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Introduction générale

De nos jours, les énergies fossiles, hydrocarbures, charbon et gaz naturel
représentent 75 % de la consommation mondiale d’énergie primaire. Leur exploitation
accentue la libération des gaz a effets de serre (GES) dans 'atmosphere et requiert
souvent des structures massives pour leur raffinage, extraction et transport. La
production énergétique est également influencée par la géopolitique, notamment dans
la croissance de pays émergents.

En décembre 1997, le protocole de Kyoto! a adopté le terme de potentiel de
réchauffement global (PRG) pour quantifier '’émission des GES. Il exprime le nombre
de tonne de CO- ayant un effet de serre équivalent a une tonne de gaz. Ainsi, le PRG du
CO: est fixé a 1 ; celui du méthane est de 23, ce qui signifie qu'une tonne de méthane a
un pouvoir de réchauffement 23 fois supérieur a une tonne de CO-. La plupart des GES
tirent leur origine de I’activité humaine telles que la combustion des énergies fossiles,
la déforestation et I'industrie chimique. Les plus dangereux sont les gaz fluorés, comme
I’hexafluorure de soufre (SFe), issus des climatisations ou de I'industrie du magnésium
et de 'aluminium, qui ont un PRG de 23 500.

Energies thermiques
et combustions
fossiles 7%

T~

Photovoltaique /
7%

Energies
renouvelables

18% Eolien 18 %

Nucléaire
74% Hydraulique

70 %

Parts de productions Parts d’énergies renouvelables
d’électricité en France en 2015 en France en 2015

Figure I-1 : Répartition des modes de production d’électricité (gauche), dont renouvelables (droite) en France en 20152

La Figure I-1 présente la répartition des modes de production d’électricité en
France en 2015. 76% de I’électricité produite est issue du nucléaire, 7% des énergies
thermiques et combustions fossiles et 18% des énergies renouvelables. Pour réduire les
GES, le développement de modes de production renouvelables a connu un essor
particulier dans le monde entier depuis le début des années 1990. Lors de la loi sur la
transition énergétique de 2015, la France s’est engagée d’ici 2030 a utiliser 40%
d’énergies renouvelables pour sa production d’énergie totale. La signature de la COP21
nous oblige a diminuer I’émission de gaz a effet de serre de 40 a 70 % par rapport a
2010 afin de stabiliser le réchauffement climatique a une valeur inférieure a 2°C d’ici
2100. En France, ’hydraulique représentait en 2015 70% des énergies renouvelables,
contre 18% pour I’éolien et 5% pour le photovoltaique.

Aujourd’hui, l'injection de quantités croissantes d’électricité renouvelable
d’origine photovoltaique et éolienne menace la stabilité du réseau de distribution et
impacte la rentabilité a terme de ces modes de production. Il est nécessaire de
développer des modes de stockage a grande échelle de cette électricité renouvelable.
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Introduction générale

La production d’hydrogene par électrolyse de ’eau peut constituer une solution a ce
probleme. Stocké par exemple au sein d’hydrures métalliques, cet hydrogene peut étre
reconverti en électricité, a la demande, grace aux piles a combustible. Ces dernieres
transforment 1’énergie chimique, issue de la combustion de 'oxygene de l'air et de
l'oxydation de I'hydrogene, en énergie électrique et ont la particularité de ne rejeter
que de la vapeur d’eau.

Le travail mené au cours de cette thése s’inscrit dans ce contexte Comme nous
le décrirons dans le chapitre I, les piles a combustible a hydrogene actuelles requierent
I'utilisation de nanoparticules de platine en tant que catalyseurs. Afin de s’affranchir
de ce métal rare et cofiteux, nous avons étudié de nouveaux catalyseurs biologiques et
bio-inspirés d’enzymes présentes dans la nature, et les avons immobilisés sur un
support de carbone nanostructuré dans différents types de piles H2/O-. Le but de cette
these est de développer des électrodes a base de nanotubes de carbone (NTCs),
d’enzymes et de catalyseurs moléculaires bio-inspirés, pour catalyser de maniere
hétérogene la réduction de 'oxygene en eau a la cathode et 'oxydation de 'hydrogene
en protons a I’anode.

Le premier chapitre est une étude bibliographique divisée en six sous-parties
traitant largement des différents aspects évoqués au cours de cette these. Les piles a
combustible a hydrogene et les alternatives au platine seront décrites dans la premiere
section. Dans un second temps, nous traiterons des enzymes et catalyseurs bio-inspirés
pour l'oxydation d’H», puis de la réduction de l'oxygene. En dernier lieu, nous
parlerons des techniques de fonctionnalisation de surface des NTCs, donnerons des
exemples variés de catalyseur immobilisés sur électrodes pour ces réactions
catalytiques et traiterons des (bio)piles H2/O-.

Le second chapitre se consacre a la modification chimique de la paroi de NTCs,
afin d'immobiliser un complexe de nickel bio-inspiré des hydrogénases. Initialement
étudiée en catalyse homogene, cette molécule est capable d’oxyder H- en protons,
comme il sera démontré au cours des études électrochimiques. Le complexe de nickel
a été associé a une cathode a base de Pt/C dans une pile a combustible H»/air. Ce projet
de recherche s’est appuyé sur une collaboration avec ’équipe de Wendy J. Shaw, qui
travaille a 'institut PNNL aux Etats-Unis.

Le troisieme chapitre présente le greffage covalent de diverses enzymes a cuivre,
variantes de la laccase sp.30, et modifiées par des fonctions alcynes, sur NTCs.
Différentes architectures d’électrodes ont été étudiées afin d’immobiliser un maximum
d’enzymes a la surface. L’objectif premier est d’optimiser les transferts d’électrons
entre le site actif de I’enzyme et 1’électrode afin de comprendre les mécanismes liés a
lorientation enzymatique. La derniére partie traite d'un nouveau concept de pile
hybride enzymatique/bio-inspirée H:/air, qui associe le complexe de nickel a 'anode
et 'enzyme bilirubine oxydase a la cathode.

Le quatrieme et dernier chapitre décrit des complexes de cuivre mono- et
dinucléaires inspirés de la structure du site actif des enzymes a cuivre, greffés sur
électrodes de NTCs pour catalyser la réaction de réduction de l'oxygene. Cette

3



Introduction générale

approche a conduit a I’élaboration de la premiere pile biomimétique sans platine a base
de catalyseurs moléculaires.



Chapitre I
BIBLIOGRAPHIE




Chapitre I : Bibliographie

I. Les piles a combustibles Ho/air.......cccvvivirrininnrininnineninisensincnnisenessisnsessessensaees 9
I.1 L’Hydrogéne en tant que vecteur énergétique...........cocuvevvrerrererernsncrcnnennae .9
I.2 L’utilisation de I’hydrogéne dans les piles a combustibles..........cccvueuerevrerecrcrenncnnnce 9

I.2.A Principe de fonctionnement d"une pile a combustible ha/air ...........ccccccvirnnnin. 9
I.2.B Mesures des performances d’une pile a combustible..........ccccccceveirinnineinnnnee. 11
I.2.C De la pile a combustible a la voiture a hydrogene.............ccccccccviiiiiiiiiinnne. 12
I.3 Le platine, catalyseur des piles a combustible a hydrogéne a membrane
échangeuse de protons (PEMFQC) .......ninninninninncssnissssissssessisessssssscssssssssscssssssssscssss 13
L3.A  Benchmarking ... 13
I.3.B Pourquoi est-ce un si bon catalyseur ?..........cccccoovniniiiiiiiiicccccce, 14
I.4 Des catalyseurs sans métaux nobles a I’anode et a 1a cathode..............cceveucvrucnennse. 15
I[.4.A Catalyseurs anodiques...........c.ccccuvuiuiuiiniiiiiniiiiiii e 15
I4.B Catalyseurs cathodiques dopés a l’azote sur support de carbone M-N/C.......... 16
L5 CONCIUSION....ucuiitcteiictetcniteteitsteenneseesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassssssnssssess 17

II. Des enzymes aux catalyseurs bio-inspirés pour la catalyse d’oxydation et de

réduction de I'hydrogene........ieiinininennninniininncnincsnciscsscsssssscssssssssssssssessees 18
IL1 INtroduction GENETAle ........iinirinirininnienrisiniinsiissiissieescssssissssssssssssssssssssssssscasenes 18
II.2 LeS hydrogenases.....iriiininiirennisiisnssssiissssssisissssssessssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 19

IL2. A  INtroduction ..o 19
II2.B  Les hydrogenases [NiFe]........cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiicce 19
I1.2.B (i) Structure et Site ACtif.........ccccoiiiiiiiiii e 19
11.2.B (ii) Meécanisme catalytiqUue ........c.cceiirirriririeieiciciicre e 20
I1.2.B (iii)  Sensibilité au monoxyde de carbone et & I'oxygene...........cccoovurueueeciininnnnennne. 21
II.2.C  Les hydrogénases [NiFeSe] .........ccoooiiiiiiiiiiiniiiiiiiiccccccccce 22
II.2.D  Les hydrogénases [FeFe] .........ccccccovniiiiiiiiiniiiiiiiiccccccee 23
11.2.D (i) Structure et Site actif ........ccccoeeiriririrrirecccr e 23
I1.2.D (ii) Mécanisme catalytique.........cccocovuiuiiiiiiiiiiiniiiicccc s 24
I1.2.D (iii)  Sensibilité a I'oxygene et au monoxyde de carbone...........cccccoeuecciciininnnnnnne. 25
II.2.E CONCIUSION ...ttt 25
II.3 Les complexes bio-inspirés des hydrogénases ..........eiveccrenriresresnnrcsnnesecsesnnscsnescnnes 25
II.3.A  Introduction : Biomimétisme vs Bio-inspiration............ccccccceeuriiiciciiiiiinnnen. 25
II.3.B  Versl'élaboration de modéles d’hydrogénases ............cccccceiviriniininiiinnnnnne. 26
II.3.C  Les modeles biomimétiques...........ccccoeuiuiiiiiiiiiiniiiiiiiiiccccccccce 27
I1.3.C (i) Complexes hétorodinucléaires de type Ni-M ........cccccvueeeineeinnenneccneecneeene 27
I1.3.C (ii) Complexes dinucléaires NiFe.........c.cccccoeoiinnrnirieiiiciiiiireeeeeeeee e 28
I1.3.C (iii) Complexes dinucléaires FeFe ...........cccccccooiiiiiniiiiiiiiccccccceees 29
IL3.D  CONCIUSION. ..ottt 31
I1.4 Complexes de nickel bis-diphosphine mononucléaires bio-inspires pour
I'oxydation et la réduction de I'hydrogene ...........ceceurccncnncnenncreninencsesscsesesesscssscsssscenes 34
II.4.A  Les Catalyseurs de Dubois...........ccccoeiiiniiiiiiniiiiiiiccccee 34
I14.A (i) PréSEntation .........ccceeviviririeieueieieiiiiir ettt 34
I14.A (ii) Comment moduler le biais catalytique ? ...........cccccoeiiiinniiiiicine 34
1. Le r6le de la premiere sphére de coordination .........cccocveeeeiciieecciie e 35
2. Le r6le de la seconde sphére de coordination : vers I'intégration de bases pendantes .......... 35
I1.4.B Mécanismes catalytiques............ccoovuiiiiiiiiiiiiiiiii e 36
II.4.C  Utilisation de la thermodynamique pour controler le biais catalytique........... 37



Chapitre I : Bibliographie

IL.5 Vers une nouvelle classe de complexes de nickel bio-inspirée intégrant des acides

aminés dans la sphere de coordination externe ...........cnireccrenerenesnesnnesescsnscsseeens 38
IL5.A  INtrOAUCHON «..oeiiiiiiiciicccc et 38
II.5.B  Moduler les substituants de la sphere de coordination externe......................... 38
II.5.C  Présentation et performances des différents complexes de nickel a base
d’acides AMUINES .........c.cociiiiiiiiiii e 39

I1.5.C (i) [Ni(P2YN2G)]4* : un acide aminé glycine sur les bases pendantes....................... 40

I1.5.C (ii) [Ni(P2CyN2Arg)]8+ : un acide aminé arginine sur les bases pendantes............. 41

I1.5.C (iii)  [Ni(P2%N2™yr)]?*: un acide aminé tyrosine sur les bases pendantes ..................... 42

IO CONCIUSION . ...ucuerecneiictcnenictenenstsseenssseesssessassnssesssssessssssssssssssesssssasssssssssssssssssasssssnssssess 43
III.  Des enzymes aux catalyseurs bio-inspirés pour la réduction du dioxygene 44

ITLT INEPOAUCHION..c.uceeeneetteneentcncitctccnnnneeensseenssseesssssssssesessssssssssssnssssssnsssssassnssssssaens 44

ITI.2 Activation du dioxygéne par les enzymes a CUiVI€........cccveverrerereresrircesnsscnennns 44
III.2.A  Les polyphénols oXydases.............cccoueuiuiiniiiiiniiiiiiiiiiiiccccecee 44
III.2.B  La Galactose OXydase.........cccccuiuiiiiiuiiiiiiiiiiiiiiciic e 46

IT1.3 Réduction enzymatique de I'0XyZene .........cceeriinrienriennirenisinisenesenscseseseescssesesseseenes 47
III.3.A  Les Oxydases a centre cuivre multiples (MCOS) ..........cccceeuruvuriiiiiiiiiiiine. 47

III.3.A (i)  Le site actif commun & toutes les MCOs...........ccccccuiiiinnniiciccciinnneees 48
II.3.A (ii) Meécanisme de réduction de I'oxygene par les MCOs........ccccovuereuerercecinnnenennnn 48
INI3.A (1) LeSIaCCaSES ....coovoieiiiciciiiiiic s 49
II.3.A (iv) Les bilirubines OXydase ........c.coceeueueueueueuiioiniririrriicieicccceeeseee e 50
III.3.B  Les cytochrome c 0Xydases...........ccccoeuiuiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiicccnceeccnee 51

IT1.4 Les complexes bio-inspirés des enzymes a CUIVIES .......ccceerererenrrreernsuescnsnenenes 52

III.4.A  Les complexes bio-inspirés des cytochrome c oxydases.........c.cccccccvvvvieuiinnnnne. 52

II1.4.A (i) Les modeles biomimétiques : complexes heme-Cu.......ccccoevvreruererciccininnnnenenn 52

III.4.A (ii) Les macrocycles a base de porphyrines de fer et de cobalt............cccccccovvvnnnnnne 53

III.4.B  Les complexes bio-inspirés des enzymes a CUiVre...........ccoeevviruruiiiinieniinnnnnne. 53

HI4.B (i)  INErOAUCHON c.coeeiiiciii ettt 53

III.4.B (ii) Modeles de la galactose OXydase ... 54

[II.4.B (iii) Modeles de la tyroSINASE.........ccoeueueueueueueuiiiiririrerieteteceeeee et eee 55

[II.4.B (iv) Modeles des MCOS.......ccoviiiiiiiiiiiiiirrrre et 55

ITI.5 CONCIUSION .uuirriritiietisiiissisiisssinisssisesssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasassssssssssss 56
IV. Les techniques de fonctionnalisation de surface pour 'immobilisation de

catalySeurs SUL E1eCtrOdes .......ocvuiverinuineiinnisuisinisnintniscnntncsscsstsessessssessesssssssessssssssnens 57

IV.1 Introduction GENEIale ..........eueiiiinriiinniniiiniisiinissiiinssisssssssssssssssssssssssssssssssssssss 57

IV.2 Les Nanotubes de carbomne..........eeeeeeeniieeeniniineiininneeissneensssessssssesssssssssssssssssesens 57
IV.2Z.A  Présentation.........ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 57
IV.2.B  Dispersion et dépots a 1'électrode...........cocouveiniinieininininiiniiincceeeeseeee 59
IV.2.C  Les nanotubes de carbone comme matériaux d’électrodes...........c.cccecereuuunneeee. 59
IV.2.D Les différentes méthodes de fonctionnalisation sur nanotubes de carbone .... 60

IV2D (i) Les méthodes NON-COVAIENLES.........c.ccceuiuiiriririririeieieieicireie e eeeene 60
1. [T Yo 1 [ 1S 60
2. INTAraction Tl Tl s 61
3. Utilisation de POIYMEIES......eii et e e e et e e e raa e e e s tre e e esntseeeennaeeesnnreeeas 61
IV2D (ii) Les méthodes covalentes............cccccccueueuiiinirininirinieieiciereeeee e 61
1. (= o 10 gy Tor- 1 Lo g o )4 e F=1 4N o PSS 62
2. Modifications chimiques indirectes des groupements carboxyliques .........ccccevcvveeircveeiiiinenn. 62



Chapitre I : Bibliographie

3. Formation d’ylure d’azométhine : [a réaction de Prato .......cccceevviieiiniieeiniieeeeiee e 63

4, Fonctionnalisation par des sels d’aryles diazonium ........ccceccuveeeeciieecciee e e 63

5. AULIES FEACLIONS ...viiiiiiicicc e s 64

IV.3 Techniques d'immobilisations d’enzymes sur électrodes...........coeururreerunrrrcesunucnennns 64
IV.3.A  L’adsorption ou la physiSOrption............ccccccciiiiiiiiiniiiiiiiiiccccccccee 64
IV.3.B Laréticulation de molécules a la surface de I'électrode.............ccccccoevvueuiurnnnnnne. 65
IV.3.C L’encapsulation dans un polymeére ou une matrice sol-gel............c.ccccccevuueee. 65
IV.3.D L’interaction Hote-INVité..........ccccociviviiiiiiiiiiiiiiiiiicccccee 66
IV.3.E  Le greffage covalent...........ccociiiiiiiiiiiiiiiiiiccce 66
IV.4 La connexion enzymatique sur électrodes..........unirnrireccsinerenesnncsnneseescsnsesneseenes 68
IV4.A  Les principes de la connexion enzymatique.............cccoceeueuriririniiicicccnccnnnnn. 68
IV4.A (i) Le transfert électronique direct (TED).........ccocoviviiiiiiiiinniiiiccccccccceee 68
IVA4.A (ii) Le transfert d’électrons médié (TEM)........ocovuriiieieueuiiininnnneciececceeseseseeeenene 69
IV.4.B Les hydrogénases en tant que bioanodes enzymatiques..............cccoeueueurnnnnee. 69
IV4AB (i) Comprendre les mécanismes catalytiques grace a I'électrochimie ....................... 70
IV4.B (ii) Immobilisation fonctionnelle..............cccccciiiiiiiiiiiiiiiiiceces 71
IVA4A.B (iii) Apport des nanotubes de carbones .............cocovveeueieieieuiininnnnneeeeceeeesreeee 72
IV.4.C Les enzymes a cuivre en tant que biocathodes enzymatiques........................ 74
IVA4A.C (i) Connexion enzymatique directe de la galactose oxydase ........c.cccccoevvrerrrerueneee 75
IV4.C (ii) Connexion enzymatique directe de la polyphénol oxydase............ccccceururununnnee. 75
IVA.C (iii) Connexion enzymatique de la BOD ......ccccccovriririiiciiiiiiiiinnrececceecesseeeee 76
IV4.C (iv) Connexion enzymatique de la laccase...........cccocoeueiuiiiiiininnniiiccciccee 77

IV.5 Immobilisation de catalyseurs bio-inspirés sur électrodes..........cocevueirerunrrrcrerurrencnnns 79
IV.5.A  Catalyseurs bio-inspirés des Hydrogénases.............cccocovuviiiiininiiiiiinnnnnne, 79
IV.5.B  Catalyseurs bio-inspirées des enzymes a CUiVIe............cccceueueiniriruiiiinncniennnnennn. 82
IVSB (1)  INErOAUCHON ..ot 82
IV5.B (ii) Mimes de la cytochrome C oxydases ..........cccocovuvuriiiiiiiiinnnniicccccccceceens 82
IV.5.B (iii) Complexes de cuivre MONONUCIEAITES ...........ceeveveveueuiuiiiiniririeeieeeieceereresee e 83
IV5.B (iv) Complexes de cuivre dinucléaire.............ccccoviviriviiiiiiiiiiiiiiceccccccerees 83
IV5B (v) Complexes de cuivre poly-NuUCIEAIres .........c.cocoueueueueuiueiinnninieeieieieeecerereseeeenee 84
IVSB (Vi)  CONCIUSION ..ot 85
IV.6 Conclusion GENETALE ........uuiiivinriririninriiinnisiiisnssiiisssiiisssiisssssssssssssssssssssssssssssssssess 86
V. Les piles a hydrogeéne a base d’enzymes et de catalyseurs moléculaires.......... 88
V.1 INtrOAUCHION..ccneiititiittctiiincennsscenissessssssessssssssssssssssssssssssasssssssassnssas 88
V.2 Les biopiles enzymatiques ........cceeveererenrirenrirensisinsinnnisniisnsissesesssssssesssssssssesssssssscssescans 89
V.2 A INETOAUCHION ..ottt 89
V.2.B  Principe de fonctionnement d’une biopile enzymatique H2/Os....................... 90
V.2.C  Les biopiles enzymatiques Hz/On......ccccocuviviiiniiiiiiiiiiiiiiiiiciciccccccccccce, 91
V.2.C (i) Des exemples de biopiles enzymatiques..........c.cccoeererueueeinreeninneinneenneceeenenenne 91
V.2.C (ii)  Stabilité et limites des biopiles Ha/On....c.cueuiiiinininiriciciciiiiiinrreeeeecceeneene 92
V.2.C (iif) Conclusion et Perspective...........ccooviririiiiiiiiiininiiiccccccereseeeee e 93

V.3 Les PEMFC a base de catalyseurs bio-inSpires.........ieveniscsnsnssiesesnesisesnsssseseanes 9
V.3.A (i) INErOAUCHON ..o 94
V.3.A (ii) Exemples de piles biomimeEtiques .........cccceeuiuiieirinnrieierceicceinrrseeeeeeeeaene 94
V.3A (fiI)  CONCIUSION ..ot 95



Chapitre I : Bibliographie

I. LES PILES A COMBUSTIBLES Hz/AIR

.1 LHYDROGENE EN TANT QUE VECTEUR ENERGETIQUE

Contrairement aux énergies fossiles, sources d’énergies primaires, un vecteur

énergétiques est une source d’énergie secondaire. En effet, elle doit étre stockable et
transportable avec le minimum de perte énergétique. Ils sont au nombre de trois :
I’électricité, la chaleur et le dihydrogene. L’avantage de ce dernier est que sa conversion
finale ne produit pas de gaz a effet de serre par rapport aux autres sources d’énergie.

Le dihydrogene, H-, est une molécule tres énergétique puisque sa combustion

libere 120 MJ.kg* soit 2,5 fois plus que I’essence.4 Bien que présent dans des fonds
océaniques ou dans des couches terrestres profondes, 'hydrogene n’existe pas sur terre
de maniere massive a 1’état moléculaire. De nos jours, son utilisation sous forme de
carburant se distingue de deux manieres :

Dans le procédé Fischer-Tropschs, découvert en 1923 en Allemagne, le dihydrogene
et le monoxyde de carbone sont associés pour produire des hydrocarbures selon
I’équation bilan suivante :
(en+1)Ho + 2CO > CnHeonto)+ nH20

La production d’hydrogéne pur a pour vocation de stocker I’énergie, contrairement
a I’éolien et au solaire qui en produisent. H> peut alors étre utilisé dans diverses
stratégies : (1) I'association d’une chaine de production d’H- a d’autres énergies
renouvelables intermittentes, telles que 1’éolien ou le photovoltaique, afin de créer
un stockage de 1’électricité aux heures de production et une injection sur le réseau
quand la demande en énergie est élevée. L'université de Corse expérimente cette
technologie en couplant 1’énergie solaire avec une chaine d’hydrogene sur la
plateforme MYRTE ; ¢ (2) la cogénération d’électricité et de chaleur pour les
batiments ; (3) I'intégration des piles a combustibles a hydrogene dans les véhicules
pour le transport.

Ces différentes méthodes n’émettent pas de GES. Cependant, la production actuelle
d’hydrogene est issue des énergies fossiles, pour plus de 95% (voir annexe p. 251).

1.2 L’UTILISATION DE L"HYDROGENE DANS LES PILES A COMBUSTIBLES

I.2.A  PRINCIPE DE FONCTIONNEMENT D’UNE PILE A COMBUSTIBLE H2/AIR

La premiere pile a combustible (PAC) a été inventée par Grove et Schoenbein

en 183978 au cours d'une expérience d’électrolyse de I'eau. Au cours de cette
expérience, un tube en U comprenant deux électrodes de platine était rempli d’une
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solution d’acide sulfurique diluée. Ils ont mis en évidence qu’une réaction d’électrolyse
inverse avait lieu. Mais ce n’est qu’en 1960 que le principe de piles a combustible (PAC)
a été réutilisé par la NASA au cours des missions Apollo et Gemini.

O Oxydationa l'anode : H, 2 2H* + 2e

0, = appelée HOR pour “Hydrogéne Oxydation Reaction” en anglais

O Réductiona la cathode: % O, + 2H* + 2e- 2 H,0

= appelée ORR pour “Oxygen Reduction Reaction” en anglais

ho — H,0 QO Réaction globale : H, + % 0, 2 H,0
Anode Cathode

Membrane échangeuse
de protons

Figure I-1 : (A) Schéma d'une pile a@ combustible H;/O, & membrane échangeuse de protons. (B) Equations
d’oxydoréductions associées.

Les PEMFCs, communément appelées pile a membrane échangeuse de protons,
font partie de la classe des PACs faibles températures (60 a 120 °C). En effet, elles sont
composées de deux compartiments anodiques et cathodiques séparés par un
électrolyte solide : une membrane échangeuse de protons. Ces dernieres transforment
I’énergie chimique en énergie électrique en rejetant de la vapeur d’eau et de la chaleur
(Figure I-1A).

A l'anode, le dihydrogene gazeux est oxydé en protons. Cette réaction
d’oxydation produit deux électrons qui transitent de ’'anode vers la cathode, ou le
dioxygene de l'air est réduit en eau. Les protons générés a I'anode traversent la
membrane, souvent en Nafion, pour aller vers la cathode (Figure I-1B). Les réactions
aux deux électrodes étant non favorables cinétiquement, un catalyseur, a base de
nanoparticules de platine, est requis pour que les deux réactions rédox aient lieu.
Contrairement aux batteries qui sont plus grosses et nécessitent d’étre rechargées (sauf
dans le cas des batteries a flux), les PACs fonctionnement continuellement tant qu’elles
sont alimentées en gaz.

