obtenons I’équation suivante
[R.S. Nicholson et coll., 1964 ; W.H. Reinmuth et coll., 1957] :

a.nF ,
eq. C.2
-X( R T 0'.t> (eq )

1/2

a.nF )
v

] = —n.F.ng.(n.DOx)1/2< TR

ou a est le coefficient de transfert de charge (sans unité).

La Figure C.1c présente le profil du voltamogramme cyclique obtenu. Il est caractérisé par les
points suivants:

- Ep et E,° sont fonction de v ; Ep = f (Ig V) est une droite de pente 0.03/a.n (en V) ; AE,

augmente avec la vitesse de balayage ;

- lyvarieenv?;

- Ep—Epe=48/an(mV a25°C);

- 1,1, # 1 (ou pas de pic retour) ;
l,=(2.99x105) a2 n¥?A D2 "2 C.
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A partir de ces expressions, on constate que, suivant la vitesse de balayage que I’on adopte
pour appliquer les potentiels, on se trouve dans un systeme ou dans un autre. Il sera donc

important dans le tracé des voltampérogrammes expérimentaux de bien appréhender ce
parameétre de vitesse.
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