10
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.2.B MESURES DES PERFORMANCES D’UNE PILE A COMBUSTIBLE

Une PAC est caractérisée par: (1) une courbe de polarisation qui donne la
tension dans la pile en volt (V) en fonction de la densité de courant en mA.cm2 ; (2)
une courbe de puissance qui donne la densité de puissance en mW.cm-2 en fonction de
la densité de courant. Les grandeurs caractéristiques qui permettent d’évaluer les
performances sont les suivantes :

e la tension a vide ou a circuit ouvert obtenue quand le courant est nulle. Cette
derniere est également connue sous le nom de force électromotrice et est définie

par la différence de potentiel entre ’anode et la cathode :

_ 1o 0
f- em= Eanode — Lcathode

Dans le cas d'une PEMFC, la f.e.m attendue est de 1,23 V en tenant compte des
potentiels d’oxydoréduction des couples H*/H- et H-O/O: (E+ /u, = OV vs RHE et

Ef,0/0,= 1.23V vs RHE).

e lapuissance maximale, Pmaxest donnée au maximum de la courbe de puissance, qui
est calculée suivant cette équation :
P=E Xj
ouj estladensité de courant exprimée en mA.cm-2.

Courbe de polarisation E = f(j)

Courbe de puissance P = f(j)

\

Régions de la courbe de polarisation :

A : Région de polarisation d’activation

Tension E e/ V
Densité de puissance P /
mW.cm?2

B : Région de polarisation ohmique

C : Région de transfert de masse

Densité de courant j / mA cm

Figure 1-2 : Schéma des courbes caractéristiques obtenues lors de la mesure des performances d'une PAC.

Par ailleurs, la courbe de polarisation donne des informations concernant le
comportement de la pile en fonction de 'augmentation de densité de courant. Elle est
décrite par trois régions distinctes visibles sur la.Figure I-2. La région de polarisation
d’activation (A) aux faibles densités de courant correspond a une perte d’énergie
nécessaire pour activer la pile, cela peut varier fortement en fonction de la surtension
appliquée a I'anode et a la cathode. La région de polarisation ohmique (B) a un
comportement linéaire, di a la chute ohmique du systeme: du flux d’ions dans
Pélectrolyte, du flux d’électrons dans les matériaux de 1’électrode ou bien des
composants de la pile (plaques bipolaires...). Enfin, la région de transfert de masse (C)
correspond a la limitation du transfert des gaz a la surface des électrodes.

11
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1.2.C DE LA PILE A COMBUSTIBLE A LA VOITURE A HYDROGENE

Les PACs ont notamment vocation a étre utilisées dans les voitures a hydrogene.
Dans cette configuration, la PAC est composée d'un empilement (stack) de plusieurs
dizaines d’assemblages membrane/électrode (AMEs). Un AME correspond a la
compression de 'anode et de la cathode autour de la membrane de nafion comme
schématisé en Figure I-3. Ainsi, un stack de PEMFC atteint une tension de 'ordre de
40V et une puissance de plusieurs dizaines de kW. La PAC peut alors fonctionner en
pleine puissance (mode full power) ou étre couplée a une batterie a lithium (mode
range extender), qu’elle recharge afin de prolonger 'autonomie du véhicule.

Le stockage de I'hydrogene est également important afin de ne pas prendre trop
de place dans I'habitacle. En général, I'hydrogene est comprimé a 700 bars : un
réservoir de 100 kg renferme alors 6 kg d’H.. On estime que le véhicule consomme 1
kg d’hydrogeéne tous les 100 km, ce qui signifie que 'autonomie de la voiture est
d’environ 600km.¢ Grenoble est une ville pionniére en France pour la promotion du
véhicule a hydrogene, puisqu’elle compte environ 5 stations a hydrogene dans
lagglomération. Environ une dizaine de Kangoo ZE H. roulent depuis 2015 dans la
métropole en partenariat avec l'entreprise SymbioFcell dans le cadre du projet

HyWay.9

;
/
/
/
/
/

Couche de diffusion
(GDL)

Surface Surface
catalytique catalytique
anodique cathodique

Figure I-3 : (A) Schéma d’un assemblage membrane-électrode (AME). (B) Photographie d’'un AME.
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1.3 LE PLATINE, CATALYSEUR DES PILES A COMBUSTIBLE A HYDROGENE A MEMBRANE
ECHANGEUSE DE PROTONS (PEMFC)

I.3.A BENCHMARKING

Le platine fait partie de la famille des métaux nobles comme le palladium ou le
ruthénium, et est peu abondant sur Terre. L’extraction majeure du platine est réalisée
en Afrique du Sud avec le palladium et le rhodium en tant que sous-produits. Il est
également extrait des mines de nickel et cuivre au nord de la Russie et au Canada. De
nos jours, les réserves mondiales de platine sont estimées a 40 000 tonnes.©

Ce métal est tres cotliteux, son prix est réévalué tous les jours selon les cours de la
bourse. En mars 2017, un gramme de platine valait 31€, en comparaison un gramme
d’or 18 carats cotitait 27€ et 48 centimes d’euros pour un gramme d’argent. Ainsi, dans
une PEMFC de 80kW, le platine représente 17% du cotit du stack.!* En 2011, Jaouen et
al.’° ont estimé qu’'une production annuelle de 100 millions de voitures a hydrogene
requérait une production de platine de 1000 tonnes/an (si la totalité du parc
automobile roulait a I’'hydrogene). A I'heure actuelle, la production mondiale de platine
est uniquement de 200 tonnes/an. Dans les années futures, la quantité de platine dans
les PEMFC devra considérablement diminuer, si 'on veut convertir une partie
significative des véhicules en voiture a hydrogene.

Le département de I’énergie des USA (DOE) a défini un objectif, d’ici 2020, de 11,3
g/véhicule de métaux de la famille du platine (platine, palladium, rhodium, iridium et
ruthénium, appelés PGMs pour « platinum group metals » en anglais), soit 0,125
kW/gpem pour une puissance de 9o kW. En tenant compte du cofit d’extraction de ces
métaux et du prix de vente d'un véhicule, il serait judicieux de diminuer cet objectif a
0,0625 gpem/KW soit environ 6g/véhicule (Tableau I-1).!2 Dans un avenir proche,
trouver des alternatives a ces métaux nobles sera donc fondamental.

Cas Quantité de Quantité de Masse de Masse de Quantité de
catalyseurs catalyseurs -catalyseura catalyseura catalyseur
alanode ala cathode P’anode la cathode normalisée
(mg/cm?) (mg/cm?) (® (8) (8/kwW)
Aujourd’hui 0,05 0,2 4,5 18 0,25
Cible DOE 0,025 0,1 2,3 9 0,125
2020
Cible 0,0125 0,05 1,1 4,5 0,0625
optimale

Tableau I-1 : Relation entre la quantité de Platine, a 'anode et a la cathode, et la masse absolue pour un stack de 90 kW
et une puissance 1W.cm21
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I.3.B POURQUOI EST-CE UN SI BON CATALYSEUR ?

Un bon catalyseur doit avoir les prérequis suivants :

Une activité optimale : si 'interaction de liaison du substrat (ici H-) au catalyseur
est trop faible, le gaz ne s’absorbera pas sur la surface catalytique et la réaction sera
trop lente ou n’aura pas lieu. Dans le cas d’une interaction de liaison trop forte avec
le produit, la surface catalytique sera passivée et la réaction s’arrétera. Les
diagrammes de I’évolution de la surtension de HOR en fonction de I’enthalpie
d’adsorption sont présentés en Figure I-4. Tres bon catalyseur pour 'oxydation de
I’hydrogéne, le platine a une surtension proche de 0 V.

La sélectivite : la réaction catalytique doit donner lieu a la formation du produit
attendue en évitant la production d’espéces secondaires de réaction. La cathode des
PEMFC peut produire du péroxyde d’hydrogene (H20-), espece nocive formant des
radicaux qui vont dégrader la membrane. Un bon catalyseur cathodique doit donc
produire peu d’'H20-.

La stabilité : les catalyseurs de la PEMFC, soumis a un faible pH, une température
élevée et a la présence d’oxydants, doivent éviter la dégradation. La formation d’'un
film d’oxyde a la surface des particules de catalyseurs peut contribuer a inhiber la
dissolution du catalyseur mais également la vitesse de la réaction de réduction de
loxygéne (ORR).

La résistance a l'empoisonnement : le monoxyde de carbone et les especes a base
de souffre sont présents dans le gaz et induisent I'inhibition du catalyseur. Pour les
éliminer, un systeme d’évacuation peut étre mis en place dans la pile. En outre, la
présence d’un alliage de platine peut diminuer I’énergie de liaison au métal et donc
Iempoisonnement.

HYDROGEN OVERVOLTAGE (VOLTS)

HEAT OF ADSORPTION (KCAL)

Figure I-4 : Dépendance de la surtension pour ’HOR en fonction de I’enthalpie d’adsorption M-H pour différents métaux de
transition. Le résultat pour le platine est entouré en bleu.*
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Dans les PEMFCs, le platine est présent a 'anode et a la cathode sous forme de
nanoparticules. La réaction anodique a une cinétique tres rapide et ne requiert
qu’environ 0,05 mg.cm2 de platine. La réaction cathodique a une cinétique beaucoup
plus lente, ce qui nécessite 0,2 mg.cm-2de platine. Ainsi, la cathode détermine la taille
et le cofit du stack. De plus, elle est la source d’environ la moitié des pertes de f.e.m
dans la pile. Les recherches actuelles se concentrent donc principalement sur le
remplacement du platine a la cathode. De nombreuses méthodes sont étudiées : (1) la
formation d’alliage!s1¢ de type PtsX, ou X est un atome de nickel de cobalt ou de fer ;
(2) la formation d’une couche de platine cristalline en-dessous ou au-dessus de la
surface d’'un autre métal comme le cuivre pour former un alliage Cu/Pt ; 7 (3)
I'utilisation de nanoparticules de platine dont le cceur est composé de Pd, Co ou Ni 18 ;
(4) l'utilisation du palladium est également une alternative envisagée.'9 Certains de ces
catalyseurs sont décrits dans I’annexe II page 253.

1.4 DES CATALYSEURS SANS METAUX NOBLES A L’ANODE ET A LA CATHODE

Comme décrit dans le paragraphe précédent, le platine est un métal rare, ses
réserves ne sont pas inépuisables ; aussi est-il nécessaire dans un souci économique et
environnemental de limiter son extraction. La section suivante expose les principales
alternatives, sans métaux nobles a ’anode et a la cathode.

1.4.A CATALYSEURS ANODIQUES

Catalyseurs Types Performances Avantages Inconvénients Ref.
Carburesde WC,W.Cou WC :5.7% dela Tolérance Méthodes de 23
tungsténe WMC Pmax lorsque CO et H.S préparation 24
(M=Co, Ni) anode Pt/C 20% contraignantes,
Stabilité carburisation a

WNiIC: 7.3% de mécanique haute
la Pmax lorsque etthermique température

anode Pt/C 20% (800K)
Résistance a Faible activité
CoWC/KC: la corrosion = comparée a Pt/C

14% de la Pmax
lorsque anode

Pt/C 20%
Carburesde CoMoC/KC CoMoC/KC: Tolérance Haute 25
molybdéne 11% de la Pmax CO et H.S température de
lorsque anode carburisation
Pt/C20% (723-973K)

Tableau I-2 : Différents types de catalyseurs anodiques a base de carbure de molybdéne et de tungsténe.

Le Tableau I-2 récapitule les différents types de catalyseurs anodiques, sans
métaux nobles, étudiés a ’heure actuelle. Peu d’exemples existent, car le catalyseur
anodique devra, tout comme le platine, résister au monoxyde de carbone pour des
concentrations inférieures a 100 ppm=° et étre stable en conditions acides.
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Les plus utilisés sont les carbures de tungstene et de molybdéne, qui ont été
étudiés pour la premiere fois dans les années 60 par Bohm et Pohl.2t Tolérants au CO
et a H-S, ils ont une tres bonne stabilité thermique et mécanique, mais sont également
résistants a la corrosion. Le plus étudié est le carbure de tungsténe, qui existe sous
plusieurs phases.22

1.4.B  CATALYSEURS CATHODIQUES DOPES A L’AZOTE SUR SUPPORT DE CARBONE M-N/C

Le platine réduit également le dioxygene avec un potentiel a circuit ouvert
proche de 1V vs RHE. Cependant, la quantité de catalyseurs requise a la cathode est
quatre fois plus importante qu’a I'anode. L’activité des catalyseurs cathodiques a base
de platine est a la fois dépendante de I’état cristallin, de la forme et de la taille des
nanoparticules. En effet, les particules inférieures a 3nm sont moins actives du fait de
laugmentation de I’énergie de liaison Pt-H.2¢ Aujourd’hui, la recherche avance pour
son remplacement total a la cathode. Dans cette partie, nous évoquerons uniquement
les catalyseurs cathodiques dopés a I’azote sur support de carbone M-N/C, car ce sont
les plus utilisés.

Ces catalyseurs, initialement dénommés catalyseurs non-PGMs pour « non-
Platinum Group Metal Catalyst » sont inspirés du site actif des enzymes de type
cytochrome c oxydase, que nous détaillerons dans la suite du manuscrit (voir I11.3.B).
Les premiers catalyseurs de ce type ont été obtenus par pyrolyse de porphyrines
métallées. Aujourd’hui, ils sont obtenus par traitement thermique (500-1000°C) en
présence d’un ion métallique (Fe, Co...), d'une source de carbone (support de carbone,
polymere, molécule) et d'une source d’azote. La notation générique pour ces composés
est la suivante : MeNxCy. Les méthodes de synthese sont les suivantes : (1) a partir d’'un
complexe macrocyclique MeN,4 (ou Me = métal) qui agit en tant que précurseur
métallique et azoté ; 27 (2) a partir d'un sel métallique et de NHj(g) ; 28 (3) a partir d’'un
sel métallique et d’'une molécule azotée.29

Certains d’entre eux échappent a ces regles : Liu et al.3° ont récemment proposé
la synthese d’un catalyseur Fe-N/C a partir d'un ZIF (Zeolite Imidazole Framework)
pyrolysé a 1000°C. Quelle que soit la technique employée, chaque parametre doit étre
précisément controlé : une température plus ou moins élevée peut influencer les
propriétés catalytiques, la composition en gaz joue sur la taille des pores du
catalyseur,...10

Les M-N/C sont les catalyseurs cathodiques « sans platine » les plus performants.
Cependant, la charge importante en catalyseur, de 'ordre de 1 a 6 mg.cm2, conduit a
une épaisseur importante de la couche active, comprise entre 25 et 150 pum
(contre 10 um pour Pt/C). En tenant compte de ces caractéristiques, Wu et al. ont
proposé dans Science en 201131, la synthese d’un catalyseur a base de polyaniline
(PANTI), de cobalt et de fer dénommé PANI-FeCo/C. Ils ont atteint un potentiel de
catalyse ORR de l'ordre de 0.93V vs RHE et une stabilité de 700 heures a 0.4V avec un
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taux de péroxyde d’hydrogene produit inférieur a 1%. Ce dernier se rapproche tres
fortement des performances du platine dans les mémes conditions.

Les axes de recherche pour ces catalyseurs tres prometteurs sont nombreuses : (1)
diminuer I'épaisseur de la cathode en augmentant la surface spécifique active ; (2)
améliorer le transport de masse du dioxygene dans I’électrode en jouant sur la porosité
ou le support carboné utilisé; (3) continuer les études fondamentales sur la
conformation du catalyseur apres pyrolyse afin d’augmenter les sites de liaisons de
I'oxygéene.32

.5 CONCLUSION

Dans cette section, nous avons défini les piles a combustible de type PEMFC en
tant qu’enjeu énergétique pour produire de I’énergie plus propre. Cependant, la
production d’'H., combustible des PEMFC, est liée aux énergies fossiles
(vaporéformage du méthane). De plus, le platine, métal noble, est le catalyseur
préférentiel, donnant les rendements énergétiques les plus élevés.

Dans l'optique de trouver des alternatives a l'utilisation de ce métal coliteux, la
recherche s’est concentrée sur : (i) la diminution des quantités de nanoparticules de
platine (0,05 mg/cm? a I'anode et 0,2 mg/cm?2 a la cathode) ; (ii) I'utilisation d’autres
métaux (Pd, Ir, V, Zr...) ; (iii) I'intégration de catalyseurs dopés a ’azote sur support de
carbone (Co-N/C et Fe-N/C) a la cathode. Ces solutions restent malgré tout moins
performantes que le platine pour des applications telles que I’'alimentation de voitures
a hydrogene.

Depuis des générations, "THomme s’inspire de la nature. Les organismes vivants
réalisent des transformations chimiques indispensables grace a I’aide de catalyseurs
biologiques, appelés enzymes. La production et I'activation d’H- sont réalisées par les
Hydrogénases. La réduction de I'oxygene en eau se fait grace aux oxydases a cuivre
(cytochrome C oxydase, laccase et Bilirubine oxydase). Les sections II. et III. relatent
en détails les recherches abondantes menées a ce sujet.
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Il. DES ENZYMES AUX CATALYSEURS BIO-INSPIRES POUR LA CATALYSE
D’OXYDATION ET DE REDUCTION DE L’"HYDROGENE

1.1 INTRODUCTION GENERALE

Les enzymes sont des protéines ayant un role de catalyseurs biologiques. Elles
permettent de diminuer I’énergie d’activation d’'une réaction chimique en augmentant
la vitesse de réaction, sans subir de modifications au cours de la réaction (Figure II-1A).

A B

‘o0 , . .
o . Oxydoréductases EC1 Oxydoréduction
c Energie d’activation
w sans enzyme Transférases EC2 Transfert de groupes
\ fonctionnels d’un substrat a
Energie d’activation un autre
N avec enzyme Hydrolases EC3 Hydrolyses
Substrats Lyases EC4 Rupture de liaisons
Produits chimiques
Isomérase EC5 Isomérisation
T Ligases ou EC6  Formations liaisons
Reaction Synthétases covalentes

Figure II-1 : (A) Diagramme d'énergie avec et sans la présence d'enzymes. (B) Nomenclature EC regroupant les différents
types d’enzymes suivant leurs fonctions catalytiques.

Une enzyme est composée d'une ou plusieurs chaines polypeptidiques repliées
entre elles, pour conduire a une structure tridimensionnelle. Le site actif, enfoui ou
non dans la structure protéique, est une petite partie de 'enzyme qui regroupe le site
catalytique et le site de liaison au substrat. La conformation de I'enzyme confére une
spécificité vis-a-vis du substrat, qui se fixe sur un site de liaison spécifique pour étre
transformé en produit. L'enzyme et le substrat ont une complémentarité, qui conduit
a ce que la réaction soit chimiosélective, régiosélective et stéréospécifique : on parle de
modele « clef-serrure ». L’activité du biocatalyseur est dépendante de plusieurs
éléments : (1) une température et un pH optimum ; (2) l'action d’activateurs ou
d’inhibiteurs enzymatiques ; (3) la présence d’'un cofacteur, espece chimique non
protéique qui participe a la catalyse.

Les enzymes sont classifiées suivant la nomenclature EC (Enzyme Comission)
en fonction du type de réactions catalytiques (Figure II-1B). Ce travail de these s’est
intéressé aux oxydoréductases, connues sous le code EC 1, impliquées dans des
réactions d’oxydoréductions. Dans cette partie, nous traiterons des enzymes
hydrogénases et de mimes de leurs sites actifs.
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1.2 LES HYDROGENASES

I1.2.A INTRODUCTION

Présentes chez les archaes, bactéries et quelques eucaryotes, les hydrogénases
existent sous forme soluble dans les périplasmes, cytoplasmes ou bien liées aux
membranes biologiques.33 En fonction de leur localisation dans les cellules
biologiquess34, elles sont capables de catalyser la réduction réversible des protons en
dihydrogene suivant la réaction suivante :

2H+* + 2e- = H-

Elles sont classifiées en fonction de la nature métallique du site actif : (1) a base d'un
atome ou deux atomes de fer, les hydrogénases [Fe] ou [FeFe] ; (2) a base d'un atome
de nickel et d'un atome de fer, les hydrogénase [NiFe]. Comme précisé dans le Tableau
I1-1, les hydrogénases [FeFe] sont 50 a 100 fois plus actives que les hydrogénases
[NiFe]35 avec une fréquence catalytique de cycles (TOF pour « turnover frequency » en
anglais) de 6000 a 60 000 molécules d’H- par site en s et une activité enzymatique
de I'ordre de 10 a 50 mmol d’H: par min-t.mg.

Types Activité pour oxydation Activité pour la TOF (molécules
d’hydrogénases de I’hydrogéne réduction des d’H. par site en
(mmol substrat min! mg- protons s1)
1) (mmol substrat min-
1 mg-1)
[NiFe] 0.1-1 0.1-1 100 - 1000
[FeFe] 5-10 10-50 6000 — 60 000

Tableau II-1 : Valeurs d'activités et de fréquences de cycles catalytiques pour les hydrogénases [NiFe] et [FeFe].3¢

Ces deux classes d’hydrogénases sont donc capables de réduire réversiblement les
protons.

I.2.B LES HYDROGENASES [NIFE]

I1.2.B (i) Structure et Site Actif

La premiere structure cristalline de I’hydrogénase [NiFe] de Desulfovibrio
vulgaris Miyazaki F. (DvMF) a été obtenue par Higuchi et al. en 1987.37 Presque dix
ans se sont écoulés, avant que Fontecilla-Camps publie la structure de Desulfovibrio
Gigas (Dg).38

Cette protéine est composée (Figure II-2A) : (1) d'une petite sous-unité de 29
kDa, qui contient 1 cluster médian [3Fe-4S], et 2 clusters appelés proximal et distal
[4Fe-4S]. Ces derniers sont des relais d’électrons; (2) d'une grande sous-unité de 63
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kDa, contenant le site catalytique NiFe ; (3) d’'un canal hydrophobe qui s’étend de la
surface de la protéine au site actif, responsable de la diffusion du substrat.34

Grande sous-unité

c#i) ' . /Fe’ \I\Ti/ \Cys
e NCT N\ / ¥
‘ NC X I
Clusters [Fe- CyS

S] : relais
d’électrons

Petite sous-unité

Figure I11-2: (A) Structure de I’Hydrogénase [NiFe] de D.Fructosovorans (PDB : 1FRF). (B) Structure chimique du site actif des
[NiFe].

Le site actif (Figure II-2B) est composé d'un atome de nickel et d'un atome de
fer. Le nickel est coordonné par 4 atomes de soufre dont 2 pontant entre les deux
métaux. La seconde sphéere de coordination comporte 4 résidus cystéines coordonnés
aux métaux via leurs atomes de soufre. La coordination de 'atome de fer est complétée
par deux ligands cyanures (CN-) et un ligand carbonyle (CO). Les cyanures sont o-
donneurs et forment des liaisons hydrogenes avec les acides aminés environnants. Un
troisieme ligand pontant X est parfois présent entre les deux centres métalliques, il
change de nature en fonction de I’état rédox de I’enzyme.

I1.2.B (ii) Mécanisme catalytique

D’une part, les clusters [Fe-S] adoptent plusieurs états rédox au cours du cycle
catalytique, qui ne seront pas détaillés ici. D’autre part, différents états rédox du site
actif ont été caractérisés spectroscopiquement : (1) les formes oxydées Ni-A et Ni-B ;
(2) les formes réduites Ni-C, Ni-R et Ni-L ; (3) les formes inhibées Ni-SCO et Ni-CO.
La Figure II-3 représente le mécanisme catalytique pour les hydrogénases [NiFe]. Ho,
activé par I'état Ni-Sia (NilI-Fell), subit un clivage hétérolytique pour former I’hydrure
pontant Ni-R. L’oxydation du Nil! en Nilll conduit al’espece Ni-C (hydrure de Nilll-Fell)
En 2015, K. Vincent a démontré que I’état Ni-L, complexe Nil-Fell | était impliqué dans
la derniere étape catalytique de l'oxydation d’H..394°Enfin, une derniere étape de
réduction régénere I'état Ni-Sia.
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Figure 11-3 : Mécanisme catalytique pour les Hydrogénases [NiFe].**

II.2.B (iii)Sensibilité au monoxyde de carbone et a I’oxygéene

Il a été démontré par cristallographie aux rayons X et spectroscopie Raman que
les hydrogénases [NiFe] sont réversiblement inactivées par le CO. Deux états distincts
existent en fonction du degré d’oxydation du nickel : Nil-CO42 formé a partir de I’état
Ni-L et Nil-SCO43 formé a partir de Ni-Sia (Figure 1I-4B). Dans les deux cas, I’état
initial se régénere par photodissociation du CO a basse température (cryogénique).

Localisation « in- Types d’hydrogénases [NiFe] En présence d’air
vivo »
Liée aux membranes Ralstonia eutropha Activité catalytique conservée
biologiques Hyd-I de E. Coli4s
Aquifex aeolicus46
Périplasmiques Desulfovibrio vulgaris MF37 Inactivation réversible

Desulfovibrio gigas38

Desulfovibrio Fructovosorans4?

Allochromatium vinosums38-49
Tableau I1I-2 : Hydrogénases [NiFe] tolérantes ou sensibles a I'oxygéne.?®

Le Tableau II-2 récapitule la sensibilité pour l'oxygene de différents types
d’enzymes [NiFe]. Tandis que les enzymes liées aux membranes biologiques
conservent leur activité catalytique sous air, celles localisées dans le périplasme sont
inactivées, mais retrouvent leur fonction apres une étape de réduction.5° La sensibilité
a 1’02 est diie a plusieurs facteurs : (1) le type d’acides aminés présent dans le canal de
diffusion des gaz: il a été démontré qu'une mutation d’'une valine par une cystéine
(localisé pres du site actif) rendait ’enzyme tolérante pendant quelques minutess° ; (2)
le type d’états oxydés, Ni-A ou Ni-B formé, en présence d’oxygene.
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Figure 1I-4 : (A) Formation des états oxydés Ni-A et Ni-B apres activation de I'oxygéne. (B) Etapes d'inhibitions de Ni-Si, et
Ni-L par le CO pour former les états Ni-SCO et Ni-CO.

La forme Ni-B, qui conduit a ’'apparition d'un ligand pontant hydroxo entre le
complexe Fell-Nilll, est réactivée en quelques minutes en présence d’H-: il est appelé
« ready state ».”” A contrario, la forme Ni-A est appelée « unready state » puisque sa
réactivation requiert un traitement de plusieurs heures dans des conditions réductrices
(Figure II-4A). La structure du Ni-A n’était pas bien définie, jusqu’a la cristallisation
en 2015 par Fontecilla-Camps de différentes structures d’états oxydés de I’enzyme D.
fructovosorans.5! 1l a été proposé qu’un ligand pontant hydroxo se forme entre le fer
et le nickel et que I'une des cystéines coordonnées au nickel était oxydée. (Figure
I1-4A).5253 Récemment, Bruschi a déterminé par calculs DFT, laquelle des structures
cristallographiques proposées par Fontecilla Camps était la plus stable.53

I.L2.C  LES HYDROGENASES [NIFESE]

Les hydrogénases [NiFeSe], sous-classe des [NiFe], ont été cristallisées dans
deux organismes différents : Desulfomicrobium baculatum (Db)5455 et Desulfovibrio
vulgaris Hildenborough (DvH).

La différence structurale entre les deux enzymes se situe au niveau du site actif
(Figure II-5), dans lequel une cystéine coordonnée au nickel est remplacée par une
sélénocystéine (SeCys). Cet hétérodimere mesure 26 et 49 kDa. Le relais d’électrons
est composé de 3 clusters [4Fe-4S]. Elle est moins sensible a 'oxygene que les [NiFe]
diie a la réactivité spéciale de la sélénocystéine vis-a-vis de O, qui s’oxyde
réversiblement en sélinate (O=Secse-O-).55
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Figure II-5 : (A) Schéma du site actif de la Db [NIFeSe] dans la petite sous-unité : la sélénocystéine est indiquée en violet,
I'atome de nickel en rose, le fer en marron, les carbone en cyan, les azotes en bleu et I'oxygéne en rouge. (b) Site actif des
[NiFeSe]

I.2.D LES HYDROGENASES [FEFE]

I1.2.D (i) Structure et site actif

La plupart des hydrogénases [FeFe] étudiées sont produites chez les algues
vertes, les organismes Clostridia et Desulfovibrio. En 1998, Peters et al.5¢ ont cristallisé
la premiere structure de I’hydrogénase [FeFe] de Clostridium pastenarium I (Cpl).
Cette derniere est composée d’'une seule sous-unité contenant 3 clusters [4Fe-4S], un
cluster [2Fe-285] et le site actif, appelé H-cluster (Figure II-6A).

Cluster [2Fe-2S] — Y NH
/
[SsFeq] ’\
|
3 Clusters [4Fe-4S] : relais S S
dél 7 ol
électrons f Cys \ \\\28‘9

H-cluster du site & d e,

. e
actif [4Fe-4S] 7 oc \\\\\\‘/ p\ V \ "meN
Site actif contenant N C 8 CO

deux ions Fe

Figure 11-6 : (A) Structure de I’hydrogénase [FeFe] de Clostridium pasterianum I (Cpl). (PDB : 4XDC) (B) Composition du H-
cluster : un complexe dinucléaire composé d’un atome de fer proximal Fe, et d’un atome de fer distal Fe,.

Le site catalytique est commun a toutes les enzymes: il s’agit d'un complexe
dinucléaire de fer proximal et distal ponté par un ligand carbonyle et un ligand
azadithiolate. Les deux fers sont chacun coordonnés par un CO et CN-. Enfin, 'atome
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de fer proximal (le plus proche de la surface de la protéine) est coordonné au cluster
[4Fe-4S] via une cystéine (Figure II-6B).

Tout comme les hydrogénases [NiFe], elles contiennent un canal gazeux
composé d’acides aminés hydrophobes pour permettre la diffusion des especes, H2(g),
02(g) et CO(g), de la surface de la protéine au site actif. Les clusters [Fe-S] jouent le
role de relais électroniques en adoptant différents états rédox. Un réseau de relais de
protons a également été décrit :57 ces derniers sont transférés de la surface au site actif
via trois glutamates, une sérine, une molécule d’eau et une cystéine localisée pres du
H-cluster.

I1.2.D (ii) Mécanisme catalytique

Le site actif des hydrogénases [FeFe] passe par plusieurs états rédox au cours
du mécanisme catalytique réversible de production d’H> (Figure II-7). Le transfert
d’électrons des divers clusters [Fe-S] jusqu’au H-cluster de la protéine et les
changements d’états rédox associés permettent d’activer I'enzyme pour conduire a un
état oxydé Hox [Fell-Fe!]. Sa réduction monoélectronique couplée a une étape de
protonation de I'azote (du ligand azadithiolate) conduit a I’état Hrea [Fel-Fel(H)]. Une
étape d’addition oxydante se poursuit pour donner I’espece [Fe!l-Fell(H)] dans laquelle
I’amine protonée a été transférée sur le fer distal. Ensuite, une deuxieme réduction
couplée a une protonation donne I'état Hox (H*,H-) [Fell-Fel(H+,H-)] dans lequel un
deuxieme proton se coordonne a l'azote. Enfin, un réarrangement tautomérique
permet la formation d'une molécule d’H- coordonnée sur le fer distal. Au cours de ces
différentes étapes, le cluster [4Fe-4S] passe par divers états rédox qui ne seront pas
décrits ici.58
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Figure 1I-7 : Mécanisme catalytique de la réduction réversible des protons des hydrogénases [FeFe]. Adapté de 3458
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I.2.D (iii) Sensibilité a I'oxygéne et au monoxyde de carbone

Ces enzymes sont également sensibles au monoxyde de carbone et a 'oxygene.
Il a été récemment montré que 'oxygene se liait au H-cluster pour conduire a une
rapide inactivation enzymatique, voire a sa dégradation.59 Le monoxyde de carbone se
coordonne a I’atome de fer distal pour former un état oxydé Hox-CQO.6°

I1.2.E  CONCLUSION

Les hydrogénases réduisent réversiblement les protons a des surtensions faibles
et fréquences catalytiques de cycles élevées (100 000 s). Les mécanismes catalytiques,
déja bien décrits, ont notamment été renforcées par des études électrochimiques (voir
V.II.B.(ii).Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Plus ou moins tolérantes a 1
‘oxygene, les hydrogénases doivent étre manipulées précautionneusement (en
condition anaérobie) pour conserver leurs propriétés catalytiques.

Le biomimétisme s’attelle a tout ce qui s’inspire de la nature. De cette
thématique est née la chimie bio-inspirée qui tente de mimer les fonctions physico-
chimiques présentes dans la nature. Le paragraphe suivant définit de facon claire les
termes souvent confus de biomimétisme et bio-inspiration et applique ce champ de
recherche aux enzymes hydrogénases.

11.3 LES COMPLEXES BIO-INSPIRES DES HYDROGENASES

11.3.A INTRODUCTION : BIOMIMETISME VS BIO-INSPIRATION

Venant du grec «bios», vie, et « mimesis» imitation, le terme de
biomimétisme a été repris en 1997 par la scientifique américaine Janine Benyus dans
son livre intitulé Biomimicry : Innovation Inspired by Nature.®! Cela désigne le fait de
sinspirer de la nature pour réaliser des innovations. Le biomimétisme a lieu a
plusieurs échelles : les formes du vivant, les matériaux et processus de fabrication,
I'interaction des especes entre elles ou encore les différents principes de
fonctionnement des écosystemes. Domaine de recherche en plein essor, la France est
un pays précurseur en la matiere avec la création du Centre Européen d’Excellence en
Biomimétisme de Senlis (CEEBIOS) en 2015.62

Dans la suite de ce manuscrit, nous ferons la distinction entre biomimétisme et
bio-inspiration, en particulier dans le contexte de la conception de catalyseurs, sans
métaux nobles, modeles des enzymes. Comme nous 'avons vu précédemment, les
enzymes fonctionnent dans des conditions particulieres de températures, pH
optimum et doivent-étre produites dans des organismes vivants, puis purifiées. Dans
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une optique de réduction des cofits et production a grande échelle, la chimie bio-
inspirée permet de synthétiser des catalyseurs performants en s’affranchissant de ces
conditions spécifiques. Ainsi, un modele bio-inspiré aura une fonction catalytique
identique a ’enzyme mais sa structure chimique pourra en étre différente. Par contre,
nous appellerons complexe biomimétique, toute molécule qui mime le site actif de la
facon la plus proche possible en reproduisant ou non les fonctions catalytiques.

11.3.B  VERS L'ELABORATION DE MODELES D’"HYDROGENASES

La rupture de I’hydrogene peut se faire selon deux mécanismes. Le clivage
hétérolytique a lieu au cours de la réaction d'une espéce hydrure avec un acide, dans le
cas de la réduction des protons, ou d'une base, dans le cas de ’oxydation. La rupture
homolytique se produit avec le couplage symétrique de deux hydrures. En général,
deux centres métalliques sont nécessaires pour qu’elle ait lieu (Figure II-8).

Clivage homolytique

2MCH —= 2M* + H,

Clivage hétérolytique
H

M-<H + B — M| |—=M* + H,

H

Figure 11-8 : Mécanismes homo- et hétérolytiques pour la réduction des protons.

Afin de modéliser au mieux le site actif de ces enzymes et conserver les fonctions
catalytiques, il est important de prendre en compte divers points au cours de la
synthese de mimes :

e La premiére sphere de coordination des métaux est riche en soufre, élément mou
dans la théorie HSAB ;

e Une base pendante (uniquement chez les hydrogénases [FeFe]) est située dans la
seconde sphére de coordination du métal pour éviter sa liaison au centre
métallique. Elle est impliquée dans la rupture de la liaison métal-hydrure et
I’activation de la liaison H-H ;

e Le modele est bimétallique et on peut penser quune redistribution électronique
entre les métaux a lieu pour stabiliser les intermédiaires ;

e Varier les ligands, ’encombrement stérique, la présence de relais de protons, ou de
donneurs d’électrons influencent la réactivité ;

e Favoriser la rupture hétérolytique de I'hydrogene. Ce procédé est en compétition
avec I’addition oxydante de ’hydrogeéne pour former un hydrure. Au site actif des
hydrogénases, la rupture de H-H est hétérolytique et favorisée par la présence d'une
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base pendante. Ainsi, le contréle de la densité électronique autour du métal et la
rétrodonation joue sur la vitesse de déprotonation. Par ailleurs, I’addition oxydante
est restreinte lorsque I’encombrement stérique autour du complexe dihydrogené
est important (Figure I1-8).

e Ladiminution de la surtension est controlée par la nature du centre métallique, les
ligands ou la structure du catalyseur.

11.3.C LES MODELES BIOMIMETIQUES
II.3.C (i) Complexes hétorodinucléaires de type Ni-M

Les premiers modeles fonctionnels des hydrogénases [NiFe] étaient des
complexes hétérodinucléaires Ni-Ru. Cela s’explique par le réle important des ligands
o-donneurs CO et CN- autour du fer (dans le site actif de ’enzyme), qui servent a
moduler les propriétés électroniques et la réactivité. La chimie du ruthénium est
beaucoup plus souple. Ainsi, le premier catalyseur actif a été publié en 2006 par Artero
et Fontecave sous la forme d'un complexe nickel-ruthénium [Ni(xbsms)Ru(CO)-Cl-]
(Figure 1I-9A).%3 Ce dernier réduit les protons en présence de triéthylamine dans le
DMF atteignant un TON de 45. Dans la méme lignée, d’autres dérivés ont été
synthétisés.64-66

En 2007, Ogo propose un nouveau type de complexe NiRu aquahydrure
catalysant l'oxydation de H: en solvant aqueux.67 Malgré les caractérisations
spectroscopiques de la structure cristalline, aucune étude électrochimique en catalyse
homogéne n’a été fournie.

En 2011, Fontecave et Artero substituent le centre ruthénium par un
manganese. [Ni(xbsms)Mn(CO)3(H2=0)]+* produit de I’hydrogene en présence d’acide
trifluoroacétique dans le DMF (Figure I1-9B). Apres 4 heures d’électrolyse, 2,5 mL d'H-
ont été produits avec un rendement faradique de 94%, un TON de 15.8 et une
surtension de 860 mV.%8 Deux ans plus tard, ces performances sont améliorées par
I’équipe de Song.59

A B

ol CO
Oy ©: A
S\N.</ o / \ co

[Ni(xbsms)Ru(CO),(Cl),] [Ni(xbsms)Mn(CO),(H,0)]*

Figure 11-9 : (A) Premier modéle fonctionnel des hydrogénases [NiFe] proposé par Artero et Fontecave en 2006.%3 (B)
Complexe NiMn proposé par Artero et Fontecave en 2011.%8
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I1.3.C (ii) Complexes dinucléaires NiFe

ﬁ’rem/ers modeles non fonctlonnels ) N
CN _l
\ /s\ /co Bt Sa 4 S\ L <0
co N_< N L o
\ / CO
\ Darensbourg, 1996 Tatsumi, 2005 /
Vode - S 0O \
Modéles fonctionnels pour la productiond’H, by _l -
+ /—\ + g CO
Ph co s. .S, Q NiFe=C0
Pl _niZE—relco (;C: W el ASRIER
PP/ N co ] CO
Q’\\Ph
\ Ph  Rauchfuss, 2009 Artero, 2010 Lubitz, 2012 )
mode/esfonct/onnels bidirectionnels 1 \
+ -
F—l
ﬂ ~H Ph «_CNBAr
N /S: OEt)B Ph, l ,(S/Fe{—CO Catalyseurs
N Fe\ P(OEt); &, CNBArF, de DuBois
P(OEts) \ Ph
\_ Ogo, 2013 Rauchfuss, 2013 j

Figure 11-10 : Exemples de différents modéles biomimétiques d'hydrogénase [NiFe]

Depuis la publication de la premiere structure cristalline en 1995, la
construction du site actif des hydrogénases a inspiré de nombreux chimistes. Quelques
exemples de complexes dinucléaires NiFe sont présentés dans la Figure II-10. Le
premier modele structural a été proposé par Darensbourg en 19967°. En 2005, Tatsumi
propose une nouvelle voie de synthese qui permet I’ajout d’'un pont dithiolate ainsi que
de ligands carbonyles et cyanures autour du fer.”? Comme plus d’'une cinquantaine
d’autres exemples de la littérature,”> ces modeles ne présentent aucune activité
catalytique.

Il faudra attendre 2009 pour voir apparaitre le premier modele fonctionnel
décrit par Rauchfuss”3 sous la forme d’'une espece hydrure pontante, qui mime 1’état
Ni-R de I’enzyme. Ce catalyseur est actif pour la production d’H- en présence de d’acide
trifluoroacétique dans le DMF. En 2010, Artero74 publie un cluster avec des ligands S,
autour du nickel et cyclopentadiényle autour du fer capable de produire 3.35 mL d’H-
apres 4h d’électrolyse et un nombre de cycle (TON) de 20. Cependant, sa surtension
de 730 mV écarte toute utilisation. Enfin, en 2012 I’équipe de Lubitz7s synthétise un
complexe dinucléaire avec une fonction thiol protonée, modele d'un intermédiaire
catalytique de I’hydrogénase [NiFe]. Deux modeles protonés et déprotonés ont été
isolés et réduisent les protons a une surtension de 540 mV, un TON de 20 et un TOF
compris entre 5 et 8h-.

Dans la nature, les hydrogénases agissent bi-directionnellement. En 2013, Ogo76
propose le premier cluster Ni-Fe mimant cette catalyse réversible en introduisant
notamment des ligands triéthylphosphore sur le fer. En présence d'une base forte
(méthanoate), ce complexe active le clivage hétérolytique d’H- dans un mélange
MeCN/MeOH a température ambiante. Aucune étude catalytique électrochimique
n’étant proposée, nous ne pouvons pas évaluer les performances de cette molécule.
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La méme année, Rauchfuss?’ publie, sur la base de la molécule de 2009, un modele
hydrure avec deux ligands cyanures protégés par un trifluorophénylborane qui permet
d’inhiber la basicité des cyanures pour éviter leurs coordinations avec le centre nickel
ou avec ’hydrogene moléculaire. L’étude électrochimique de ce mime de I’état Ni-R
suggere que l'oxydation est centrée sur le fer, contrairement a 'enzyme qui oxyde le
Ni(II) en Ni(IIT). En présence d’'une base, la catalyse d’oxydation d’'H- en protons a lieu,
tandis que l'utilisation d’un acide fort comme HCI induit la libération d’H- de I'espece
hydrure formée. Une valeur de TOF de 0.98s? est observée pour le processus
d’oxydation. Le mécanisme de production d’H> pour des modeles des hydrogénases
[NiFe] a été détaillé récemment.”8

Enfin, Duboc et Artero79 proposent en 2016, la synthéese d’'un nouveau complexe

Ni(I)-Fe(II) (Figure II-11) dont la réactivité est pour la premiere fois centrée sur le
nickel. Deux intermédiaires catalytiques qui reproduisent les caractéristiques
structurales et électroniques des états Ni-R et Ni-L ont été isolés.
En présence de 50 équivalents Ets;NHBF,, source de protons, le catalyseur produit de
I’hydrogene avec un TON de 16, un rendement faradique de 70 % et une surtension de
l'ordre de 500 mV. L’étude cinétique par la méthode du pied de vague (FOWA pour
« foot of the wave » en anglais) a permis de calculer une constante de catalyse cinétique
du second ordre (kecat) de 'ordre de 2.5 x 104 M-t.s! et un TOF de 250 s dans les
conditions utilisées.

Figure 1I-11 : Structure du cluster Ni(ll)-Fe(ll) proposé par Duboc et Artero.”®

En parallele de tous ces travaux, I’équipe de DuBois aux USA a proposé la
synthese de dérivés de complexes de nickel mononucléaires qui agissent parfois
réversiblement. Le principe de fonctionnement et leurs performances de ces
catalyseurs sont détaillés dans la partie = Complexes de nickel bis-diphosphine
mononucléaires bio-inspires pour I'oxydation et la réduction de 'hydrogenell.4 de ce
chapitre.

I1.3.C (iii)Complexes dinucléaires FeFe

La synthese de mimes de sites actifs d’hydrogénases [FeFe] doit intégrer
plusieurs éléments présents dans I'enzyme :

e Un complexe dinucléaire stable avec un encombrement stérique important pour
laisser un site de coordination accessible a I’hydrogene ;

e La présence de relais de protons sous la forme de bases pendantes telles que des
ligands azotés ;
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e Un relais d’électrons mimant la fonction des clusters [4Fe-4S]: en ce sens les
modeles intégrant des ligands non-innocents (électroactifs) ont une chance de
montrer une meilleure activité catalytique.

A B C

=NBn C>NH
i : Ph I I
¥PE‘ E Phy N ’ E Ph, ocC S co
N\ 45
- re

GESA’ P S _P .
Fe e Fe
W \ j j W S
OC\\ /\\ / OC / ‘\P / ocCV / EY

N N B
CcO ocC P
th Ph,

Figure 1I-12 : Exemples de complexes dinucléaire FeFe (A) Rauchfuss, 20125, (B) Caroll, 2012.8* (C) Jones, 201382

En 2005, Pickett83 propose la premiere synthése d'un complexe FeFe intégrant
un cluster [4Fe-4S], actif pour la réduction des protons. Au cours des années qui ont
suivi, de nombreux modeles de 1’état Hred58:84, impliqués dans la production d’H- ont
été proposés. En 2008, I’équipe de Darensbourg®s propose un modele de I’état Hoxdans
lequel le fer adopte, comme dans le site actif de I’enzyme, une valence mixte [Fell-
Fel].

Dans une étude récente, Rauchfuss et Camara8? (Figure II-12A) ont synthétisé
un mime fonctionnel capable d’activer H: en intégrant : (1) un centre FeFe réactif ; (2)
une amine qui joue le role de relais de protons ; (3) et pour la premiére fois un module
rédox, sous la forme dun décaméthylferrocene lié a une trialkylphosphine. Ce
complexe original est capable d’oxyder H. en présence d’'une base de facon
équimolaire, avec un TON assez faible de 0.4 h.

En 2013, Caroll décrit le role des amines, en tant que relais de protons, dans le
mécanisme catalytique en synthétisant un modele sans et avec ligand azadithiolate
(Figure II-12B).8t Ainsi, les especes comportant 'amine sont plus actives pour la
réduction des protons avec des TOF allant jusque 58 000s et 500 mV de surtension.

La présence de ligands non-innocents bipyridines, dans un modele dinucléaire, a été
étudiée par Jones en 2013 (Figure II-12C).82 La substitution d’une bipyridine sur le
complexe [Fe2(pdt)(CO)s] pour conduire a [Fe2(pdt)(CO)4bipy] permet d’induire la
réduction des protons. La catalyse a lieu dans des conditions d’acides forts ou faibles
avec des mécanismes différents.

Tres récemment, Gloaguen a détaillé les mécanismes impliqués dans
I’électrocatalyse de réduction des protons pour des complexes di-fer azadithiolates.86
Des conditions acides fortes impliquent deux réductions distinctes. Les procédés
catalytiques, dont les potentiels rédox sont les moins négatifs, sont initiés par une N-
protonation des complexes di-fer dithiolate et limités par une rupture hétérolytique
lente de ’espece dihydrure formée en présence d’H-. Lorsque la réduction a lieu a un
potentiel plus négatif, la rupture hétérolytique est plus rapide. Ainsi, ils ont démontré
que la réduction d’'une forme N-protonée conduit a une réaction tautomérique pour
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former un intermédiaire Fe-H, comme dans le mécanisme catalytique de I'enzyme.

Le Tableau II-3résume les performances des différents modeles biomimétiques
cités dans cette section. La plupart des modéles bio-inspirés, qui regroupent les
catalyseurs gardant la fonction d’activation ou de production d’H- avec une structure
chimique différente, sont actifs pour la réduction des protons. Ils ne seront donc pas
détaillés dans ce manuscrit (plus de plus amples informations, voir ’'annexe III page
256).

11.3.0 CONCLUSION

Les modeles biomimétiques et bio-inspirés des hydrogénases sont présentés ci-
dessous dans le Tableau II-3. Leurs performances catalytiques ont été étudiées, en
catalyse homogene, dans des solvants organiques en présence d’acides plus ou moins
forts. La plupart d’entre eux sont actifs pour la réduction des protons.

Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a 1’étude en catalyse
hétérogene des complexes de nickel de DuBois. Ces modeéles biomimétiques dépassent
largement les peformances des catalyseurs présentés jusqu’a maintenant. Leur
structure commune, un complexe de nickel mononucléaire bis-diphosphine, est
facilement modulable en faisant varier les groupements chimiques de la premiere et
seconde spheére de coordination. Les études détaillées, en termes de calculs
thermodynamiques et DFT, ont permis de comprendre de fagcon claire les
mécanismes catalytiques de THOR et 'HER.
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Tableau I11-3 : Comparaison des performances de divers modéles bio-inspirés des hydrogénases [NiFe] et [FeFe]

32

COMPLEXES

[LN252NiFe(Cp)(CO]

[(dppv)Ni(pu-pdt) Fe(CO)(dppv)]

[H(CO).(CNBATrF,),Fe(pdt)Ni
(dppe)]>

[(u-pdt)Fe,(CO)4(x>bpy)]
[Ni(RN(PPhs,),)(USEt)o(uCl)Mn
(CO)s]

(R= p-MeCsH,CH,)
[Ni(xbsms)Ru(CsMes) (C1)]+

[HNi(xsbms)(u-CO)(u-S)
Fe(CO).S](BF,)

[HFe,(adtNEH)(CO). (dppv)ala+

[Fe2[(SCH2)2NBn](CO)3
(FcP*)(dppv) ]+
(FcP* = Cp*Fe(C;Me,CH,PEL,))

[Ni(xbsms)Mn(CO); (H.O)]*

[Ni(xbsms)FeCp(CO)] (BF,)

TYPE DE
CATALYSE

Réduction

Réduction

Oxydation

Réduction

Réduction

Réduction

Réduction

Réduction

Oxydation

Réduction

Réduction

CONDITIONS
CATALYTIQUES

Et;NHBF, :
MeCN
CF,COOH :
MeCN

p-TsOH : MeCN
CICH.COOH :
MeCN

1atm. H,
DBU

AcOH: MeCN
AcOH: MeCN
HBF, :MeCN

p-TsOH: MeCN
TFA : DMF

CF,COOH :
MeCN ou DMF

TFA : DCM

P(o-tolyl);:
CHzcl2

TFA : DMF

TFA : DMF

SURTEN-
SION
(MV)

500

380

700

570

500

860

730

ToN

16

11

17.1

32

16

20

TOF

250 st

480 st

8 ht

16 ht

0,4 h1

5h

RENDE-
MENT
FARADI-
QUE (%)
70

93

90

90

94

72

QUANTITE
H.
PRODUITE
(ML)

3,35

ANNEE

2016

2016

2013

2013

2013

2013

2012

2012

2011

2011

2010

REF.

Duboc et
Artero79

Rauchfuss
78

Rauchfuss
77

Jones
82

Song
69

Artero
64

Lubitz
75

Rauchfuss
81

Rauchfuss
80

Artero

68

Artero74



[NiCl(xbsms)Ru(CO); (CD)]

[(CO)(dppe)Fe(pdt)(u-H)Ni
(dppe)]*

[HFex(S2C3He)(CO)2 (dppv).]*

[NiL(H-O)(u-H)Ru(n-CsMes)1(SO,)
(L=N,N’-diméthyl-N,N’-bis(2-
mercaptoéthyl)-1,3-
propanediamine)

[Fe,S4(SCH3)3{ Feo(CH5C(CH:S)3)
(CO)s 11

Réduction
Réduction

Réduction

Oxydation

Réduction

Et;NHCI : DMF

CF,COOH : DCM

HBF,:DCM
H.0, 20°C,

0.1MPa

4,6diméthylpyri-
dinium
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2009

2009

2008

2007

2005

Artero
65

Rauchfuss
73

Rauchfuss
84

Ogo
67

Pickett
83
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1.4 COMPLEXES DE NICKEL BIS-DIPHOSPHINE MONONUCLEAIRES BIO-INSPIRES
POUR L’OXYDATION ET LA REDUCTION DE L"HYDROGENE

I.L4.A LEs CATALYSEURS DE DUBOIS

II.4.A (i) Présentation

Les catalyseurs de DuBois sont composés d'un complexe monucléaire de nickel
(IT). Les ligands de la premiére sphére de coordination ont connu plusieurs évolutions
depuis leur apparition dans les années 2000. Aujourd’hui, la structure finale est
uncomplexe de nickel entouré de deux ligands bis-diphosphine en géométrie pyramide
a base carrée « distordue ». Ils sont référencés de la facon suivante : [Ni(P2RN2R'),]n+
(Figure I1-13) avec PoRN-R ligand 1,5-diaza-3,7-diphosphacyclooctane.

N<— Base pendante : relais de protons

\ / \
I Centre métallique nickel (I1)
N|
I

R R Pu-“n ere sphere » coordination : relais

Figure 11-13 : Structure du catalyseur de DuBois.

La premiere sphere de coordination comprend les ligands qui sont directement
attachés au métal, ici les quatre atomes de phosphore. La seconde sphere de
coordination integre des groupes fonctionnels qui interagissent préférentiellement
avec le substrat. Le motif P-RN2R’ porte des bases pendantes amines, relais de protons,
proche du ligand azadithiolate du site actif des hydrogénases [FeFe]. Ce catalyseur est
également bio-inspiré des hydrogénases [NiFe] puisque le centre métallique est un
atome de nickel (II). Les complexes de DuBois sont actifs pour I'oxydation d’'H-, la
réduction des protons ou bien fonctionnent bidirectionnellement. La modulation des
groupes R et R’ influence le biais catalytique.

I.4.A (ii) Comment moduler le biais catalytique ?

Le biais catalytique est défini comme la tendance d’un catalyseur a oxyder ou
réduire un substrat en produit. Dans le cas des complexes de DuBois, les ligands de la
premiere et seconde sphere de coordination sont fortement impliqués dans la
modulation du biais catalytique.
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1. Lerdle de la premiére sphéere de coordination

La premiere sphere de coordination influence les propriétés du centre
métallique comme par exemple la présence ou 'absence de sites de coordination
vacants, le potentiel rédox, 'accessibilité stérique ou bien la densité électronique.8” Les
premiers complexes synthétisés, [Ni(diphosphine).]2*, étaient composés de deux
ligands diphosphines. Des études thermodynamiques et spectroscopiques ont permis
de déterminer les valeurs de pKa et I'hydricité des especes [NiH(disphosphine)]+.
L’hydricité correspond a I’énergie libre (kcal.mol) requise pour cliver la liaison M-H
et générer un ion hydrure H-.88 En général, une valeur de pKa élevée est attribuée a un
complexe portant des groupements électroattracteurs sur les phosphores.

Par ailleurs, les angles diedres, P-M-P formés entre le nickel et les phosphores
adjacents, influencent fortement la fixation des ions hydrures sur le métal : quand le
substituant R a un fort encombrement stérique, ’angle diedre augmente, I’accessibilité
au métal est donc plus importante et le complexe est un meilleur accepteur d’hydrure.
[Ni(depp)]2* (depp = Et-P(CH2)3PEt-) en est un exemple puisque son hydricité permet
le clivage hétérolytique d’H- en présence d’une base.89

2. Lerdle de la seconde sphére de coordination : vers Uintégration de bases
pendantes

Tandis que le centre métallique coordonne des hydrures, les bases pendantes
sont des accepteurs intramoléculaires de protons, qui influent énormément les
performances catalytiques.

A 2+ H + |
B,  Eb ’ T | Etz | TOF<0.2 5!
= 2 P, 1 1 _
"N Nil! :> n=12v
7R/ NER \RT R !
Et, Et, Et, Et, |
Ni(de z 21
B [Ni(depp),] e I
2+ 1
Frtz |1:-t2 113 Etz | % :
P -1
N, Nl 1 TOF<0.2s
Me” \/ / \P\/ Me Me” \/ / '\FI, | n=0.5V
Et2 Et2 Etz Etz 1
: 1
[Ni(PNP),]** |
2+ 2+ |
C t-Bu, H N/t -Bu :
N3 = -1
py CX I l7 Cy\P\ Cy : TOF=50s
N|" P s/Nu" ------ P i n=04V
Bn CyQ N ’ ---- N |
y t—BU 1
[Nl(chyNzt B tBu” :
1

Figure 11-14 : Evolution de la structure des complexes de nickel jusqu'a I'intégration de bases pendantes.

Le complexe [Ni(depp):]2+ (Figure II-14A) est la premiere génération de
catalyseur, sans base pendante, pour 'oxydation d’H-. Ainsi, l'utilisation d’'une base
externe triéthylamine est requise pour réaliser le clivage d’H.. La catalyse est lente
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(TOF < 0,2s1) et la surtension élevée (1,2V).89 Dans le second exemple (Figure I1-14B),
une base pendante méthyle est ajoutée dans la seconde sphere de coordination. La
rupture hétérolytique d’'H- conduit a la formation d’une espéce hydrure dans laquelle
un ligand phosphine PNP est protoné, ce qui conduit a une forte diminution de la
surtension (de 1,2 V a 0,5V). Ceci s’explique par un mécanisme PCET lors de
l'oxydation de I’hydrure [HNi(PNP)]2*: le transfert d’'un électron a I’électrode est
couplé au transfert d’'un proton du nickel a un atome d’azote. Cependant, le TOF reste
encore tres faible.

La fixation d’H2 sur le catalyseur peut engendrer une interconversion chaise-
bateau, ce qui a pour conséquence de diminuer la distance entre les bases pendantes
protonées et le nickel, afin de stabiliser I'hydrure. C'est ce qui se produit avec
[Ni(PNP)]2+. Finalement, les bases pendantes ne sont pas assez proches des sites
vacants du centre métallique, comme dans le cas des hydrogenases [FeFe]. Ainsi, des
complexes avec des ligands cycliques P-RN2R ont été synthétisés pour forcer au moins
un des ligands diphosphine a adopter une conformation bateau et ainsi positionner les
bases pendantes au plus proche du centre métallique. De ce fait, [Ni(P2CYNot-Bu), ]2+
(Figure II-14C) oxyde H- avec un TOF beaucoup plus élevé égale a 50 s et une
surtension minimale de 400 mV.9%° Les bases pendantes limitent l'interconversion
chaise-bateau, qui est une barriére énergétique importante au cours du cycle
catalytique et augmentent la vitesse de rupture hétérolytique de H-.91

11.4.B  MECANISMES CATALYTIQUES

Deux cycles catalytiques ont été proposés en fonction du type de bases externes
présentes en solution (Figure II-15). La premiere étape est la réduction de Ni(II) en
Ni(0) couplée a la protonation des bases pendantes en position endo pour former le
premier intermédiaire observable92 endo/endo (ee2*). Au cours de cette étape, un
clivage hétérolytique rapide de la liaison H-H suivi par un transfert de proton
réversible entre le métal et les bases pendantes ont lieu. D’autres isomeres peuvent se
former, mais des études en DFT et RMN ont montré que I’'espece ee2+ était la seule
impliquée dans la catalyse.o

ee2+ est ensuite oxydé (voie 1) ou déprotoné (voie 2). Une base avec un
encombrement stérique important (voie 1) favorisera I’'oxydation pour former I’espece
Ni(I) ee3+. La base externe réalise un échange de proton intermoléculaire avec le
complexe. En effet, une base encombrée et faible n’est pas capable de déprotoner
I’espece ee2+, surtout si la géne stérique sur les groupements R et R’ est importante. La
déprotonation de ee3* pour former e2+ est thermodynamique favorable a cause de la
charge globale plus élevée. De plus, la rupture de la liaison hydrogene Ni—HN diminue
lalongueur de la liaison Ni-N permettant une meilleure accessibilité du proton présent
sur la base pendante pour la derniére étape de déprotonation qui conduit a 'espece
Ni(I). Enfin, une derniere oxydation conclut le cycle catalytique pour régénérer le
complexe de départ Ni(II).
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En présence d’une base forte (n-butylamine) ou de triéthylamine en présence d’eau, la
déprotonation de ee2+ a lieu pour former ’espece hydrure NiH+. Cette étape empéche
la formation d’autres isomeres. S’ensuit une étape d’oxydation a un potentiel plus élevé
(que pour la formation de ee3*) a cause des réactions de transfert de protons inter- et
intramoléculaires et de transferts d’électrons, qui résultent de la formation de
Iintermédiaire e2*. Enfin, des étapes de déprotonation et d’oxydation régénerent
I’espece Ni2+. L'utilisation d'une base faible en présence d’eau conduit a des échanges
de protons intermoléculaires via un mécanisme concerté entre la formation de
Ihydrure et la présence de liaisons hydrogenes entre les molécules d’eau et les bases
pendantes. Ainsi, I'eau agit en tant que relais de protons entre la base exogene et les
bases pendantes.
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Figure II-15 : Différents mécanismes catalytiques d'oxydation d'H, pour le complexe de nickel bis-diphosphine
[Ni(PRNSR) ],

Le mécanisme de réduction a lieu dans le sens inverse des aiguilles d'une montre sur
la Figure II-15.

11.L4.C  UTILISATION DE LA THERMODYNAMIQUE POUR CONTROLER LE BIAIS CATALYTIQUE

DuBois a développé une méthode, basée sur des calculs thermodynamiques, qui
prédit le biais catalytique des complexes de nickel en fonction des substituants R et R’
présents sur les bases pendantes et les phosphores. La mesure des enthalpies libres de
réaction a chaque étape du cycle catalytique permet de calculer AG° H, Les complexes
pour lequel AGPH, est positif, produiront de I’hydrogéne. A l'inverse, si AG°H, est
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négatif, 'oxydation d’H> aura lieu. Cette étude a été développée en détail dans de
nombreuses revues.87:91.93

Les complexes [Ni(P-PhN,C6H4X), ]2+ ou1 X = Br ou OMe ont été synthétiséso4 afin
d’étudier une augmentation de I’acidité des bases pendantes protonées sans modifier
la géne stérique. Etant donné que -OMe est un meilleur donneur d’électrons que —Br,
son pKa est plus élevé (11,9 vs 9,4). Le complexe avec le substituant Br est alors plus
acide, la déprotonation des bases pendantes est plus rapide et donc la catalyse plus
importante. En effet, le TOF augmente d'un facteur 2, passant de 480s! avec le
substituant —OMe a 1040s! avec le substituant —Br.

La substitution d’'un groupement phényle sur le phosphore par un méthyle
augmente les propriétés de donneurs d’hydrure du centre métallique et ainsi le TOF
d’'un facteur 100. A contrario, la présence d’'un substituant R encombré sur les
phosphore conduira a un ralentissement de la catalyse de production d'Ho.

1.5 VERS UNE NOUVELLE CLASSE DE COMPLEXES DE NICKEL BIO-INSPIREE
INTEGRANT DES ACIDES AMINES DANS LA SPHERE DE COORDINATION EXTERNE

I1.5.A [INTRODUCTION

Les complexes de nickel bis-diphosphine de DuBois ont fait des avancées
remarquables pour mimer au mieux le site actif et les fonctions catalytiques des
hydrogénases [FeFe] et [NiFe]. Ils sont bidirectionnels, mais avec des surtensions
minimales importantes. Les réactions HER et HOR sont étudiées dans des conditions
différentes : dans un solvant organique en présence d'une source de protons acides
pour la réduction des protons, et d'une base forte pour 'oxydation d'H>. En 2011,
Wendy J. Shaw propose la synthése de dérivés [Ni(P-PhN.Ph-R)]2+ dans lesquels des
acides aminés et dipeptides sont ajoutés dans la sphéere de coordination externe.9 Les
fréquences catalytiques de cycle de production d’H- augmentent de plusieurs ordres de
grandeurs, démontrant le réle important de ces substituants sur les performances
catalytiques.

I1.5.B  MODULER LES SUBSTITUANTS DE LA SPHERE DE COORDINATION EXTERNE

Afin d’augmenter les performances catalytiques, il convient de prendre en
compte plusieurs facteurs: (1) les effets électroniques (donneurs ou accepteurs
d’électrons) ; (2) I'encombrement stérique autour des bases pendantes ; (3) le role de
I’eau en tant que base exogene.

La synthese de divers dérivés [Ni(P-CYN.Bn-R)]2+ a mis en avant I'influence des
effets électroniques et stériques.?¢ Un calcul DFT a été effectué sur I'isomere ee2+,
correspondant au complexe dihydrure [Nio(P-“YN.RH).]2*+ (Figure II-15). Les
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substituants R présents sur les phosphores se déplacent lorsque les bases pendantes
sont protonées. Ainsi, le déplacement de substituants R peu encombrés permet de
diminuer la distance Ni---H(N) et par conséquent d’augmenter la force de la liaison M-
--H(N). A contrario, un substituant T-Bu, ayant une géne stérique élevé, aura l'effet
inverse.

L’ajout de relais de protons sur les bases pendantes pourrait faciliter le transfert
de protons jusqu’au centre métallique et diminuer ou affaiblir la liaison Ni--HN qui
sera alors plus facile a déprotoner. La substitution d’'un groupement méthylbenzéene
par une méthylpyridazine sur les bases pendantes diminue la surtension de 300 mV,
au cours de l'activation d’H., avec I’eau en tant que base.9”. Une étude RMN du
phosphore 31 en temps et température résolus a permis d’identifier que I'isomeére
protoné endo/exo était I'espece catalytique. Finalement, le groupement pyridazine
assure un transfert de protons intramoléculaire du nickel vers les positions endo et exo.
Ce composé dihydrogéné est oxydé a un potentiel inférieur au complexe portant le
groupement méthylbenzeéne, induisant cette baisse de surtension. Cependant, la
catalyse, trois fois plus faible, indique une coordination possible entre les azotes de la
pyridazine et le nickel. De ce fait, 'utilisation de groupements moins flexibles, comme
par exemple I’'ajout de peptides, pourrait annihiler cet effet.

En 2014, un complexe de nickel contenant un peptide dans la sphere de
coordination externe a montré des performances intéressantes pour la réduction des
protons avec des TOF de 100 000s?, un rendement faradique de 96% et une perte
d’activité catalytique de seulement 10% apres 48h en conditions acides.98

11.5.C PRESENTATION ET PERFORMANCES DES DIFFERENTS COMPLEXES DE NICKEL A BASE
D’ACIDES AMINES

— — 4+ - 8+ — — 2+
HO
o) COOH
/Gly HoN N Arg Vv
NH* *HN NH, NH* *HN N N
4Cy Cy. 4Cy Cy 4cycy
I \ ) ] \ . I \ )
H P, WP H H R, WPL H P, P
N A NI A N—~ "N ~—\ N N M~
/ P/ e \GI / R > \A / F’/ e N
Gly \/ \Cy oy y i Arg \/ \Cy Cy' fg_ \/ \Cy oy \/
[Ni(P,CYN,CWY), 14 [Ni(P,CYN,"9), 13 [Ni(P,CYN, ), 3

Figure 11-16 : Complexes de nickel bis-diphosphine a base d'acides aminés glycine (A), argine (B) et tyrosine (C) dans la
sphére de coordination externe.

Les travaux précédents, et notamment I'influence de I’eau en tant que base dans
la catalyse, ont poussé Wendy J. Shaw a synthétiser a partir de 2013 des complexes
portant des acides aminés dans la sphere de coordination externe. Ainsi, les différents
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complexes présentés dans cette section sont, pour la premiere fois, solubles en solvants
aqueux et comportent des relais de protons plus au moins efficaces. Leurs structures
chimiques sont présentées en Figure II-16.

1.5.C (i) [Ni(P2’N°")]** : un acide aminé glycine sur les bases pendantes

[Ni(P2CYN.Cly) 4+ (Figure II-16A) a été le premier complexe de cette série, publiée
dans JACS en 2013.99 La présence de quatre acides aminés glycine sur les bases
pendantes introduit une seconde sphere de relais de protons, en plus des bases
pendantes des ligands diphosphines. Soluble dans I’eau, ce composé active et produit
de I'hydrogene. Méme si la catalyse de réduction des protons est la plus performante
(TOF = 2400 sta pH 0,5), la surtension d’oxydation d’H- est seulement de 160 mV
contre 750 mV pour la réduction des protons (Figure II-17).
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Figure II-17 : (A) Oxydation d'H; et réduction des protons (B) par le complexe [Ni(P;YN,5")]** en solvant aqueux. L’échelle
est en convention américaine : le courant est négatif pour une oxydation et positif pour un processus de réduction. Adapté
avec la permission de . Copyright 2016 American Chemical Society.

Le voltampérogramme, réalisé sous N, (Figure II-17A) présente deux pics
d’oxydation et de réduction réversibles correspondant a une superposition de deux
systemes rédox monoélectroniques des couples Ni(II/I) et Ni(I/0). Les relais de
protons sont portés par les groupements carboxyles de la glycine. Ceci a été démontré
par plusieurs techniques, dont la voltampérommétrie cyclique par I’addition de base
dans I’électrolyte sous N-. Ainsi, le potentiel d’oxydoréduction varie, ce qui reflete que
I’état de protonation de I’espece Ni(II) est modifié. L’hypothese la plus plausible est la
coordination des COO- au nickel apres déprotonation.99

Par ailleurs, le complexe est actif sur une large gamme de pH avec une activité
renforcée a pH < 2, valeur a laquelle 1’état de protonation du complexe augmente
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puisque les carboxylates sont protonés. Lorsque le pH est supérieur, la fréquence
catalytique de cycle chute rapidement : la protonation des bases pendantes limiterait
les sites de fixation possible pour Hs.

I1.5.C (ii) [Ni(P2CyN2Arg)]8+ : un acide aminé arginine sur les bases
pendantes

[Ni(P2CyNArg)]8+ (Figure 1I-16B) oxyde H- en protons sur une large gamme de
pH comprise en 0 et 14 avec des performances plus élevées que [Ni(P2CYNoCly)]4+
comme l'indique la Figure II-18-B. Le TOF et la surtension sont directement corrélés
avec les valeurs de pKa des COOH et du groupement guanidinium. En effet, plus I’état
de protonation du complexe est élevé, plus la fréquence catalytique de cycle est
importante. Ainsi, a pH 0,1 le TOF est de 210 s pour une surtension de 180 mV. En
terme de stabilité et d’inhibition : (1) une perte de 7% de I'activité a été observée apres
24h en conditions acides fortes ; (2) la sensibilité a 'oxygene a été avérée (purge de
10% O- pendant 40 minutes) mais le complexe retrouve environ 20% d’activité apres
une purge de 10 minutes sous H- ; (3) 'oxydation d’H- est possible méme en présence
de CO, puisque sa fixation au nickel est réversible.00
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Figure 11-18 : (A) Voltampérogramme du complexe [Ni(P;YN"9)]8* sous N, et H, (B) Evolution du TOF et de la surtension en
fonction du pH pour I'oxydation d'H,. L’échelle est en convention américaine : le courant est négatif pour une oxydation.
Adapté de 191 avec la permission de John Wiley and Sons (numéro de licence : 4093560090779)

Le role de l'arginine a été identifié par plusieurs études électrochimiques.
Lorsque le pH est supérieur a 2,5, la forme COO- prédomine et rentre alors en
compétition avec H- pour la fixation au nickel (Figure II-18B). Ainsi, le TOF diminue
et la surtension augmente. Une autre hypothese est la formation d'un pont salin
COO---*HN qui empécherait I'implication des bases pendantes dans le clivage
hétérolytique de H-. Par ailleurs, les guanidiums, qui n’étaient pas présents dans
Pautre dérivé glycine, favoriseraient des interactions faibles entre les arginines
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(formation de liaisons hydrogenes) pour conduire a un rapprochement des bases
pendantes et ainsi une stabilisation de l'adduit dihydrogéné avec un clivage
hétérolytique facilité.

L'influence de la température et de la pression en gaz a été
approfondie :102.103 ce catalyseur est stable jusqu’a 72°C sous 100 atm. d’H- a pH 1 pour
atteindre un TOF de 10-%s! et une surtension de 240 mV. Ces résultats prometteurs en
font le modele d’hydrogénase le plus actif pour 'oxydation d’H- parmi ceux décrits
jusqu’a aujourd’hui. Ces performances nous ont amené a lutiliser en catalyse
hétérogene supportée, en collaboration avec Wendy J. Shaw, et a I'intégrer dans un
systeme de piles a combustible dont les résultats sont détaillés dans le chapitre 2 du
manuscrit.

I.5.C (i) [Ni(P2YN;7")]?* : un acide aminé tyrosine sur les bases pendantes

Le dernier catalyseur en date, [Ni(P-%YN.Dr)]2+ comporte quatre résidus
tyrosines.’4 Une électrocatalyse réversible, qui serait liée au cycle aromatique, a été
observée en solvant aqueux et dans le méthanol en conditions acides. Des études de
RMN et dynamiques moléculaires ont suggéré des interactions entre les noyaux
aromatiques et les groupements carboxyliques qui limitent la flexibilité et favorisent
ainsi le clivage hétérolytique d’Ho.

La Figure I1-19 récapitule les performances catalytiques de chaque complexe de nickel
présenté ci-dessus.
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Figure 1I-19 : (A a C) Structure de différents complexes de nickel bis-diphosphines contenant un acide aminé dans la sphére
de coordination externe. (D) Performances en catalyse d'activation et de production d'H..
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11.6 CONCLUSION

Dans cette partie, nous avons détaillé les différents types d’hydrogénases et
leurs mécanismes catalytiques. Les complexes bio-inspirés de ces dernieres, dont la
plupart réduisent les protons, ont été mis en avant. Toutefois, ce sont les catalyseurs
de DuBois qui nous ont particulierement intéressés dans ce travail de these. En effet,
leurs propriétés catalytiques modulables, surtensions faibles et performances
importantes en font de trés bons candidats pour leur intégration dans une PEMFC.
Parmi eux, les complexes de nickel bis-diphosphine décrit récemment par Wendy
Shaw, sont parmi les catalyseurs d’oxydation d’H- les plus performants. L’intégration
d’acides aminés dans la sphere de coordination externe augmente considérablement
I’effet de relais de protons, déja présents sur les catalyseurs de premieres générations.
D’autre part, la solubilité en solvants aqueux et stabilité a différents pH, les
rapprochent un peu plus des performances des hydrogénases. Le chapitre 2 du
manuscrit détaillera notamment I'intégration du complexe [Ni(P-CYN.Ar8)]8+ dans une
PEMFC.

Apres s’étre intéressé au dihydrogene, combustible de I'anode, et aux différents
types de catalyseurs qui le réduisent ou I'oxydent, le dioxygene est présenté de la méme
facon dans la section III. Oxydant de la cathode, il est réduit en eau par un mécanisme
a 4H+*/4e . Le remplacement du platine a la cathode est un enjeu majeur, puisqu’une
grande partie du cotit du stack est dépendant de la quantité de nanoparticules de
platine, quatre fois plus importante a ’anode qu’a la cathode. Par ailleurs, la formation
de péroxyde d’hydrogene au cours de 'ORR, peut diminuer considérablement les
performances de la cathode. Encore une fois, la nature n’a pas fait les choses a moitié,
puisque de nombreuses enzymes sont capables de réduire 'oxygene en eau ou en
péroxyde d’hydrogene.
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Il DES ENZYMES AUX CATALYSEURS BIO-INSPIRES POUR LA
REDUCTION DU DIOXYGENE

I11.1 INTRODUCTION

Le cuivre est un élément impliqué dans de nombreux processus biologiques
engageant des transferts d’électrons, l'activation d’O. et sa réduction,...205 Il est
important de distinguer les enzymes a cuivre selon leurs propriétés catalytiques vis-a-
vis de 'oxygene. En effet, elles peuvent étre impliquées dans :

e L’activation réversible de 'oxygene (hémocyanine) ;

e La réduction de l'oxygene a deux électrons en H:0-, couplée a l'oxydation de
substrats (amine oxydase, galactose oxydase et catéchol oxydase)

e L’activation de l'oxygene pour I'’hydroxylation (dopamine [-hydroxylase,
polyphénol oxydase)

e La réduction de 'oxygene a 4 électrons en H-O couplée a I'oxydation de substrats
(laccases, bilirubine oxydases) ou a la production d’ATP (cytochrome c oxydase).

En condition acide, la réduction du dioxygene se déroule suivant deux
mécanismes : (1) a 2 protons et 2 électrons pour former du péroxyde d’hydrogene
(H202) ; (2) a 4 protons et 4 électrons pour former de I’eau. Ces diverses réactions
rédox sont décrites dans la Figure III-1.

O; + 2¢°+2H" === H,0, E°(0,/H,0,)=+0,68V vs RHE
0, + 46+ 4H" =—> 2H,O E°(0,/H,0)=+1,23V vs RHE

Figure llI-1 : Equations rédox pour la formation du péroxyde d'hydrogéne et de I’eau a partir de I'oxygéne. Les valeurs des
potentiels thermodynamiques d’oxydo-réductions associées sont données

Dans cette partie, nous nous intéresserons aux enzymes a cuivres actives vis a
vis de 'ORR. Ces dernieres varient en fonction du nombre d’atomes de cuivre présents
dans le site catalytique. Enfin, nous décrirons les modéles moléculaires inspirés de ces
catalyseurs biologiques.

I11.2 ACTIVATION DU DIOXYGENE PAR LES ENZYMES A CUIVRE

I11.2.A LES POLYPHENOLS OXYDASES

Les polyphénols oxydases (PPOs), impliqués dans la biosynthése de mélanine,
sont divisés en deux catégories les tyrosinases (Ty) ou monophénol monoxygénases
(EC 1.14.18.1) et les catéchol oxydases (EC 1.10.3.1). Elles activent I'oxygeéne pour
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produire des quinones chez une variété d’organismes (plantes, champignons,
anthropodes, animaux...). Le site actif est composé de deux centres cuivre
magnétiquement couplés, appelé site T3 dont le potentiel d’oxydoréduction est de +
0,36 V vs NHE.106 Les acides aminés entourant les centres métalliques varient en
fonction du type de tyrosinase, mais sont majoritairement des résidues histidines. La
tyrosinase catalyse la conversion de la L-tyrosine en L-DOPA (kcat = 105 et Km = 300
uM)io7, puis cette derniere est oxydée en o-L-DOPAquinone (kcat = 150 s, Km = 450
uM)o8-110 (Figure I1I-2A).

Au cours de la catalyse, trois états de I’enzyme ont été caractérisés : deoxy ([Cul2]2+),
oxy ([Cul.0-]2+) et met ([CullxOH]3+). Le cycle catalytique fait appel a deux voies
(Figure III-2B) : (1) une activité diphénolase, dans laquelle deux ortho-diphénols sont
transformés successivement en ortho-quinone ; (2) une activité monophénolase qui
transforme un seul diphénol en ortho-quinone. Les catéchol oxydases catalysent
uniquement cette derniére étape.

0 (0]
Ty Ho
A oy o - o+ o
HO NH;* HO NH3

L-Tyrosine L-DOPA

Diphénolase:aac
Phénolase: AaC

Figure 111-2 : (A) Transformation catalytique de la L-Tyronise en L-DOPA-quinone par la Ty. (B) Mécanisme catalytique de la
PPO pour les activités phénolase et diphénolase. Adapté de 195

L’activité diphénolase (étape a a c) fait appel a deux molécules de substrat ortho-
diphenol et utilise un dioxygene par cycle. Apres I'étape d’activation de I'oxygene pour
conduire a la forme oxy, dans laquelle O- est pontant entre les deux Cu(II), une
premieére molécule de substrat se coordonne au cuivre pour former l'état oxy-D.
S’ensuit la libération d’une ortho-quinone et d'une molécule d’eau pour conduire a
I’état met dans lequel les deux cuivres sont pontés par un ligand hydroxy. Enfin, un
dernier o-diphénol se fixe pour donner 1’état met-D, dont la libération d’une ortho-
quinone et d'une molécule d’eau permet de régénérer 1’état deoxy. L’activité phénolase
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se déroule en 3 étapes (A a C) pour libérer une seule molécule d’ortho-quinone et une
molécule d’eau.

Ainsi, 'oxygene se lie a 1’état deoxy-Ty avec une constante de dissociation
comprise entre 16,5 et 46,6 uMut112 et une vitesse de fixation de I'O- d’environ
20 LlM'l.S'l.lO(”l“.

I11.2.B LA GALACTOSE OXYDASE

La galactose oxydase (EC 1.1.3.9) est une protéine monomérique de 68 kDa
divisée en trois domaines distincts. Son site actif, situé a la surface du second domaine,
est composé d’un centre cuivre (II) mononucléaire entouré par 3 histidines et une
tyrosine selon une géométrie pyramide a base carrée (Figure I11-3).113 Cette enzyme
catalyse 'oxydation stéréospécifique des alcools primaires en aldéhydes couplée a la
réduction de l'oxygene en péroxyde d’hydrogene. Le potentiel rédox du couple
(Cull/Cul) de 'enzyme est de + 0.45V vs NHE.114

B Tyr 495
{ His 581
C|> N
\\\N
Cu”
N7TEN
N O—

His 496 Tyr 272

Figure I1I-3 : (A) Site actif de la galactose oxydase a la surface du domaine 2. (PDB : 1GOG) L'atome de cuivre est représenté
en noir, les oxygénes sont en rouge, les azotes en bleu et les carbones en cyan. (B) Structure chimique du site actif :
complexe de cuivre (Il) mononucléaire en géométrie pyramide a base carrée.

Le mécanisme catalytique implique trois états d’oxydation de I’enzyme ayant
des signatures spectroscopiques distinctes : la forme oxydée AGO, la forme réduite
RGO et la forme intermédiaire inactive IAGO. Ainsi, la formation d’un radical tyrosyle
est couplée a la réduction du Cu(II) en Cu(I) pour libérer un aldéhyde et un péroxyde
d’hydrogene. La catalyse consiste en deux étapes de réduction et d’oxydation séparées
suivant un mécanisme ping-pong (Figure III-4). L’enzyme passe d’'une forme oxydée
(AGO) a réduite (RGO) suite a 'oxydation du substrat (alcool) en produit (aldéhyde).
La constante cinétique kred varie fortement en fonction du type de substrat (0,8 a 2,7
X 104 M1.s1), 10511311 |3 régénération de la forme oxydée de I’enzyme est couplée a la
réduction de I'oxygene en péroxyde d’hydrogene avec une constante cinétique kox (107
M-s1). De plus, la constante de Michaelis-Menten est de 82 mM pour le susbtrat D-
Galactose saturé en Os..
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Figure llI-4 : Mécanisme catalytique ping-pong de la galactose oxydase.

111.3 REDUCTION ENZYMATIQUE DE L’OXYGENE

1I.3.A LES OXYDASES A CENTRE CUIVRE MULTIPLES (MCOs)

Les MCOs constituent une large et diverse famille d’enzymes dans laquelle
loxydation du substrat est couplée a la réduction de 'oxygéne par un mécanisme a
4H+/4e pour former deux molécules d’eau. La catalyse a lieu au sein du site actif, plus
ou moins conservé chez toutes les MCOs, et composé de quatre atomes de cuivre.

Le Tableau ITI-1 présente une liste non exhaustive de différents types de MCOs.
Ce sont en particulier les laccases et les bilirubines oxydases, qui sont les plus étudiées
en tant que biocathodes enzymatiques, en raison de leur haut potentiel de réduction
d’0Oo. (voir IV.4.C).

MCOs Substrats Fonctions Espeéces

Laccase Phénols Biosynthése de la Plantes, champignons,...
lignine,...

Ascorbate Ascorbate Défense des plantes, = Zucchini

oxidase croissance

CueO Cu+ Homéostasie du Escherichia Coli
cuivre

Bilirubine Bilirubine Dégradation de la Myrothecium verrucaria,...

oxydase lignine

Tableau IlI-1 : Liste non exhaustive des MCOs présentes sur la planéte.'15
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lI1.3.A (i) Le site actif commun a toutes les MCOs

™~ 4Sub

Figure IlI-5 : Site actif T1 et T2/T3 des MCOs issu de la Laccase de Trametes versicolor (PDB 1KYA)*16

La premiere structure cristalline d'une MCO a été publiée en 1989.117 Ainsi, le
site actif est composé de quatre atomes de cuivre divisé en 2 sites. Le centre T1 est
coordonné par deux résidus histidines et une cystéine, responsable de la couleur bleue
de ces enzymes avec une bande d’adsorption autour de 614 nm.05 Situé a une distance
d’environ 5 a 8 A de la surface protéique, ce site de fixation du substrat est enfoui et
accessible pour les composés hydrophobes. Le cluster trinucléaire T2/T3 est
coordonné par 8 ligands histidines soit 3 pour chaque cuivre T3 et 2 pour le cuivre T2.
De plus, une molécule d’eau est également liée au T2 (Figure III-5).

Ainsi, le cuivre mononucléaire T1 est le lieu d’oxydation des substrats
polyphénols. Le cluster trinucléaire T2/T3 (TNC pour « trinuclear cluster » en anglais)
est responsable de la réduction de l'oxygene en eau. Les électrons générés suite
loxydation du substrat au site T1 sont transférés vers le T2/T3 via un chemin
électronique composé d’acides aminés histidine-cystéine-histidine d’une distance de
12 414 A.18

lIl.3.A (ii) Mécanisme de réduction de I’'oxygéne par les MCOs

Le mécanisme de réduction de 'oxygene (Figure III-6) a été déterminé par des
études cinétiques, spectroscopiques et de mutagéneses. L’état réduit de I’enzyme, dans
lequel les quatre atomes de cuivre sont sous la forme Cul, réagissent avec 'oxygéne
pour former I'intermédiaire péroxyde. Le groupement carboxylate de ’aspartate 94,119
présent dans la seconde sphere de coordination du site actif des laccases, diminuerait
le potentiel de réduction des sites T2 et T3, leur permettant de donner deux électrons
a loxygéne. S’ensuit la formation de I'intermédiaire natif par la rupture de la liaison O-
O, la protonation du carboxylate et 'oxydation des atomes de cuivre en Cu!l. Une étape
rapide de réduction pour donner deux molécules d’eau permet de régénérer 1’état
réduit. En absence d’un exces de réductant, IN se dénature lentement en cédant une
molécule d’eau. L’état de repos, qui comporte un ligand pontant hydroxyde sur le site
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T3, se forme alors. Finalement, une étape de réduction lente permet de régénérer I’état
réduit Cul.

ETAT | \ ETAT
REDUIT |'||20 /K INTERMEDIAIRE
O PEROXYDE
I |

S
T3 cH Cul ———— ¢y 'O\\Cu”

T1 cul cu'

N

H ‘b
2 1Ient D/d@ l k >560s?
de+ 2Ht

2H,0
ETATDE ( \ ( \ INTERMEDIAIRE

de+ 4H*

REPOS ?H et OH HO% NATIF
T2 cu' HO hr oy o) (IN)

) (% J

1l I _ -1 o)

T3 CU\O/CU k=0,05s Cu”\ >Cu“
H 0
T1 cu cu!
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Figure I11-6 : Mécanisme de réduction d'O; par les MCOs. Les fleches rouges indiquent le cycle catalytique. Les fleches noires
montrent la réduction de I'état de repos et la dénaturation de I'état natif intermédiaire. Adapté del?°

I11.3.A (iii) Les laccases

Les laccases (EC 1.10.3.2), famille des MCOs les plus abondantes, existent chez
de nombreux organismes vivants. Les laccases fongiques sont les plus décrites avec
plus d’une centaine d’enzymes purifiées et autant de structures cristallines.2! Elles ont
la capacité d’oxyder un grand nombre de substrats phénoliques et sont utilisées dans
diverses applications comme la dégradation de micropolluants!22 ou de la lignine.123
Cependant, c’est son utilisation en tant que cathode enzymatique pour la réduction de
l'oxygene qui a été développée au laboratoire depuis plusieurs années.!24

. Pour la majorité d’entre elles, le potentiel du cuivre T1 varie entre 430 et 780
mV vs NHE. Cette valeur fluctue en fonction du type d’acides aminés proche du cuivre
T1 : les résidus hydrophobes et encombrants auront tendance a augmenter le potentiel
du T1. La laccase de Trametes versicolor (Tv Lac), enzyme de 60 kDa cristallisée au
début des années 2000,116:125 est I'une des plus efficace (E°(T1) = 780mV). Son site T1
est tétracoordonné par deux histidines, une cystéine, une phénylalanine.26 Le
potentiel du cluster T2/T3, plus difficile a mesurer a cause de son enfouissement plus
important dans la protéine, a été estimé a un potentiel d’environ 400 mV pour laccase
de Rhus vernicifera'27128, dont le potentiel du T1 est de 430 mV.
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Figure 1lI-7: Schéma de la Laccase de Trametes versicolor avec la poche hydrophobe preés du T1.

La poche hydrophobe (Figure III-7), située pres du cuivre T1, permet a la
protéine d’oxyder une large gamme de substrats. Son point isoélectrique acide lui
confere une surface chargée négativement. Méme si ses performances catalytiques
varient peu entre pH 3 et 5, elle est inactivée réversiblement a pH neutre et inhibée en
présence d’ions chlorures.!29

II1.3.A (iv) Les bilirubines oxydase

Les bilirubines oxydases (BODs) (EC 1.3.3.5) oxydent la bilirubine en
biliverdine en utilisant 'oxygene en tant qu’accepteur d’électrons. Elles sont également
capables d’oxyder les substrats phénoliques. La premiere structure cristalline de la
BOD de Myrothecium verrucaria (Mv BOD), publiée en 2010130, a démontré des
similarités conformationnelles aux laccases fongiques (Figure III-8). Elles se
différencient de ces dernieres par leur tolérance aux ions chlorures, leur capacité a
fonctionner a pH neutre et a réduire ainsi l'oxygene dans des conditions
physiologiques. De plus, le potentiel du cuivre T1 de MvBOD est de 490 mV vs NHE,
soit 300 mV plus faibles que Tv Lac.13!

Figure 111-8 : Structure protéique de la Mv BOD (PDB : 3ABG). Les atomes de cuivre apparaissent en rouge.

Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a Mv BOD132, 'une des
plus étudiées, essentiellement due a sa disponibilité commerciale. Avec son poids
moléculaire de 66 kDa et son pH d’activité optimum de 6,5, elle transforme 'ABTS en
ABTS-+ avec un Ku de 250 uM et un keat de 115 s71.130,133
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I11.3.B LES CYTOCHROME C OXYDASES

Les cytochromes c¢ oxydases, ou complexe IV de la chaine respiratoire, sont
localisées, chez les eucaryotes, dans les membranes internes mitochondriales. Elles
catalysent la réduction complete de ’oxygene en eau couplée, couplée a I'oxydation du
centre Fe(II) héminique du cytochrome c selon I’équation bilan suivante :

4Fe2+-cytC + 8H*in + O2 2 4Fe3+-cytC + 2H20 + 4H*ext

La fonction principale du complexe IV est de pomper les protons vers 'extérieur de la
mitochondrie, afin de créer un gradient de protons qui servira a faire fonctionner la
machinerie enzymatique ATP synthase et produire de ’ATP.105

Le site actif de liaison de I'oxygene est composé d’'un complexe bimétallique fer-
cuivre. Le cuivre, appelé Cus, et coordonné a 3 histidines, est positionné a une distance
d’environ 5 A de 'héme, coordonné axialement & une histidine.

His 240

His 291

Figure 111-9 : Structure du site de liaison a I'oxygéne dans la cytochrome C oxydase bovine (PDB : 1V55)*34
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111.4 LES COMPLEXES BIO-INSPIRES DES ENZYMES A CUIVRES

I11.4.A LES COMPLEXES BIO-INSPIRES DES CYTOCHROME C OXYDASES

I1l.4.A (i) Les modeles biomimétiques : complexes heme-Cu

Divers modeles structuraux de la cytochrome c oxydase ont été synthétisés afin
de comprendre le mécanisme -catalytique et caractériser les intermédiaires
réactionnels non observés.

Karlin a intensivement étudié I'activation de I'oxygene par des centres cuivre-
héminiques grace a la variation de la sphere de coordination autour du cuivre et du fer
depuis le début des années 90.135136 En effet, 'addition du dioxygéne dans un mélange
équimolaire de [Cul(TMPA)]+ et de dérivé héminique [(Fs)Fe!!] conduit a la formation
d’'un dérivé péroxyde pontant [(Fs)Fell-(0:2)-Cull(TMPA)] a -40°C, identifié par
spectroscopie RMN et Mossbauer (Figure III-10).137 Récemment, une nouvelle
méthode de génération d’adduits péroxydes a été reportée afin de former un complexe
1n2:n2 péroxyde heme-cuivre.138

[(F8)Fe'(0,2)cu'(TMPA)]*

Figure IlI-10 : Dérivé péroxyde pontant heme-cuivre proposé par Karlin en 2001. 137

Collman a également travaillé sur cette thématique en proposant en 2003 un
complexe hétérodinucléaire avec un état d’oxydation différent : Fell-Cul, qui forme un
dérivé ni-supéroxyde en présence d’oxygene.
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II.4.A (ii) Les macrocycles a base de porphyrines de fer et de cobalt

En 1964, Jasinski a découvert que les complexes de ligands macrocycliques
tétra-azotés (MeN,) de type cobalt phtalocyanine, absorbés sur une électrode de
carbone, catalysent ’ORR.139 Plusieurs motifs de porphyrines sont alors envisagés : les
tétra-phénylporphines (TPP), tétra-benzodiazoporphine (TBDP) ou encore les
phtalocynanines (PC) avec divers centres métalliques Fe, Co, Ni ou Cu.14° La réactivité
évolue en fonction du type de support, du métal, du type d'immobilisation et du pH de
I’électrolyte. Tres vite, les architectures ont évolué allant vers la synthese de
porphyrines dinucléaires pour influencer le potentiel de catalyse du métal réduit.141.142

L'un des problemes majeurs de ces catalyseurs est leur désactivation en
conditions de cyclages répétés ou encore leur dénaturation en présence de péroxyde
d’hydrogene, produit intermédiaire formé au cours de ’ORR. A partir de 1989, une
nouvelle voie de synthese, dans laquelle le catalyseur n’était pas un complexe
macrocyclique, a été proposée.43 La pyrolyse des porphyrines sur support a permis
d’augmenter la stabilité et les propriétés catalytiques. Ainsi, les catalyseurs dopés a
l’azote sur support M-N/C se sont imposées comme potentielle nouvelle alternative au
platine dans les PEMFC (voir 1.4.B)

Aujourd’hui, la recherche sur les porphyrines métalliques continue!44 avec
lapparition de nouveaux matériaux d’électrodes comme les NTCs45 et de nouvelles
techniques d’immobilisation.146.147 Par ailleurs, ces dernieres sont également actives
pour la réduction du CO-48-150, autre molécule avec une forte valeur ajoutée pour la
diminution des GES.

111.4.B LES COMPLEXES BIO-INSPIRES DES ENZYMES A CUIVRE

1.4.B (i) Introduction

La plupart des modeles bio-inspirés publiés depuis les années 80 ont pour
vocation de comprendre les mécanismes de fixation de I'oxygene et de rupture de
liaisons O-O qui se succedent dans les différentes enzymes a cuivre (Figure III-11A et
B).151 Tres peu d’entre eux catalysent la réduction de I'oxygene en solution. Ainsi,
seulement quelques exemples de mimes structuraux, sélectionnés en fonction de ceux
étudiés dans le chapitre 4, seront présentés dans cette partie. L’ORR catalysée par des
complexes de cuivre est plus amplement détaillée dans la partie IV.5.B.

Plusieurs intermédiaires CunO- peuvent étre formés en fonction du nombre
d’atomes de cuivre et du mode de fixation de 'oxygene, comme le montre la Figure
ITI-11A et B. Ces complexes sont intensivement décrits dans deux revues de Tolman?52
et Karlin.’5! La premiere structure cristallographique d’'un adduit Cu20s, trans u-1,2
peroxyde (Figure I11-11C), a été publiée par Karlin en 1988.153
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Figure IlI-11 : (A) Adduit Cu-O; pour les complexe de cuivre mononucléaire. (B) Adduit Cu,0; pour les complexes de cuivre
di-nucléaire. Adapté de 51 (C) Premier complexe Cu,0; cristallisé par Karlin en 1988.

I1.4.B (ii)Modéles de la galactose oxydase

Les modeles du site actif de la galactose oxydase sont des complexes de cuivre
mononucléaires possédant des ligands phénoxy.154 Ils ont permis de donner des
informations pour comprendre le cycle catalytique telles que les propriétés
physicochimiques du radical phénoxy ou encore la catalyse d’oxydation des alcools par
I'intermédiaire d’'un Cu(II)-phénoxy.155

Le premier modele de I’état de repos Cu(II)-phénolate de I’enzyme a été proposé
par Whittaker en 1993.15¢ En 2002, Thomas et al. 157158 propose, avec le complexe
[Cul(LH)(OAc)], I'un des premiers modeles structural et fonctionnel. Le cuivre (II)
adopte une géométrie pyramide a base carrée et est coordonné par un ligand tripode
qui comporte deux phénols (Figure I1I-12). L'oxydation de l'alcool benzylique est
catalysée par [Cul’(LH)(OAc)] en présence d’O: et d'une quantité catalytique de KOH.
Un TON de 220 est obtenu apres 2 jours.

Figure 111-12 : Complexe [Cu"(LH)(OAc)] proposé par Thomas et al. en 2002.%%
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Dans ce travail de these, ce complexe nous a servi de base pour proposer un
modele bio-inspiré immobilisé qui catalyse 'ORR.

I11.4.B (iii) Modéles de la tyrosinase

Le site actif de la tyrosinase contient deux cuivres Cua et Cus coordonnés par six
histidines. Avec la volonté de mimer le site actif et 'activité catalytique, de nombreuses
molécules ont été synthétisées depuis les 30 dernieres années.’s9 Ils peuvent étre
classés en deux catégories: (1) les systemes qui hydrolysent un groupement
aromatique (phénol) présent sur les ligands ; 160,161 (2) les molécules qui oxydent un
substrat externe.162

En 2002, Belle et al.1¢3 proposent la synthese de complexes Cu(II) di-nucléaires
p-hydroxo et bis-aqua dont I'interconversion est dépendante du pH. Seul le complexe
u-OH décrit dans la Figure III-13 possede une activité pour ’oxydation des catéchols
en présence d’O= dans l'acétonitrile. Un donneur d’électrons sur le groupement R
augmente I'activité catalytique du complexe.

Q. B Ny

D sthecra S Qv T RN
/ N--K Cu f.CL:I.. / _
— N." O. N

Figure 11I-13 : Complexe dinucléaire u-OH proposé par Belle et al. en 2002.163

I11.4.B (iv) Modéles des MCOs

Le premier cluster [CuszO2]3+ a été proposé par Solomon en 1996.164 Par ailleurs,
de nombreux complexes de cuivre II trinucléaires ont été synthétisés et utilisés en tant
que catalyseurs pour l'oxydation des hydrocarbures (conversion du méthane en
méthanol).165 La plupart des modeles de laccase synthétisés essaient de mimer les
intermédiaires peroxo et natif afin d’aller plus loin dans I'interprétation du mécanisme
catalytique de réduction de I'oxygene en eau. 166

Peu d’exemples de modeles fonctionnels ont été décrits. Ils sont étudiés en
solvant organique en présence d’'un donneur d’électron et d’'un acide fort. En 2012,
Fukuzumi'®” propose un complexe dinucléaire [Culla(LN3)(H20)-](ClO4)- qui catalyse
la réduction de 'oxygéne par un mécanisme a 4H*/4e- dans une solution d’acétone
saturée en O: en présence de décaméthylferrocene (Fc*) et de TFA selon la réaction
suivante :

O: + 4Fc” + 4H* 2 4Fc™t + 2H-0

La réduction du Cu!! en Cu! couplée a I'oxydation de Fc* conduit a la formation d'un
complexe - n2:n2 péroxyde en présence d’O2.. Une nouvelle oxydation de Fc* conduit

55



Chapitre I : Bibliographie

a la forme d’un intermédiaire bis-u-oxo, dont la libération de deux molécules d’eau
régénere le complexe de dinucléaire de départ (Figure I1I-14).

PY(CHa)3. P I RYACH2); 2 =
/r( N 2Fc*  2Fc (/r' JN
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Figure Ill-14 : Mécanisme catalytique de réduction de I'oxygéne en eau par le complexe de cuivre dinucléaire synthétisé par
Fukuzumi en 2012. Reproduit de'®? avec la permission de John Wiley and Sons (numéro de licence : 4097671158156)

I11.5 CONCLUSION

Dans cette section, nous avons mis en avant les différents types d’enzymes qui
réduisent ou activent le dioxygene. Les MCOs, de la famille des laccases ou bilirubine
oxydases, sont les plus étudiées car elles effectuent 'ORR a un potentiel élevé d’environ
1,1V vs RHE, soit une surtension de 150 mV. Les différents mécanismes catalytiques
proposés, sont issus a la fois d’études cristallographiques et spectroscopiques, mais
également de la synthese de complexes de cuivre modeles. De ce fait, la catalyse
homogene en solution est peu référencée. Les mimes fonctionnels des enzymes a cuivre
sont pour la plupart immobilisés sur électrodes et sont présentés dans la suite de ce
chapitre.

Avant de traiter de catalyse hétérogene, il convient de définir les techniques de
fonctionnalisation de surface pour immobiliser des catalyseurs biologiques et/ou bio-
inspirés. Divers supports d’électrodes sont utilisés et de ces derniers découlent des
méthodes de greffage adaptées. Cette thématique est exposée en détail dans la partie
IV. de ce chapitre.

56



Chapitre I : Bibliographie

V. LES TECHNIQUES DE FONCTIONNALISATION DE SURFACE POUR
L’IMMOBILISATION DE CATALYSEURS SUR ELECTRODES

IV.1 INTRODUCTION GENERALE

Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a 'immobilisation de
catalyseurs enzymatiques et bio-inspirés sur électrodes, afin de réaliser de la catalyse
moléculaire supportée. Dans ce mécanisme, analogue a la catalyse hétérogene, les
transferts d’électrons transitent du catalyseur a I’électrode ou inversement. L’entité
catalytique, ainsi immobilisée, est utilisée en tant qu’anode ou cathode, si elle catalyse
une oxydation ou réduction rédox, respectivement.

Un panel de matériaux et de méthodes de fonctionnalisation existe. Nous avons
choisi de travailler avec les NTCs, qui présentent des propriétés physico-chimiques
bien adaptées au greffage d’enzymes et de catalyseurs bio-inspirés. Les différentes
caractéristiques et techniques de fonctionnalisation des NTCs seront détaillées ici.

Contrairement aux catalyseurs moléculaires, le site catalytique d'une enzyme
est enfoui au sein de sa structure protéique. Diverses méthodes de fonctionnalisation
ont été envisagées pour tirer profit de leurs propriétés catalytiques. De plus, la
connexion enzymatique a la surface d’'une électrode fait appel a deux stratégies
principales, appelées transfert électronique directe (TED) ou médié (TEM). Apres
avoir défini ces deux termes, nous citerons des exemples non exhaustifs de bioanodes
enzymatiques a base d’hydrogénases et de biocathodes enzymatiques composées de
galactose oxydase, polyphénol oxydase, bilirubine oxydase et laccase.

Enfin, 'immobilisation de catalyseurs bio-inspirés sur électrodes sera mise en
avant. Nous exposerons les catalyseurs de DuBois immobilisés sur électrodes de
carbone et NTCs pour 'HOR et 'HER, puis donnerons des exemples de quelques
complexes de cuivres absorbés catalysant la réduction de 'oxygene en eau.

IV.2 LES NANOTUBES DE CARBONE

IV.2.A PRESENTATION

Les nanotubes ont été observés par Iijima en 1991, au cours d’une expérience
d’arc électrique pendant laquelle il souhaitait initialement former du fullerene.168 En
fonction du nombre de feuillets de graphéne enroulés les uns sur les autres, les NTCs
existent sous la forme mono-feuillet SWCNT (diameétre de 0,4 a 3 nm) ou multi-feuillet
MWCNT (diametre de 1 a 100 nm) (Figure IV-1).1%9 Ils sont synthétisés par diverses
techniques : I'arc électrique, I’ablation laser, ou encore la CVD (« chemical vapor
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deposition » en anglais).17¢ Cette derniere, la plus commune, associe un gaz contenant
une source de carbone (acétylene, éthyléne), un catalyseur (nanoparticules de Ni, Fe,
Co) et une température élevée (700-900°C) pour faire croitre les nanotubes sur les
sites catalytiques du substrat (silicium) de facon aléatoire ou organisée. Cette stratégie
crée des films avec une densité plus ou moins importante en fonction de la quantité de
catalyseurs et du temps de fabrication. Cette technique cotliteuse génere des traces
d’impuretés métalliques dans le film.

En fonction de 'orientation de ’axe du tube par rapport aux carbones sp-, les
propriétés métalliques et semi-conductrices varient en fonction des vecteurs n et m
(Figure IV-2A). Ainsi, la conductivité est métallique, si n=m, avec une orientation dite
« armchair ». On parle de conformation « zig-zag », pour m=0, et « chiral » si n¥m
(Figure IV-2B). Si n-m # 3k, les NTCs sont semi-conducteurs et ont un band-gap Eg
inversement proportionnel au diameétre du NTC. Les MWCNTs sont tous métalliques
(n-m = 3k).

Single-Walled Carbon
Nanotubes (SWCNT)

Multi-Walled Carbon Nanotubes
(MWCNT)

Plusieurs feuillets de
graphéne

Figure IV-1 : (A) Nanotubes de carbone mono-feuillet (SWCNT). (B) Nanotubes de carbone multifeuillets (MWCNT).

L’hybridation sp. des atomes de carbone leur confere des propriétés
électroniques remarquables avec une conductivité comprise entre 50 a 600 S.cm pour
les SWCNTs.7t Par ailleurs, leur stabilité chimique, thermique et mécanique rend
possible leur utilisation dans des conditions opératoires variées.

Armchair (5,5) Zig-Zag(9,0)

Figure IV-2 : (A) Définition des vecteurs n et m. (B) Différents types de NTCs en fonction des vecteurs (n,m).
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IV.2.B DISPERSION ET DEPOTS A L’ELECTRODE

La solubilit¢é des NTCs en solvant organique et aqueux a longuement été
étudiée.'”2 Ce sont les forces de Van der Waals entre les tubes qui sont responsables de
la faible solubilité de ces nanomatériaux. Leur dispersion sans les dénaturer et
diminuer leur conductivité électronique est donc un enjeu important.73

L'utilisation de surfactants, I'encapsulation dans un polymere, la dispersion de
NTCs fonctionnalisés ou non dans un solvant (aqueux ou organique) sont autant de
méthodes pour les disperser. Au laboratoire, les dispersions sont généralement
réalisées dans le solvant organique N-méthyl-2-pyrrolidone (NMP) apres sonication
pendant 30 minutes pour atteindre une densité volumique de 'ordre de 10 mg.m11.174
Une fois la dispersion réalisée, il est important d’évaluer sa stabilité par diverses
méthodes de caractérisation telles que la spectroscopie Raman, la microscopie
électronique (MEB, TEM). De plus, un simple controle visuel permet de voir s’il y a eu
ou non formation d’agrégats.

Apres avoir dispersé les nanotubes, diverses méthodes de formation de films
fins permettent de les déposer :

e La méthode de Langmuir-Blodgett : les NTCs sont dispersés en solvant aqueux
puis déposés sur le substrat par dépot couche par couche.!75

e L’auto-assemblage : basé sur des interactions entre le substrat et les NTCs
venant d'une fonction chimique ou d'une charge différente.76

e Le substrat est plongé dans la dispersion et les NTCs se déposent sur celui-ci
selon des phénomenes de viscosité, au cours du dip-coating.'77? Un volume fini
est déposé sur le substrat, suivi d'une étape de rotation a grande vitesse (spin-
coating) ou séchage (drop-casting).

e Des techniques de transfert de film d’'un substrat a un autre par l'utilisation de
membranes solubles'78, dune surface adhésive”9 ou par impression par
microcontact!80 peuvent également étre utilisées.

IV.2.C LES NANOTUBES DE CARBONE COMME MATERIAUX D’ELECTRODES

Les NTCs sont utilisés en tant que matériaux d’électrodes dans les piles a
combustibles, ’électrocatalyse, les batteries Li-ion ou les supercondensateurs.8! Leur
grande surface spécifique augmente considérablement la quantité de catalyseurs
greffés a la surface. Dans le cas des enzymes rédox, leur surface nanométrique a
démontré leur role efficace dans le transfert direct d’électrons entre le centre rédox
d’'un grand nombre d’enzymes et la surface de I’électrode.'82Ces derniers forment un
réseau enchevétré de tubes d’environ 10 nm de diametre, avec une surface poreuse
(Figure IV-3).
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Figure IV-3 : Images de microscopie électronique a balayage d'un réseau enchevétré de SWCNTs obtenu par « drop-casting.

IV.2.D LES DIFFERENTES METHODES DE FONCTIONNALISATION SUR NANOTUBES DE CARBONE

Depuis leurs découvertes en 1991, de nombreuses méthodes de
fonctionnalisation de la surface des NTCs ont été décrites.'83 Cela passe
essentiellement par des modifications non-covalentes et covalentes. L'un des enjeux
est que la fonctionnalisation n’altére pas les propriétés électroniques de NTCs. Leur
modification permet notamment d’augmenter la solubilité, faciliter leur manipulation
et greffer des catalyseurs a la surface lorsqu’ils sont utilisés en tant que matériaux
d’électrodes (voir IV.2.C).

On distingue plusieurs types de fonctionnalisation : (1) les méthodes non-
covalentes, qui font appel a des interactions faibles (2) les méthodes covalentes,
permettant de greffer une entité fonctionnelle sur les parois externes des NTCs ou bien
a leurs extrémités.

IV.2.D (i)Les méthodes non-covalentes

Les méthodes non-covalentes regroupent la formation de liaisons hydrogenes,
les forces de Van der Waals, les interactions électrostatiques et m- ;1. Ces techniques
forment peu de défauts et préservent le systeme m-conjugué des NTCs et leurs
propriétés électroniques.

1. L’adsorption

La nature hydrophobe des nanotubes de carbone en fait de bons candidats pour
I'adsorption d’entités par simple interactions hydrophobes. Ceci a notamment été
observé pour la streptavidine!84 ou ’ADN.185
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2. Intéraction m-

L’immobilisation de molécules aromatiques sur des NTCs a été étudiée au début des
années 2000.186 Cela produit une interaction entre les orbitales sp- des NTCs et le
systéeme m-conjugué du noyau aromatique : on parle alors de « m-stacking ». Cette
technique est aujourd’hui la plus utilisée pour greffer des molécules avec des résidus
anthracene, pyrene ou porphyrine par exemple (Figure IV-4).

Pyréne Anthracéne

Figure IV-4 : Exemples de composés aromatiques couramment utilisés pour greffer des molécules sur NTCs par interaction
n-stacking.

En 2001, une protéine a été immobilisée par couplage peptidique sur des NTCs
modifiés avec un groupement pyrene-N-ester-succinimide.’87 Cette technique est
encore largement utilisée aujourd’hui pour immobiliser des biomolécules.:88

3. Utilisation de polymeéres

Les polymeéres organiques ou inorganiques ont été utilisés pour former des complexes
supramoléculaires avec les NTCs afin d’augmenter leur solubilité et explorer de
nouvelles propriétés.189 La technique la plus élégante est I’électropolymérisation de
polymeéres conducteurs a la surface d’un film fin de NTCs9¢ dans le but de piéger des
catalyseurs.191192 Le principe est le méme que celui énoncé pour l'encapsulation
d’enzymes (IV.3.C). Ainsi, de nouvelles fonctionnalités peuvent étre ajoutées au
matériau composite NTC/polymere comme par exemple un groupement chimique
pour augmenter l'interaction entre le polymere et la molécule piégée ou bien un
médiateur rédox pour améliorer le transfert électronique ou sein de la matrice 3D. Ceci
a été décrit avec les hydrogels d’osmium pour piéger et connecter les MCOs (voir
IV.4.C).193

IV.2.D (ii) Les méthodes covalentes

La fonctionnalisation covalente engendre un changement d’hybridation des
carbone sp2 en sp3 avec rupture du systéeme sm-conjugué, ce qui crée des défauts au sein
du réseau pouvant altérer les propriétés conductrices et mécaniques des NTCs.194 La
modification peut également avoir lieu au niveau de défauts déja présents au sein de la
matrice, sur les parois externes ou a 'extrémité des nanotubes. Ceci se traduit par la
présence de groupements carboxyliques, d’irrégularités heptagonales ou pentagonales
dans le feuillet de graphene (initialement hexagonal) ou bien par I'apparition de sites
oxygénés apres purification.
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De nombreuses méthodes covalentes ont été décrites!95-197 et sont généralement
divisées en deux catégories : (1) les modifications directes sur les parois des NTCs ; (2)
les modifications chimiques indirectes sur les groupements carboxyliques présents
apres purification oxydative. Quelques exemples non-exhaustifs sont cités ci-dessous.

1. La purification oxydante

Le traitement oxydant sert initialement a purifier les NTCs afin d’éliminer les
particules métalliques formées apres synthese. Diverses conditions oxydantes ont été
mise au point : les NTCs sont traités en présence d’acide nitrique98, acide sulfurique?99,
d’'un mélange d’acide sulfurique et d’eau oxygénée, ou d’ozonez°9,... Ainsi, des
groupements carboxyliques, esters, hydroxyles peuvent étre introduits a la surface et
aux extrémités des NTCs (Figure IV-5). Par ailleurs, cette technique permet également
de controler la taille des NTCs qui peuvent-étre coupés, raccourcis ou ouverts en
fonction des conditions opératoires

Diverses conditions :
HNO,
H,S0,
“piranha”

03

Figure IV-5 : Purification oxydative des NTCs en conditions acides fortes pour former des groupements carboxyliques sur
les parois externes et aux extrémités.

2. Modifications chimiques indirectes des groupements carboxyligues

Les différents types de modification chimique de CNT-COOH sont présentés dans
laFigure IV-6. La formation d’'un groupement carboxyamide est produite apres
activation du —COOH par un chlorure de thionyle (SOCI-), suivi de la formation de la
liaison amine.20t Ceci donne acces au greffage de biomolécules par couplage
peptidique. Les chlorures d’acyles (R-COCI) formés apres traitement par SOCl2
peuvent réagir avec des fonctions alcools au cours d’une estérification. En 2003, Kim
et al. inserent un thiol (-SH) apres des étapes de réduction, chlorination et
thiolation.202

1. socl,

COOR 2. R-OH ‘@
EstérificationHo -

Figure IV-6 : Différents types de modifications chimiques indirectes des CNT-COOH
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3. Formation d’ylure d’azométhine : la réaction de Prato

Initialement développée pour le fullerene, Prato met en évidence en 1993 ’addition 1,3
dipolaire d’ylure d’azométhine.203 Cette méthode sera transférée au NTCs au début des
années 2000.19% Elle consiste au traitement des NTCs a haute température dans le DMF
avec un dérivé aldéhyde et une glycine N-substitué, résultant a la formation de résidus
pyrrolidine substitués (Figure IV-7). Cette méthode fonctionne sur tous types de NTCs
de carbone, oxydés ou non.

CNT
DMF, 130°C

R,-NHCH,COOH + R,-CHO

Figure IV-7 : Mécanisme de la réaction de Prato.

4. Fonctionnalisation par des sels d’aryles diazonium

Suite aux travaux de Pinson et Savéant204 (1992), Tour et al. réalise en 2001 la
réduction électrochimique a un électron d’une série de sels de diazonium a la surface
d’une électrode de « bucky paper » de NTCs.295 Ainsi, le radical aryle généré s’y fixe
spontanément suivant le mécanisme présenté en Figure IV-8. L’électrogreffage peut
avoir lieu : (1) par chronoampérométrie en appliquant le potentiel de réduction du sel
de diazonium a Iélectrode de travail pendant un temps donné; (2) par
voltampérométrie cyclique, le pic de de réduction du diazonium est irréversible.

A Tour reaction

CNT +

Figure IV-8 : (A) Réaction de Tour pour générer "in-situ” un diazonium a la surface des NTCs. (B) Electroréduction du sel
de diazonium a la surface d'une électrode de NTCs.

De cette méthode naitra la réaction de Tour dans laquelle, la génération in-situ de sels
de diazonium se produit, a partir d’isopentylnitrite et de l'aniline correspondante
(Figure IV-8A).206
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5. Autres réactions

Les exemples cités ci-dessus ne sont pas exhaustifs.196:207 D’autres réactions chimiques
directes existent comme l'addition de carbénes, 'addition de nitrénes ou encore
I’hydrogénation. La Figure IV-9 illustre ces exemples.

g 4&,5'\\4\4'\“
Addition de Addition de
carbénes nitrenes

Figure IV-9 : Autres types de groupements chimiques formés a la surface des nanotubes par fonctionnalisation covalente
directe.

IV.3 TECHNIQUES D’IMMOBILISATIONS D’ENZYMES SUR ELECTRODES

Diverses méthodes pour connecter les enzymes a la surface d'une électrode ont
été envisagées et seront présentées dans cette section. Pour qu’une réponse
électrochimique soit générée, I’électrode se substitue au co-substrat qui joue le role de
donneur ou accepteur d’électrons dans les conditions naturelles de fonctionnement de
Penzyme. La technique d’immobilisation ne doit pas modifiée la structure
tridimensionnelle de I'’enzyme afin de conserver la réactivité, cinétique et la sélectivité,
afin de ne pas altérer ses propriétés catalytiques.208

IV.3.A L’ADSORPTION OU LA PHYSISORPTION

Enzyme

Site actif

@ ADSORPTION/

PHYSISORPTION

Figure IV-10 : Adsorption ou physisorption enzymatique sur une électrode.
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L’adsorption ou la physisorption (Figure IV-10) s’appuient sur des interactions
faibles, hydrophobes et de Van der Waals, entre la surface de 1’électrode modifiée ou
non et ’enzyme. Cette méthode, douce, ne dénature pas la biomolécule. Cependant,
des phénomenes de désorption peuvent se produire au cours du temps diminuant la
stabilité de la bioélectrode.

IV.3.B LA RETICULATION DE MOLECULES A LA SURFACE DE L'ELECTRODE

La réticulation a la surface de I’électrode a lieu par interaction entre ’enzyme et
un cross-linker ou agent de couplage (Figure IV-11). Ce dernier porte des groupements
chimiques spécifiques qui permettront sa liaison avec les fonctions amines situées en
surface de la protéine. Les réticulants généralement utilisés sont le glutaraldéhyde,
209210011 bien des molécules avec des motifs ester activé ou époxyde.2!

Cette méthode est beaucoup plus stable que la physisorption, car 'enzyme est
en quelque sorte piégée. Toutefois, la structure enzymatique et les propriétés
catalytiques peuvent étre altérées.

A 0" glutaraldéhyde
% O
~"0 <\ motif époxyde
n O
O oo §
QN—OJL(“%LO—Nﬁ motif ester activé
O (0]
Agent de
couplage
—_—

RETICULATION

Figure IV-11 : (A) Exemples d'agents de couplage et de cross-linkers utilisés pour immobiliser les enzymes par réticulation.

IV.3.C L’ENCAPSULATION DANS UN POLYMERE OU UNE MATRICE SOL-GEL

L’encapsulation dans des polymeres non-conducteurs22 (nafion, chitosan ou
cellulose) ou dans une matrice inorganique sol-gel2!3 piége l'enzyme dans un
environnement tridimensionnel.

Certaines études, en particulier celles réalisées au sein du laboratoire, ont pour
objectif 'encapsulationd’enzymes dans une matrice de polymeres électrogénérés tels
que le polypyrrole, la polyanniline, le polythiophéne ou le PEDOT (Figure IV-12A).214
Le monomere, immobilisé sur électrode, est polymérisé par oxydation chimique ou
électrochimique afin d’obtenir un polymere conducteur. En plus d’augmenter la
conductivité électronique du matériau, ce dernier permettra une connexion plus
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efficace de I'enzyme dans une matrice tridimensionnelle avec un meilleur transfert
d’électrons. Par ailleurs, la dénaturation de l'enzyme est ralentie. Dans cette
configuration, des problemes de diffusion du substrat au sein de la matrice 3D peuvent
avoir lieu (Figure IV-12B).

N polypyrrole
A Wi

S polythiophéne

Wi

N polyanniline
n
B i
N > e )

—_—
POLYMERISATION L‘j

Figure IV-12 : (A) Polymeres conducteurs générés a la surface de I'électrode pour piéger I'enzyme (B) dans une matrice 3D.

IV.3.D L’INTERACTION HOTE-INVITE

Les interactions hote-invité s’appuient sur ce qui se fait déja dans la nature avec
la reconnaissance enzyme-substrat ou encore I’hybridation du double brin dADN. Un
groupement chimique modifié a I’électrode et une partie modifiée ou non de 'enzyme
interagissent par chimie supramoléculaire. Cette reconnaissance dite « hote-invité »
est liée a des interactions hydrophobes et des liaisons de Van der Waals. Les plus
connues sont les interactions avidine-biotine2!5, ferrocene-cyclodextrine2:6,
adamantane-cyclodextrine2!7. Une autre méthode s’appuie sur le motif clef-serrure :
I’électrode est fonctionnalisée par une partie du substrat, reconnue par 'enzyme, qui
va alors directement interagir avec son site de liaison. Cela a été notamment mis en
évidence avec des dérivés d’anthracene et anthraquinone chez la laccase de Trametes
versicolor.218

IV.3.E LE GREFFAGE COVALENT

Il s’agit d’introduire une fonction chimique réactive entre la surface de
I’électrode et un acide aminé de l'enzyme. Le greffage par un lien covalent est
irréversible et ne dénature pas les propriétés catalytiques de I’enzyme sous certaines
conditions. Si la liaison covalente se forme entre une fonction chimique et un acide
aminé de 'enzyme, il n’est pas possible de contréler a quel endroit le greffage aura lieu.
Une technique élégante consiste alors a greffer une fonction chimique sur I’enzyme afin
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d’avoir un meilleur contréle de son orientation. Théoriquement, le transfert d’électrons
entre le site actif et I’électrode est meilleur que dans le cas des autres techniques cités
précédemment. Les liens covalents les plus référencés sont les suivant :

e L’animation réductrice pour former une liaison amide entre une lysine de
I’enzyme et un groupement aldéhyde ou ester activé a la surface de 1’électrode
(Figure IV-13A) ;

e Les fonctions thiols (-SH) des acides aminés cystéines réagissent avec un
groupement maléimide (Figure IV-13B) ;

e Les éléments nucléophiles (-X) de I'enzyme peuvent réagir avec un surface
modifiée par un époxyde (Figure IV-13C) ;

e La cycloaddition 1-3 dipolaire de Huisgen consiste a la formation d'un
groupement triazole entre un résidu azoture —Nj3 et un alcyne (Figure IV-13D).

o
zﬁ(
o

s o @

SH

‘ot @
S 3

Figure IV-13 : (A) Amination réductrice entre un groupement ester activé (NHS) et une fonction amine (-NH;) d'une lysine.

[“e [Ogv@@

(B) Réaction d'un groupement maléimide avec une fonction thiol (-SH) d'une cystéine de I'enzyme. (C) Réaction d'un
groupement nucléophile (-X) avec un résidu époxyde. (D) Cycloaddition 1,3- dipolaire de Huisgen entre un alcyne et un
azoture pour former une liaison triazole.
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IV.4 LA CONNEXION ENZYMATIQUE SUR ELECTRODES

IV.4.A LES PRINCIPES DE LA CONNEXION ENZYMATIQUE

La connexion d’enzyme sur électrode a été pour la premiere fois décrite par
Yahiro en 1964, avec 'enzyme glucose oxydase, capable d’oxyder le glucose en
gluconolactone en présence d’oxygene.29 Comme évoqué dans les paragraphes
précédents, le site actif des enzymes est généralement enfoui dans la structure
protéique et un relai d’électrons au sein de la protéine est mis en place entre la surface
et le centre rédox. Ainsi, deux stratégies de connexions enzymatiques sont donc mises
en place : (1) le transfert électronique direct (TED) ; (2) le transfert électronique médié
(TEM).

IV.4.A (i) Le transfert électronique direct (TED)

Comme son nom l'indique, le TED s’applique lors d'un transfert d’électrons
direct entre le site actif de I'enzyme et la surface de I’électrode (Figure IV-14). Ainsi,
I’électrode se substitue au cofacteur ou co-substrat de l'enzyme et joue le role
d’accepteur d’électrons (oxydation enzymatique) ou de donneur d’électrons (réduction
enzymatique)

Pour que ce mécanisme ait lieu, le site actif de 'enzyme doit-étre assez proche
de la surface de I’électrode. D’aprés la théorie de Marcus,? le transfert électronique
diminue exponentiellement avec 'augmentation de la distance entre 1’électrode et le
site actif de 'enzyme.220 Le TED a lieu jusqu’a une distance de 25A entre le site actif et
I’électrode.22! Dans cette configuration, le potentiel de catalyse correspond au potentiel
d’oxydo-réduction du centre rédox de ’enzyme. Ainsi, la surtension est la méme que
Ienzyme soit connectée ou en solution.

Substrat Produit

a) Oxydation
enzymatique €=

Figure IV-14 : Mécanisme de transfert électronique direct entre le site actif de I'enzyme et I'électrode.

L’orientation d’enzyme a la surface de I’électrode est importante pour la connexion en
TED. Cela consiste a immobiliser la protéine dans une conformation favorable afin que
le site actif ou le relais de transfert d’électrons (cluster [Fe-S] des hydrogénases) soit
au plus proche de la surface de I’électrode
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IV.4.A (i) Le transfert d’électrons médié (TEM)

Le transfert électronique médié est réalisé a I’aide d'une molécule rédox, appelée
médiateur, qui joue le role de navette d’électrons entre le site actif et I'électrode. Ceci
peut s’avérer indispensable quand le site actif de '’enzyme est enfoui au sein de la
protéine et est donc trop éloigné de la surface de I’électrode. Le médiateur rédox peut
librement diffuser en solution ou bien étre lié a un polymere ou un gel dans lesquels
I’'enzyme est piégée. Lors d'une réduction enzymatique, I’enzyme cede des électrons, le
médiateur passe alors de la forme oxydée a réduite et est régénéré a la surface de
Iélectrode (Figure IV-15A). Lors d’'une oxydation enzymatique, I’enzyme a besoin
d’électrons, le médiateur passe alors de la forme réduite a oxydée et est régénérée a la
surface de I’électrode (Figure IV-15B).

Le potentiel rédox auquel a lieu la catalyse est donné par le potentiel du
médiateur redox. Il a été postulé, sur la base de la théorie de Marcus, que la différence
de potentiel entre I'enzyme et le médiateur doit-étre au minimum de 50 mV pour
atteindre un transfert électronique efficace.222

Substrat Produit B Substrat Produit

j; ;MEDox

Réduction
enzymatique

Figure IV-15 : Mécanismes de transferts électroniques médiés dans le cas d’une réduction enzymatique (A) et d’une
oxydation enzymatique (B).

IV.4.B LES HYDROGENASES EN TANT QUE BIOANODES ENZYMATIQUES

Les hydrogénases sont les premieres métalloenzymes a avoir été connectées en
TED des les années 70223 grace a la proximité du cluster [FeS] distal avec la surface de
I’électrode. En 1982, ’'Hydrogénase Thiocapsa roseopersicina est connectée sur noir
de carbone et un premier mécanisme catalytique de I’'oxydation d’H- est envisagé.224
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IV.4.B (i) Comprendre les mécanismes catalytiques grdce a I’électrochimie

La connexion de ces enzymes par simple adsorption étant tres efficace,
I’électrochimie s'impose rapidement comme technique de choix pour comprendre les
propriétés catalytiques des hydrogénases. L’étude de voltampérométrie cyclique d’'un
film protéique est alors développée (« Protein Film Electrochemistry » pour PFE en
anglais). Cela consiste en 'absorption d’'un film fin de protéine sur une électrode,
souvent en graphite, de telle sorte quun TED ait lieu. Le courant électrique généré par
I’enzyme en présence de substrats donne une mesure directe de ’activité catalytique et
de la fréquence catalytique de cycle (TON). En faisant varier les conditions
expérimentales (pH, présence d’inhibiteurs, température), il est possible d’extraire des
informations complémentaires aux études biochimiques, spectroscopiques et
cristallographiques.225

La Figure IV-16 met en évidence les réponses électrochimiques obtenues apres
adsorption de 3 types d’hydrogénases sur électrode de graphite. A un potentiel
inférieur a 0,3 V vs SHE, les protons sont réduits en hydrogene (zone 1). En présence
d’argon, les trois enzymes réduisent les protons. En présence d’H-, les hydrogénases
[FeFe] et [NiFe] réalisent THER (Figure IV-16A et B). Le biais catalytique, souvent
utilisé en modélisation, qui se situe entre les zones 1 et 2, est défini par la capacité de
I'enzyme a activer ou produire H.. Lorsque E > -0,3V vs SHE, l'oxydation d’'H- en
protons a lieu et est divisée en deux zones distinctes (2 et 3). De maniére générale, les
hydrogénases sont inactivées réversiblement a haut potentiel (zone 3): on parle
d’inactivation en condition oxydante. Ici, elle a lieu pour les hydrogénases [FeFe]
(Erreur! Source du renvoi introuvable.A) et [NiFe] (Figure IV-16B) et est
inexistante dans le cas des [NiFeSe] (Figure IV-16C).

A14 Zone 1 Zone 21| Zone 31 1.ZB Zane T [ Zne 2 Zone 3 cZone1 Zone 2
37 08 0
5o 0.4 10 Arl
::; 7 | 0.0 f 0 —# —
i [FeFe], 04 /[NiFe] [NiFeSe]

-0.6 -C:)‘3 00 03 06 -03 00 03 i-06 -03 0.0 03
Potential (V vs. SHE)

| Biais catalytique | Eswiten
= Zone1:1<0zone de réduction des protons (HER) 2H* + 2e" > H,
= Zone2:1>0zone d'oxydation d’H, (HOR) H, = 2H* + 2e

= Zone 3 :zone de désactivation a haut potentiel caractérisée par E switch

Figure IV-16 : PFV de différentes hydrogénases, (A) Db [FeFe], (B) Rm-[NiFe]-MBH et (C) Db [NiFeSe] absorbées sur
électrodes de graphite sous argon et H,(25°C, pH 6, 10 mV.s-1, 2500 rpm). Les différentes zones sont définies en dessous et
les notions de E siich (ligne rouge) et biais catalytique (ligne bleue) apparaissent. Adapté de 7> aprés accord de la Royal
Chemical Society (numéro de licence : 4102540191723).
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On définit par Eswitch le potentiel auquel la réactivation a lieu sur le
voltamogramme quand on balaye vers les potentiels négatifs. Cette valeur varie en
fonction de la sensibilité a I'oxygene : ainsi, les hydrogénases standards donnent des
valeurs autour de -100 mV contre 100 mV pour les hydrogénases tolérantes a
loxygene.226En présence d’'H., la désactivation a haut potentiel observée suite a la
diminution du courant catalytique correspond a la formation d’états inactivés de
I'enzyme. Il s’agit des espéces Ni-B pour les enzymes [NiFe] et Hox 2t pour les enzymes
[FeFe].34 Ces derniéres sont réactivées en quelques secondes, sous H-, a la suite du
Eswitch.

En résumé, de nombreuses informations sont accessibles grace a
I’électrochimie : (1) les constantes catalytiques Km et Kkeat; (2) les fréquences
catalytiques de cycle; (3) la détermination des étapes catalytiques cinétiquement
limitantes ; (4) I’étude des inhibiteurs par la sensibilité a 'O, au CO et a I'H-S.

IV.4.B (ii) Immobilisation fonctionnelle

L’immobilisation des hydrogénases a pour but de controler I'orientation de
I'enzyme, de diminuer la désorption observée dans les études de PFE et d’augmenter
le courant catalytique. Des études récentes ont montré que la baisse des performances
résultait d'un changement lent de la conformation du site actif227, ou bien d’une
réorientation enzymatique a l'interface.228

A) 5°
400 Hydrogel
modifié + Hyd
300
e
S 2001
=
1004 Hydrogel sans MV +
Hyd
o
Hydrogel modifié
-100 T T T T T

T T T
-06 -05 -04 -03 -02 -01 0.0 0.1 0.2 03
E/V,vs. SHE

100
=) 95% H, /N

1% O, 3% O, 5% O,

- 80

460

440

j/ uAlem’ (Polymer)
j! uAlem?® (DET)

420

T T
0 2000 4000
tl's

Figure IV-17 : (A) Voltampérométrie cyclique de I’hydrogel modifié drop-coaté sur électrode de carbone vitreux (courbe
bleue) et de I'Hydrogénase [FeFe] de Chlamydomonas reinhardtii encapsulée dans un hydrogel sans viologéne (courbe
rouge) et dans un hydrogel modifié (courbe noire) en présence d’H, (2000 rpm, pH7, 25°C, 20 mV/s). (B)
Chronoampérométrie pour évaluer la tolérance a I'oxygéne pour I'enzyme immobilisée dans I’hydrogel non-modifié
(courbe rouge) et dans I’hydrogel modifié (courbe noire) (+0.141 mV, pH5, 25°C, 95% H et x% O;). Adapté de ?*avec
I'autorisation de John Wiley and Sons (numéro de licence : 4104770852394)
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L’encapsulation dans une matrice d’argile modifiée a été I'une des premieres
investigations menées a partir de 2003. Nécessitant un matériel peu onéreux et stable,
avec des propriétés d’échangeur d’ions, I'argile a été modifiée par le méthylviologene23°
ou le cytochrome c3.23t Avec cette technique les courants catalytiques restent assez
faibles et la surtension dépendante du médiateur.

L’encapsulation dans une matrice polymeére modifiée avec des médiateurs rédox
a été pour la premiere fois proposée en 1994.232Ainsi, 'immobilisation dans une
matrice de polypyrrole-viologéne a depuis été fréquemment mise en avant.233:234
Récemment, Plumeré et al. ont proposé un nouveau type d’hydrogel rédox modifié
avec du méthylviologéne,235 qui permet d’immobiliser des enzymes sensibles a
l'oxygéne.23¢ Ainsi, I’hydrogénase [FeFe] de Chlamydomonas reinhardtii, inactivée
irréversiblement en présence d’O-, a été connectée de cette fagcon. La modification du
polymeére permet de s’astreindre de la désactivation a haut potentiel, et d’atteindre
ainsi un plateau catalytique d’oxydation d'H> de 'ordre de 400 pA /cm?2 a pH 7 (Figure
IV-17A). L’hydrogel rédox permet de détourner une partie des électrons générés par
l'oxydation de H- afin de réduire 'oxygene avant qu’il n’atteigne le site actif de
I’hydrogénase comme démontré au cours de l'expérience de chronoampérométrie
présentée en Figure IV-17B.

Enfin, I'immobilisation directe sur électrode modifiée par la réduction de sels
de diazonium237 ou par formation de SAMs238 a ensite été envisagée. Toutefois, les
courants catalytiques obtenus restent souvent trop faibles pour I'intégration dans une
pile avec des puissances élevées.

IV.4.B (iii) Apport des nanotubes de carbones

Pour augmenter la quantité d’hydrogénases immobilisées et ainsi avoir acces a
des courants catalytiques plus élevées, l'utilisation des NTCs en tant que plateforme
d’immobilisation a été considérablement étudiée.239-241 En 2007, De Lacey réalise une
électrode de forét de NTCs par dép6t CVD sur or. L’hydrogénase Dg [NiFe] est
immobilisée par plusieurs techniques (Figure IV-18-A): simple adsorption,
interactions électrostatiques ou greffage covalent par couplage peptidique obtenu
apres réduction d'un sel de diazonium amine sur les NTCs. Le voltampérogramme
correspondant (Figure IV-18B) montre que I’hydrogénase oxyde H- a -0,6V vs SCE
(soit -0,356 vs SHE) pour atteindre la densité de courant la plus élevée (-
2,5 mA.cm2) dans le cas du greffage covalent. La surtension de 356 mV fait de cette
bioanode enzymatique une bonne candidate pour des applications en piles a
combustible.

L’hydrogénase [NiFe] Aquifex aeolicus est une enzyme thermophile qui réalise
I’'HOR, en présence d’O-, sur une large gamme de température.46 Son immobilisation
sur NTCs modifiés par des groupements carboxylates (f-NTCs) permet de diminuer la
désactivation a haut potentiel observée sur NTCs seuls donnant des densités de
courant de 1 a 2,5 mA.cm2 a pH7 et -0,3 V vs ECS (Figure IV-19A). De plus,
l’augmentation de I’épaisseur des NTCs accroit la densité de courant, ce qui confirme
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que le nombre d’enzymes connectées en TED est proportionnel a la quantité de NTCs
jusqu’a atteindre un optimum (Figure IV-19B).242
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Figure 1V-18 : (A) Différentes techniques d'immobilisations de I'hydrogénase Dg[NiFe]. (B) HOR de I'enzyme immobilisée
dans les différents cas (a a c) étudiée en voltampérométrie cyclique (pH 7, 2500 rpm, 40°C, 20 mV/s, 1atm H;).Adapté avec
la permission de 243, Copyright 2017 American Chemical Society.
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Figure IV-19 : (A) Voltampérogramme de I'Hyd [NiFe] Aquifex aeolicus immobilisé sur NTCs (courbe noire pointillée) et f-
NTCS (courbe rouge) sous H2 (5mV/s, pH 7,2, 60°C, H2). (B) Evolution du courant catalytique en fonction de I'épaisseur des
f-NTCs. Adapté de 22 avec 'autorisation de Royal Society of Chemistry (numéro de licence : 4105321153220)

Ainsi, I'immobilisation des hydrogénases sur NTCs a permis d’augmenter
fortement les densités de courants catalytiques par rapport aux premiers travaux
réalisés en PFV et de s’affranchir de médiateurs rédox. La nanostructuration des
électrodes est donc un enjeu important pour augmenter les performances catalytiques
et réussir a s’astreindre de la désactivation a haut potentiel, I'un des facteurs limitant
I'utilisation des biopiles enzymatiques H2/O-. (voir V.2)
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IV.4.C LES ENZYMES A CUIVRE EN TANT QUE BIOCATHODES ENZYMATIQUES

Comme évoquée dans la partie III. , les enzymes a cuivres sont divisées en
plusieurs catégories : (1) celles qui activent le dioxygene telles que la galactose oxydase
ou la polyphénol oxydase ; (2) celles qui réduisent 'oxygene par un mécanisme a
4H+*/4e telles que les MCOs (BOD et Lac). Le Tableau V-1 récapitule les fonctions
catalytiques et potentiels d’oxydo-réductions du site actif de diverses enzymes a cuivres
étudiées pour 'ORR.

Contrairement aux hydrogénases, dont les relais d’électrons sont
particulierement proches de la surface protéique, les enzymes a cuivres peuvent
posséder un relai d’électron T1 dont la connexion par transfert direct est difficile a
mettre en ceuvre. Le site actif T2/T3 est quant a lui souvent enfoui au sein de la
protéine. En TED, le potentiel de catalyse se rapprochera fortement du potentiel rédox
du site actif : le T1 ou le TNC dans le cas des MCOs, le T3 dans le cas de la PPO et le
site mononucléaire Cu(II) pour la galactose oxydase. Ainsi, les cathodes enzymatiques
a base de MCOs ont été les plus étudiées : le potentiel rédox du cuivre T1 se situe en
moyenne autour de 0,7V vs NHE, correspondant a une surtension faible de 150 mV par
rapport au potentiel rédox du couple O2/H-O.

Enzymes Fonctions catalytiques Site Actif Potentiel
d’oxydoréduction du
site rédox (V vs NHE)

Galactose Oxydation des alcools Cu(II) mononu- E°(Cull/Cul!) =+0,45V13
oxydase (GOx) primaires en aldéhyde couplée cléaire
a la réduction d’0, en H,0,
Polyphénol Oxydation des catéchols. O, Site T3 E°(T3) = +0,36 V106
oxydase (PPO)  est réduit en H,O et agit en Cu(Il)
tant que cofacteur. dinucléaire
Bilirubine Oxydation de la bilirubine en = Site T1 Cu(II) Myrothecium verrucaria
oxydase (BOD) biliverdine couplée a la mononucléaire + @ E°(T1) = + 0,690 V244
réduction de O, en H.O parun = site T2/T3 cluster E°(T2/T3) = + 0,39 V126,244
mécanisme a 4H+*/4e Cu(II)
trinucléaire site
T2/T3
Laccases Oxydation des polyphénols Site Ti Cu(Il) Trametes versicolor
fongiques couplée a la réduction d’O. en mononucléaire + E°(T1) = +0,78 V116.125
(Lac) H.O. site T2/T43 cluster

Cu(II) Varie entre = +0,43 et
trinucléaire site +0,78 V en fonction du
T2/T3 type de Lac

Tableau IV-1 : Récapitulatifs des propriétés catalytiques, du site actif et des potentiels d'oxydoréduction de différentes

enzymes a cuivre étudiées pour I'ORR.

Dans cette section, nous citerons des exemples de la connexion enzymatique
principalement en TED des enzymes a cuivres citées précédemment et définirons plus
en détails les enjeux d’orientation enzymatique avec les MCOs.
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IV.4.C (i) Connexion enzymatique directe de la galactose oxydase

La galactose oxydase est une enzyme qui réduit l'oxygene en péroxyde
d’hydrogene. La seule évidence de TED a été publiée par Schiffrin en 2009.245 Une
SAM, comportant des nanoparticules d’or fonctionnalisées par groupements
carboxylates, (Figure IV-20A) a permis d’immobiliser 'enzyme par la coordination
directe des COO- sur son site actif. L’électrocatalyse est testée par voltampérometrie
cyclique a pH7 (Figure IV-20B). En absence d’oxygene (cas a), deux pics rédox
réversibles apparaissent autour de -0,1 V et 0,2 V vs SCE (insert) attribués
respectivement au couple Cu!l/Cul et a la formation du radical tyrosile.

Sous Oz, une vague de réduction apparait, preuve de la réduction de 'oxygene a
la surface de I’électrode par TED.
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c- contréle sous O, SAM seul
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Figure IV-20 : (A) Schéma de I'immobilisation de la GOx sur SAMS modifié par des nanoparticules d’or décorées par un acide
thioctique. (B) Voltampéromégramme de I’enzyme immobilisée sur SAM (a) en présence d’02 (b) et expérience contréle de
la SAM seule sous O; (c) (pH 7,5, 20mV/s). Adapté avec la permission de 245. Copyright 2017 American Chemical Society.

IV.4.C (ii) Connexion enzymatique directe de la polyphénol oxydase

La connexion enzymatique de la PPO a été maintes fois étudiée dans le domaine
des biocapteurs de par sa capacité a dégrader un panel large de substrats catéchol.246.247
Son utilisation en tant que biocathode enzymatique est limitée par deux facteurs : (1)
le potentiel du site actif assez faible, conduit par défaut a une forte surtension pour
I’ORR ; (2) un centre rédox enfoui, qui rend difficile le TED.

La premiere mise en évidence de TED sans détecter de sensibilité a 1’0 a été
mise en évidence en 1996 par Yaropolov et al.224 En 2012, Reuillard et al.248
immobilisent la PPO dans une matrice de NTCs et démontre un TED couplé a la
réduction bioélectrocatalytique de I'oxygene a un potentiel de 0,3V vs SCE soit une
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surtension de 400 mV. Cette biocathode conserve 50% de son efficacité catalytique
apres 8 jours et est inhibée en présence de cyanures.

IV.4.C (iii) Connexion enzymatique de la BOD

D’une part, le TEM a été étudié avec diverses molécules organiques tels que
I’ABTS249:250, ]e cytochrome c251, ou bien l'utilisation de polymeres a base d’osmium252.
D’autre part, la connexion directe a été pour la premiere fois étudiée en 2004 sur
électrodes de carbone.?? Plusieurs techniques ont ensuite été mises en ceuvres afin
d’atteindre un TED efficace :

e laréticulation de MvBOD avec du glutaraldéhyde et de la BSA sur NTCs ;253

e l’encapsulation au sein d’'un polymere tel qu'une matrice cationique de poly-
lysine,254 dans une encre a base de Vulcan et de nafion,255 ou encore dans un
environnement sol-gel ;256

e l'immobilisation par formation d'un lien covalent a partir de fonctions amines ou
thiols présentes a la surface de I'enzyme. La BOD a été greffée de facon covalente
grace au couplage EDC/NHS,257:258 sur des nanoparticules d’or259 ou des dérivés
quinone ;260

e [l'utilisation de molécules ayant une structure similaire au substrat bilirubine de
I’enzyme telle que la protoporphyrine IX.261

L’orientation de l'enzyme est influencée par les groupements chimiques
présents a la surface de I’électrode. Ainsi, immobilisée sur une SAM comportant des
groupements carboxyliques (surface chargée négativement), MvBOD réduit I'oxygene
en eau par un TED entre la surface de I’électrode et le site T1.262 En effet, cette enzyme
comporte un moment dipolaire positif qui pointe vers le centre T1, ce qui explique son
orientation préférentielle sur une surface chargée négativement (Figure IV-21A). A
postériori, son immobilisation sur une surface positive de NTCs modifiés avec des
groupements ammoniums induit la connexion directe du site T2/T3 et une réduction
de l'oxygene en eau a un potentiel plus faible (0,3 V vs Ag/AgCl contre 0,55 V vs
Ag/AgCl pour le T1), proche du potentiel d’oxydoréduction du site T2/T3 (Figure
IV-21B).263 Récemment, Solomon et Mano2%4 ont démontré la coexistence de deux
états de repos pour MvBOD : (1) la forme RO, dans laquelle un seul centre cuivre est
sous la forme oxydée et ne peut pas étre réduit par les électrons provenant du T1. Les
atomes de cuivre (II) sont réduits grace au transfert d’électrons du T1 vers le T2/T3 a
un potentiel d’environ 0,7 V vs NHE ; (2) la forme AR, dans laquelle deux centres
cuivre du TNC sont réduits au degré d’oxydation +1. Cette espece est activée a un
potentiel plus faible de 0,4V vs NHE. Ainsi, la réduction bioélectrocatalytique de
l'oxygeéne pourrait-étre effectuée par des formes alternatives réduites de I'enzyme
(Figure IV-21A).

Par ailleurs, le moment dipolaire de I'enzyme et les charges en surface varient
également en fonction du pH dans lequel 'enzyme a été immobilisée.265 Récemment,
Lojou, Mano et Salomon ont démontré que I’exposition de la BOD Bacillus Pumilus en
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présence d’ions chlorures (inhibiteur de la BOD) engendre la formation d’un état rédox
de I'enzyme, dépendant des conditions de pH et de température.266
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Figure IV-21 : (A) Orientation de MvBOD sur une surface de NTC chargée positivement, transfert d'électrons via le TNC.
Cyclovoltampérogramme associé sous argon (a), O, (orange) (b) et ABTS (vert) (c). (B) Orientation MvBOD sur une surface
de NTCs chargés négativement, transfert d’électrons via le T1. Voltampérogramme cyclique, associé, sous (a) argon, (b) O,
(bleu) et (c) ABTS (vert) (10 mV.s, pH 7)

IV.4.C (iv) Connexion enzymatique de la laccase

Les stratégies de connexion en TEM sont les mémes que pour la BOD comme
I'encapsulation dans des hydrogels a base d’osmium par exemple.267:268 La premiere
connexion de TvLac en transfert d’électrons direct pour 'ORR a été publiée par
Tarasevich en 1979.269 La laccase a été greffée sur divers matériaux d’électrodes comme
des électrodes d’or modifiées27° ou absorbée sur des matériaux carbonés.’29 Ces
méthodes ne permettent pas d’atteindre un TED efficace, puisque le centre T1 est
enfoui au sein de la coque protéique.

En 2002, la structure cristalline de TvLac est résolue,25 montrant que la poche
de fixation au substrat se situe a proximité du centre T1. Cette large cavité est riche en
acides aminés hydrophobes comme la leucine ou la phénylalanine. En 2007,
Armstrong est le premier a tirer avantage de cette poche hydrophobe en immobilisant
la laccase de Pycnoporus cinnabarinus sur une électrode modifiée par un dérivé
anthracéne.27!

L’incorporation de la laccase au sein d’'une matrice de NTCs a été largement
étudiée. En effet, la simple absorption de I'enzyme sur ces nanofils conducteurs
engendre une connexion efficace.24 La laccase, piégée au sein d'une forét de NTC, a
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\

atteint une densité de courant de réduction de -2 mA.cm2 & pH5.272 De plus, la
compression directe de ’enzyme au sein d’'une pastille de NTC est une stratégie
récente, tres étudiée pour les piles glucose/O=implantables.273 Par ailleurs, le greffage
covalent de I'enzyme a la surface de NTCs, préalablement modifiés par des fonctions
esters activési88.274 ou aminophényles,?’* a été proposé. D’importantes densités de
courant de ’ordre de -1,5 mA.cm=2 ont été atteintes avec ces différentes méthodes.
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Figure IV-22 : (A) Immobilisation de TvLac sur NTC modifié par un dérivé Pyr-AQ; et Pyr-Ada (B). Voltampérogramme
cyclique, associé, pour I'enzyme orientée sur NTC sous argon (courbe noire pointillée), O, pour Pyr-AQ; (courbe rouge) et
Pyr-Ada (courbe bleue) (10mV.s™, pH 5).275:218

De nombreuses stratégies d’immobilisation sur NTCs modifiés par des
groupements hydrophobes ont été mises en ceuvre. La modification par m-stacking
d’une surface de NTCs par un groupement pyrene anthraquinone a permis I'interaction
directe avec la poche hydrophobe de TvLac. Proche du T1, cette orientation assure un
TED avec un courant catalytique plus élevé lorsque deux groupements anthraquinones
sont présents a la surface. Dans ce cas, un plateau catalytique se forme autour de -0,8
mA.cm-2, signe que l'orientation est plus favorable (Figure IV-22A).275 Dans la méme
lignée, I'insertion d’'un groupement adamantane sur la surface d’'une électrode de NTCs
pour orienter TvLac a donné des courants catalytiques plus élevés de I'ordre de 3
mA.cm-2. Des études en chimie théorique ont montré que le groupement adamantane
avait une interaction forte avec la cavité hydrophobe de I’enzyme, ce qui permet
d’assurer un TED rapide entre le site T1 et I'électrode ainsi que la connexion d’un plus
grand nombre d’enzyme que dans ’exemple précédent (Figure IV-21B).218
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IV.5 IMMOBILISATION DE CATALYSEURS BIO-INSPIRES SUR ELECTRODES

Dans cette partie, nous nous focaliserons sur 'immobilisation de complexes bio-
inspirés des hydrogénases et des enzymes a cuivre. Ce travail de these s’est focalisé sur
I'immobilisation de complexes de DuBois sur NTCs. Ainsi, dans la premiére partie de
cette section, nous nous focaliserons sur les complexes de nickel de premiere et
deuxieme génération, c’est a dire avec des bases pendantes organiques, puis acides
aminés, qui ont été immobilisées pour 'HER et 'HOR.

Dans un second temps, nous nous intéresserons aux complexes de cuivre mono
a plurinucléaire, greffés sur électrodes pour 'ORR, qui, comme nous le verrons, n’ont
pas encore la méme maturité que les complexes bio-inspirés pour ’'HER.

IV.5.A CATALYSEURS BIO-INSPIRES DES HYDROGENASES

Comme nous I’avons décrit en détail dans la partie II.4, les complexes de nickel
bis-diphosphine de DuBois, sont bio-inspirés des hydrogénases [FeFe] et [NiFe].
Initialement étudié en catalyse homogene pour leur capacité a oxyder H- et réduire les
protons, leurs propriétés catalytiques sont facilement modulables en fonction des
groupements chimiques ajoutés dans la premiere ou seconde sphere de coordination.
La présence de base pendante joue notamment le role de relais de protons et est
impliquée dans le clivage hétérolytique de I’hydrogene ou la formation de la liaison H-
H.

. B C "
i <

Figure IV-23: Différents types de complexes de DuBois immobilisés : (A) GDL/MWCNT/[Ni[(P;"N;*"),]?7¢, (B)
GDL/MWCNT/[Ni(P:*N2"),]277, (C) Carbone/[Ni(P,YN;%),]?78, (D) HOPG/[Ni(P;%YN, he),]?79

La premiere immobilisation covalente a été proposée par Le Goff et al. en 2009.
276 Dans cette étude, le support d’électrode utilisé est une GDL : il s’agit d'une couche
a diffusion de gaz, qui, comme son nom l'indique, permet le transport des gaz au
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travers de la surface catalytique. La GDL, modifiée par une surface de NTCs, est
fonctionnalisée par des groupements 4-(2-aminophenyle. Un couplage peptidique du
complexe de nickel II mononucléaire, [Ni[(P-PhN2Ar).]2+, comportant des fonctions
esters activés phtalamide (-Ar) dans la seconde sphéere de coordination, conduit a
I'immobilisation covalente du catalyseur. (Figure IV-23A).276 Deux ans plus tard, le
complexe [Ni(P-RN.Pyr),]2+ a été greffé par m-stacking entre les pyrenes portés par les
bases pendantes et les carbones sp- des NTCs (Figure IV-23B).277 A partir de 2015, les
complexes de nickel de nouvelles générations comportant des acides aminés glycine278
et phénylalanine279 sur les bases pendantes sont immobilisés covalemment sur
électrodes de graphite et de NTCs (Figure IV-23C et D).

Les performances de chacun des catalyseurs sont présentées dans le Tableau
IV-2. IIs catalysent la réduction réversible des protons, mais sont majoritairement plus
actifs pour 'HER. L’introduction de groupements cyclohexyles sur les phosphores
facilite I'oxydation d’H», contrairement aux phényles qui favorisent la réduction des
protons. La concentration de surface en catalyseurs est plus élevée sur les supports
d’électrodes comportant des NTCs : passant de 20 x 101° mol.cm-2 sur électrode plane
a 108 mol.cm=2 sur NTCs. De plus, la quantité de catalyseurs est proportionnelle a la
densité de courant : le complexe [Ni(P-CYN2Pyr),]2+réduit les protons a -16 mA.cm=2
pour des concentrations de surfaces optimales. En 2016, Artero démontre que la
nanostructuration des électrodes avec des microfibres de carbone permet d’accroitre
les densités de courant d’'un facteur dix pour le complexe [Ni(P2PhN2Ar),]2+ construit
par méthode bottom-up a la surface de I’électrode.28°

Les complexes [Ni (P2PhN2Ar),]2+ et [Ni(P2SYN2Pyr).]2+ sont actifs et ne se
dégradent pas dans 0.5M H>SO, apres plusieurs heures d’électrolyse : ce sont des
anodes prometteuses pour des applications dans les PEMFC.

Riidiger immobilise a partir de 2015, deux complexes de nickel
[Ni(P2CYN.Cly),]n+278 et [ Ni(P2CYNoFPhe), n+279 sur électrodes planes. Les performances du
catalyseur a base de glycine sont comparées a I’'hydrogénase DuMF [NiFe] : méme si
I’enzyme est plus active a pH neutre, ’activité supérieure du complexe a pH acide reste
intéressante pour des applications PEMFC. Par ailleurs, ce dernier est plus tolérant au
CO que I’hydrogénase.

Le chapitre II détaillera I'immobilisation et les performances catalytiques du
complexe de nickel portant un groupement arginine sur les bases pendantes azotées.
Ce dernier sera ensuite incorporé dans des piles enzymatiques et biomimétiques.
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Complexes
[Ni(P.PhN,Ar), |2+

Covalent

[Ni(P.CYNyPyr), ]2+

I1-stacking

[Ni(PQCyNQGly) 2] n+

Covalent

[Ni(PoCyN,Phe), Jn+

Covalent

[Nl (PQPhN2Ar)2] 2+
[Nl (PQCyNQAr)Q] 2+

Bottom-up

Types
d’électrodes
GDL/MWCNT
/Ni/nafion

GDL/MWCNT/Ni

/nafion

Carbone/Ni

HOPG/Ni
HOPG /NTC/Ni

GDL/MWCNT/
microfibre de
carbone/Ni/
nafion

Catalyse

HER, HOR

HER, HOR

HOR

HER

HOR, HER

HER, HOR

Condi-
tions
0.5 M
H.SO,

0.5 M
H,SO,

0.1M
HClO4
pH=3

0.5 M
H.SO,
85°C
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Performances Réf.
-HOR: n = 500 mV, 2009
2mA.cm2 et TON =30 276
000

-HER : n = 300 mV, -
4mA.cm
et TON =
électrolyse)
- HOR: 2 mA.cm2 a 2011
0,2V vs NHE 277

n =200 mV

Stable en présence de

50 ppm de CO

-HER : -16 mA.cm-2 a -

0.3V vs NHE

n=300mV

TON = 8.5 x 104 (6h
électrolyse)

-HOR : 150 yA/cm2 a - | 2015
0,1V vs NHE 278

n =174 mV

TOF = 66s1

Actif sur une large
gamme de pH

Inhibition  réversible

en présence de CO

-HER : non défini

105 (10h

-HOR: 5 mA/cm2 a 2016
0,1Vvs NHE 279
n =200 mV

TOF = 34s1

Actif sur une large
gamme de pH

Stable 8 jours

-HER : -7 mA/ecm?2 a -
0,35V vs NHE

n =200 mV

TOF = 44 s?

- HOR: 40 mA.cm2a 2016
0,3V vs NHE 280
n=300mV

-HER : -38 mA.cm-2 a

-0.1V vs NHE

n =100 mV

TON = 21000 (7h
électrolyse)

Tableau IV-2 : Comparaisons des performances catalytiques des différents catalyseurs de DuBois immobilisés sur électrodes
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IV.5.B CATALYSEURS BIO-INSPIREES DES ENZYMES A CUIVRE

IV.5.B (i) Introduction

Les laccases et bilirubines oxydases sont les catalyseurs biologiques qui ont la
surtension la plus faible pour ’'ORR, environ 200 mV. Méme si de nombreuses études
démontrent leur connexion sur électrodes, ces dernieres fonctionnent dans une
gamme de pH étroite et peuvent souffrir de stabilité limitée hors de leurs conditions
de fonctionnement optimales (pH, température, présence d’inhibiteurs).

Ainsi, la syntheése de complexes de cuivre bio-inspirés du site actif de ces
enzymes permet de mimer les propriétés structurales en essayant de conserver les
propriétés catalytiques. Le site actif est composé de quatre cuivres: le site T1
mononucléaire et le cluster trinucléaire T2/T3. A I'’heure actuelle, il n’existe pas de de
complexe de cuivre tétranucléaire véritablement bio-inspirés des MCOs de par le
challenge apporté par la synthese d'un complexe tétranucléaire. De ce fait, la plupart
des catalyseurs de cuivre immobilisés sont mono ou di-nucléaires.

IV.5.B (ii) Mimes de la cytochrome C oxydases

Les premiers exemples de mimes de cytochrome C oxydases, catalysant ’ORR,
sont apparus au début des années 70 avec les complexes a base de porphyrines
métalliques. Initialement observé par Jasinski avec les phtalocyanines de cobalt!39,
’ORR évolue selon le centre métallique de la facon suivante: Fe(II) >
Co(II)>Ni(II)>Cu(II), ce qui s’explique par les lacunes électroniques présentes dans les
orbitales d du métal.140.281 En solution acide, la réduction de ’oxygene par un complexe
de cobalt s’effectue a une surtension beaucoup plus faible que pour une phtalocyanine
de cuivre.282 Peu stables, les porphyrines de cuivre ont une activité limitée pour ’ORR.
Zhuang et al. ont atteint un potentiel de catalyse de 0,44 V vs RHE avec une
tétraphényle porphyrine de cuivre (II) immobilisée sur une électrode de graphite
imprégnée de paraffine.283

Afin d’étudier le mécanisme catalytique de réduction de l'oxygene par la
cytochrome C oxydase, Sunderland étudie a partir de 2002 'immobilisation d’un mime
fonctionnel Fe-Cus, qui réduit 'oxygene a en eau a 0,71 V vs RHE (pH7). La réaction
est totale et une tres faible quantité d’H-0- est détectée par RRDE.284 La présence du
cuivre est indispensable lorsque les transferts d’électrons entre 1’électrode et le
catalyseur sont plus faibles que la réaction catalytique. Ainsi, a I’état réduit Cul, il agit
en tant que source d’électrons.

La génération d’especes réactives de 'oxygene, telles que des ions superoxydes,
peroxydes ou radicaux hydroxydes, est minimisée si la réaction catalytique est plus
rapide que le transfert d’électron jusqu’au site actif de ’enzyme. Ceci a été mis en
évidence par Collman et Decréau en 2007, lors du greffage d'un complexe Fe-Cu sur
deux SAMs avec des constantes de transferts hétérogenes d’électrons différentes.285.286
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Plus récemment, ’équipe de Dey a utilisé la spectroélectrochimie pour quantifier les
intermédiaires réactionnels formés au cours de la réaction catalytique.287

IV.5.B (iii) Complexes de cuivre mononucléaires

[Cu(trpn)(Im)](ClO4)- (Figure IV-24A) réduit 'oxygene en eau a un potentiel
de 0,58 V vs RHE par un mécanisme a 4 électrons, démontrés par analyse Koutechy-
Levich. Ce dernier est également capable de réduire le péroxyde d’hydrogene au méme
potentiel.288 En 2007, Chidsey synthétise une série de complexes de cuivre
mononucléaire coordonnés par des phénantrolines portant divers substituants. Le
potentiel du couple Cull/Cu! est déplacé vers les potentiels positifs pour les complexes
portants des substituants électroattracteurs.289 Apres une étape de réduction du Cu(II)
en Cu(I), 'espéece catalytique, qui fixe le dioxygene, est un cuivre (I). Le complexe alors
formé, est ensuite protoné pour libérer une molécule d’eau. En 2011, [Cu(phen)]2+ est
immobilisé par « chimie click » sur une électrode de carbone vitreux (Figure IV-24B).
La variation de la concentration de surface en cuivre permet de démontrer qu’ un
intermédiaire dinucléaire Cu(I) péroxyde se forme en présence d’O- et est responsable
des propriétés électrocatalytiques.290

A =\
N N NH
Q—\pf e

o

[Cu(trpn)(Im)](ClO,),

[Cu(phen)]** Intermédiaire [Cu,0,]

Figure IV-24 : (A) Complexe de cuivre (Il) mononucléaire avec des ligands tris(3-aminopropylamine) (trpn) et imidazole (Im)
absorbé sur électrode de graphite.?58 (B) Complexe de cuivre (ll) mononucléaire avec un ligand phénantroline « clické » sur
électrode de carbone.??°

IV.5.B (iv) Complexes de cuivre dinucléaire

Le complexe [ Cuz(bistripic)(NCMe)-](PF6)- est mélangé a une encre de carbone
vulcan et de nafion puis drop-casté sur électrode de carbone vitreux.29t L’ORR a lieu
sur une large gamme de pH : 0,4 Vvs RHE a pH 1 et 0,73 V vs RHE a pH7. En présence
d’0-, le complexe di-nucléaire passe par la formation d’'un intermédaire péroxyde p-
N2 :m2 comme au cours du mécanisme catalytique de la PPO (Figure IV-24A).
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0, CH,Cl,
MeCN
[Cu,(bistripic)(NCMe),](PFg), =
el )
N\ N\CI: N,
U,
B C /N
H \ #‘\CCI’ N
HN— N~ —NH, <N~ \}u \
t>Cu)7::,‘,Z:’:"::(KCU<t \ _
[Cu,(Hdatrz),LJ?* [Cu,(TDAPY),CI,]>*

Figure IV-25: (A) Complexe dinucléaire [Cu,(bistripic)(NCMe),](PF6), drop-casté sur électrode de carbone vitreux dans une
encre de carbone vulcan et de nafion.?*! (B) Complexe dinucléaire [Cuy(Hdatrz),L,]?* immobilisé sur noir de carbone.???(C)
Complexe [Cux(TADPy),]**clické sur electrode de carbone vitreux modifié avec du graphene oxydé.?3

La structure cristalline de [Cuz(Hdatrz)-L,]2+ a révélé que la distance de 3,5 A
entre les deux centres métalliques, se rapprochait des valeurs pour les site T3 des PPO
et laccases (Figure IV-25B). Absorbé sur noire de carbone, ce complexe réalise 'ORR a
0,73 V vs RHE a pH7 et 0,86 V vs RHE a pH13 et est stable sur une période de 24
heures a pH 7.292 Par ailleurs, il a donné des résultats prometteurs dans une pile
microfluidique alcaline H>/O-, malgré des performances fortement limitées par la
surtension de la cathode, contrairement a I'anode Pt/C.294 En se basant sur ces
précédentes études, Liu et al. immobilisent le complexe dinucléaire [Cu=(TADPy)4]4+
par approche bottom-up :293 apres fonctionnalisation in situ du graphéne par un résidu
pyridine-ethynylamine, selon la réaction de James Tour, le ligand 2-azidopyridine est
clické a la surface de I’électrode. Enfin, I'incubation d’'un sel de cuivre conduit au
complexe dinucléaire représenté en Figure IV-25C. Ce dernier réduit le dioxygene en
eau a 0,95 Vvs RHE a pH14, ce qui est la valeur la plus haute reportée jusqu’a présent
pour un complexe de cuivre bio-inspiré, bien que le pH de la catalyse soit élevé.

IV.5.B (v) Complexes de cuivre poly-nucléaires

Formé en solution par équilibre acido-basique apres déprotonation de
I'imidazole, le complexe tétranucléaire de cuivre (II) [Cuy(apyhist),]4+ a été drop-casté
sur électrode de carbone vitreux et protégé par une membrane de nafion (Figure
IV-26).295 Ce complexe réduit I'oxygene a un potentiel modéré de 0,53V RHE a pHo.

Gewirth29¢ a récemment travaillé sur 'effet de 'augmentation de nucléarité en
connectant plusieurs unités dipicolylamines (DPA) par des linkers. Les différents
complexes formés ont ensuite été adsorbés sur carbone vulcan et étudiés en présence
d’O2. Le complexe trinucléaire ne diminue pas la surtension et a les mémes
performances catalytiques que le complexe mononucléaire CuDPA correspondant.
Ainsi, le design de nouveaux ligands plus flexibles est indispensable pour mimer les
fonctions catalytiques des laccases et BODs.
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Figure IV-26 : Complexe tétranucléaire [Cus(apyhist),]** adsorbé sur électrode de carbone vitreux avec une membrane de

nafion.?%>

IV.5.B (vi) Conclusion

Le Tableau IV-3 récapitule les performances des différents complexes de cuivre
décrits dans cette section. La plupart d’entre eux réalisent ’ORR a pH neutre ou
basique. Le complexe dinucléaire, [Cux(bistripic)(NCMe)-](PFe)-, étudié a pH 1 réduit
l'oxygeéne avec une surtension minimale élevée de 700 mV, ce qui ne permet pas son
intégration dans une PEMFC.

Pour le moment, tous les tests réalisés avec des complexes poly-nucléaires se
sont avérés infructueux, la plupart étant moins actifs que les composés
mononucléaires. La synthese de nouveaux ligands, plus flexibles et plus proches de la
structure des acides aminés entourant les sites T1 et T2/T3 reste un champ de
recherche encore vaste.

Tableau IV-3 : Performances catalytiques pour I'ORR de différents complexes de cuivre immobilisés sur électrodes.

Catalyseurs Conditions Ev/2Cul/Cu! V  Eonset V  Ref.
vs RHE vs RHE
[Cu(trpn)(Im)](C10,). pH 6,4,Tampon Britton- 0.4 0.58 1997
Robinson 288
[Cu(phen)]z+ pH 4,8, 50mM NaAcO, 50 0,56 0,39 2011
mM AcOH,1M NacClO, 290
[Cu(2,9-Et.-phen)]z+ pH 4,8, 50mM NaAcO, 50 0,63 0,59 2007
mM AcOH,1M NacClO, 289
[Cu.(bistripic) pH 1, Tampon Britton- n.d 0,4 2011
(NCMe).](PFq)- Robinson 291
pH 10 0,7
[Cu.(Hdatrz).L,]2* pH 7, Tampon Britton- n.d 0,73 2009
Robinson 292
pH 13 n.d 0,86
[Cu,(apyhist),]4+ pH 9, Tampon phosphate = 0,43 0,53 2010
295
[Cu(TADPy),]4* pH14, 0.1M KOH 0,795 0,951 2015

293
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IV.6 CONCLUSION GENERALE

La grande surface spécifique, les propriétés électroniques, mécaniques et
thermiques des NTCs en font un candidat idéal pour immobiliser des enzymes ou
complexes bio-inspirés. Par ailleurs, la chimie de surface des NTCs étant tres riche et
bien connue, il reste envisageable de greffer un groupement chimique qui permettra
une fonctionnalisation covalente ou non-covalente. Les techniques d’immobilisation
des enzymes sur électrodes sont diverses et requierent un savoir-faire particulier, car
le site actif, lieu de la catalyse, est souvent enfoui dans la structure protéique.

Ainsi, l'orientation enzymatique a la surface de 1’électrode est un enjeu
important pour obtenir des transferts électroniques rapides, efficaces et atteindre la
bioélectrocatalyse attendue. La connexion enzymatique sur électrode est un domaine
complexe qui nécessite de tenir compte de plusieurs parametres importants : (1) la
localisation du site actif, (2) le pH et la température optimums de ’enzyme, (3) les
stratégies TED ou TEM. En général, le TED est favorisé, puisque le potentiel de
bioélectrocatalyse est directement lié au potentiel rédox du site actif. Les biocathodes
enzymatiques de choix sont celles a base de laccases et BOD, car la réduction de
l'oxygene a lieu a haut potentiel (1,1V vs RHE).

Toutefois, I'enzyme doit-étre produite dans un organisme (champignons,
bactéries) puis étre purifiée. La plupart des hydrogénases sont sensibles a 'oxygene,
les enzymes a cuivre fonctionnent sur une gamme de pH assez restreinte. Le design de
biopiles enzymatiques peut donc s’avérer assez contraignant. De ce fait,
I'immobilisation de catalyseurs bio-inspirés sur électrodes est un enjeu important. Cela
permet de s’affranchir de la partie de ’enzyme qui n’intervient pas directement dans le
mécanisme catalytique. Ainsi, le transfert d’électrons entre le catalyseur et la surface
de I’électrode est facilité. Les catalyseurs anodiques et cathodiques seront performants
s’ils fonctionnent sur une large gamme de pH, préférentiellement a pH acide, et s’ils
sont stables au cours du temps et ne se dégradent pas en présence de CO ou péroxyde
d’hydrogene.

Ainsi, les catalyseurs de DuBois, complexes bis-disphosphine de nickel, ont été
immobilisés a partir de 2009 sur NTCs. Actifs a la fois pour 'HER et 'HOR, ils
fonctionnent avec de tres bonnes performances a pH acide. Les complexes de seconde
génération comportent des acides aminés dans la sphere de coordination externe, qui
jouent un role de relais de protons. Le chapitre 2 détaillera I'immobilisation, sur
matrice de NTCs, du catalyseur de nickel coordonné par 2 ligands diphosphine
arginine, ainsi que ses performances en termes d’oxydation d’H- pour des applications
en PEMFC.

Les complexes de cuivre, référencés dans ce chapitre, catalysent 'ORR a des pH
basiques. Peu d’entre eux sont suffisamment efficaces a pH acide et ont des surtensions
qui restent assez importantes. Dans le chapitre 4, nous décrirons I'utilisation de
complexes de cuivre mono- et dinucléaires bio-inspirés de la galactose oxydase et de la
polyphénol oxydase.
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L’une des applications de la catalyse hétérogene est I'intégration des anodes et
cathodes dans une pile afin de transformer ’énergie chimique en énergie électrique.
La section suivante traitera de I'intégration des enzymes et complexes bio-inspirés
dans des biopiles enzymatiques et piles biomimétiques a hydrogene.
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V. LES PILES A HYDROGENE A BASE D’ENZYMES ET DE CATALYSEURS
MOLECULAIRES

V.1 INTRODUCTION

Les biopiles a combustible fonctionnent de la méme facon que les PACs mais
utilisent une enzyme ou un organisme entier a la cathode et a ’'anode pour transformer
I’énergie chimique en énergie électrique. Différents types de biopiles a combustible
existent en fonction de 'espece immobilisée. Le Tableau V-1 récapitule les avantages
et inconvénients de trois catégories de biopiles a combustible.

Les biopiles microbiennes297 font appel a 'immobilisation d’'une levure ou
bactérie a I'anode ou a la cathode pour oxyder une large variété de matieres organiques
et réduire 'oxygene. Ces derniéres ont I'avantage d’avoir une durée de vie assez longue,
due a la régénération du métabolisme enzymatique par la bactérie. Cependant, elles
nécessitent une période initiale de croissance bactérienne pour créer un biofilm, qui
leur permettra d’étre fonctionnelles. Par ailleurs, la taille des piles est souvent tres
importante et les performances des électrodes sont souvent caractérisées en A/mz2. Le
transport limité de matiere et les transferts électroniques assez faibles sont
responsables des faibles puissances engendrées par ces dispositifs.

Les biopiles a mitochondrie sont un compromis entre l'utilisation d’une
protéine et d’'une cellule. Cette organelle, présente dans les cellules eucaryotes, est
responsable de la synthese d’ATP (adénosine triphosphate). Elle contient de
nombreuses enzymes lui permettant de transformer un panel de substrats organiques,
ces derniéres ne sont pas régénérées comme dans le cas des biopiles microbiennes.
Cette génération de biopiles fiit mise en place en 2008 par le groupe de Minteer.298 Le
but est d’oxyder des substrats comme le pyruvate ou la cystéine. Ceci permet de générer
un nombre d’électrons beaucoup plus important qui a terme permettrait d’accroitre les
densités de puissance. A I'heure actuelle, les puissances générées sont de 'ordre de la
dizaine de pyW/cm-2.299

Les biopiles enzymatiques utilisent des enzymes pour oxyder le glucose ou le
dihydrogéne a I’'anode et réduire le dioxygene a la cathode. Les enzymes, beaucoup plus
petites que les bactéries ou mitochondries, permettent d’atteindre de trés bons
transferts électroniques avec des densités de puissance de 'ordre du mW/cm2. Leur
principe de fonctionnement est détaillé dans le paragraphe suivant.

Dans cette section, nous nous intéresserons aux biopiles enzymatiques H2/O-
qui associent une hydrogénase a I’anode et une laccase ou BOD a la cathode. Dans un
second temps, nous nous intéresserons aux piles biomimétiques qui fonctionnent de
la méme facon, mais avec des complexes bio-inspirés.
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Types de Biopiles Anode Cathode Avantages Inconvénients
Microbiennes Levure ou Levure ou Longue duréede Puissance
bactérie bactérie vie développée faible
Enzyme Régénération des Transport de
enzymes ou matiere limité
cofacteurs Transfert
Large gamme de électronique faible
substrats a 'anode
Mitochondries Mitochondrie Platine Large gamme de Pas de régénération
substrats de la mitochondrie
transformés Organisme
Puissance faible
(UW.cm2)
Enzymatiques Glucose oxydase = Laccases Puissance élevée Stabilité
Glucose BOD (mW.cm?) Pas de régénération
déshydrogénase Bons TEDs Substrats
Hydrogénases spécifiques

Tableau V-1 : Différents types de biopiles a combustibles.

V.2 LES BIOPILES ENZYMATIQUES

V.2.A

INTRODUCTION

Il existe deux types majeurs de biopiles enzymatiques :

Les biopiles glucose/O: associent la glucose oxydase a I’anode pour 'oxydation
du glucose en gluconolactone et les laccases ou BODs a la cathode pour la réduction
de I'0O.. L’anode est souvent limitante, car la glucose oxydase n’est pas active en
TED. Elle nécessite donc un médiateur pour fonctionner, comme la 1,4-
naphtoquinone. Ainsi, les OCV attendues pour ce type de biopiles sont assez faibles,
de l'ordre de 0,76 V. Les densités de puissances sont comprises entre 1 et 2
mW /cm2.273:300 Par ailleurs, la production de péroxyde d’hydrogene par la glucose
oxydase est responsable de 'inhibition enzymatique de la cathode.

Les biopiles H:/0O- associent une hydrogénase a I’'anode pour I'oxydation du
dihydrogene en protons et une laccase ou BOD a la cathode pour la réduction de
I’O2 en H-0. Ces dernieres ont ’avantage de pouvoir étre connectées en TED, au
potentiel du centre rédox actif. L'inconvénient majeur est la sensibilité des
hydrogénases a 1'oxygene, ce qui nécessite des dispositifs particuliers pour que
l'oxygene, présent a la cathode, ne diffuse pas vers I’anode. Les OCVs attendues sont
de l'ordre de 1V avec des densités de puissance maximales d’environ 1,5
mW/cm2.258

Dans cette partie, nous nous focaliserons sur les biopiles enzymatiques H2/O-,

en énoncant leur principe de fonctionnement, puis en comparant leurs performances,
grace a des exemples concrets.
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V.2.B  PRINCIPE DE FONCTIONNEMENT D’UNE BIOPILE ENZYMATIQUE H2/02

Les biopiles enzymatiques H./O- fonctionnent sur le méme principe que les
PACs (Figure V-1). A 'anode, une hydrogénase est responsable de 'oxydation d’H- en
protons. Les électrons générés transitent vers la cathode, ou une MCO réduit I'oxygene
en eau. Une membrane peut parfois étre présente entre les compartiments anodiques
et cathodiques, afin d’éviter la contamination de I’hydrogénase par I'oxygene.

La plupart de ces biopiles nécessitent un électrolyte qui devra fixer le pH
optimum propre a chaque enzyme. Ce dernier influencera notamment le transport de
matiere au sein du matériau d’électrode, si les gaz sont dissous. Dans le cas idéal, les
enzymes sont immobilisées sur un feutre de carbone (GDL pour « gaz diffusion layer »
en anglais), dans lequel les gaz diffusent a travers I’électrode, comme schématisés dans
la Figure V-1. Ainsi, la diffusion des substrats ne fait plus partie du phénomene limitant
les performances de la pile. Le premier exemple de biopile enzymatique a base
d’enzymes immobilisées dans un tel systéme sera décrit dans ce manuscrit.

ANODE CATHODE
Hydrogénases Laccase/BOD

Figure V-1 : Principe de fonctionnement d’une biopile enzymatique H,/0O; .

La force électromotrice de la pile est définie par la différence de potentiel entre
I’'anode et la cathode. La Figure V-2 représente le diagramme de potentiel-intensité
dans le cas d’'un TED ou TEM. En TED, le potentiel électrochimique, de la cathode ou
de I'anode, est fixé par le potentiel d’oxydoréduction du site actif de '’enzyme. Ainsi, la
f.e.m est maximale. Lorsqu’'un médiateur agit en tant que navette électronique, le
potentiel de I’électrode est fixé par ce dernier et la f.e.m est plus faible. Toutefois, un
grand nombre d’enzymes sont connectées et le courant maximal est élevé. Le cas idéal
serait que toutes les enzymes soient orientées en TED, et que le courant débité soit
équivalent a celui obtenu en TEM.

90



Chapitre I : Bibliographie

1/ mA

E(anode) E(anode) E(cathode) E(cathode)

TED TEM TEM TED
E/V

lmax DET

lnax MET

OCVenTEM

OCVenTED

Figure V-2 : Diagramme potentiel-intensité pour l'influence de I'utilisation d'un médiateur sur I'OCV et le courant débité
d'une pile par rapport & des enzymes connectées en TED. Les biopiles enzymatiques H,/0;

V.2.C LES BIOPILES ENZYMATIQUES H2/0O>

V.2.C (i) Des exemples de biopiles enzymatiques

La premiere biopile enzymatique H2/O- a été expérimentée en 2001.3°! A la
cathode, la laccase est immobilisée sur électrodes de carbone et I'anode est constituée
d’une cellule entiere de Desulfovibrio vulgaris Hildenborough. Ainsi, la machinerie
enzymatique, composée de plusieurs hydrogénases, est responsable de 1'oxydation
d’H.. Les deux électrodes, comportant les médiateurs ABTS et méthylviologene, sont
séparées par une membrane de nafion. En 2005, Armstrong réalise une biopile, avec
I’hydrogénase R. Eutropha, tolérante a I’oxygene, a I’anode.302 Cette derniere oxyde H»
en présence d'un taux important de CO (13% H-, 87% CO). Branchée en tandem avec
la TvLac, une résistance, connectée entre les deux électrodes, démontre que le courant
circule pour atteindre une puissance de 5 uW et une OCV de 0.97V.

En 2006, 3 biopiles contenant ’'Hydrogénase Ralstonia métallidurans et TvLac,
sont branchées en série pour atteindre une OCV de 2,7V et faire fonctionner une
montre pendant 24 heures.3°3 En 2010, Armstrong3o4 réalise une pile H>/O- E.coli/Mv
BOD dans différentes conditions :

e En présence de 100% O- et 100% H:, une membrane de nafion est présente entre
Panode et la cathode, ce qui empéche fortement la diffusion de I'oxygene vers
lanode, puisque I’hydrogénase est faiblement inactivée a haut potentiel. La
puissance maximale est de 63 uW.cm 2 pour une OCV de 0,99V.
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e Sous 96 % H- et 4% O-, la membrane a été supprimée. La cathode est limitante,
I'inactivation de ’hydrogénase est plus prononcée. Ainsi, la puissance obtenue est
de 13 uW.cm2 pour une OCV de 0,99V.

e En présence de 4% d’H> dans 'air, ’'anode devient limitante, la désactivation a haut
potentiel a lieu a partir de + 0,1V vs SHE. La f.e.m, égale a 0,93V, a peu diminué,
signe que la réduction non enzymatique d’O- se déroule a la surface de 1’électrode
de graphite. La forme de la courbe de puissance est controlée par I'anode : la
puissance diminue rapidement lorsque la résistance augmente. L’espéece inactive
Ni-B se forme mais n’est pas réactivée en présence dune faible quantité d’H-.

Les NTCs sont, pour la premiere fois utilisée en 2012, avec I'immobilisation
covalente d’enzymes sur électrodes de graphite. Ces dernieres sont recouvertes par des
MWCNTs fonctionnalisées par de l'acide 1-pyrene butyrique. Cette configuration
permet d’immobiliser plus de catalyseurs biologiques et d’atteindre ainsi une densité
de puissance de 120 pyW.cm= et une f.e.m de 1 V.39 La barre symbolique du mW est
franchie avec I'immobilisation des enzymes dans une matrice de carbone mésoporeux
compacté. Ce systeme permet de greffer un maximum d’enzyme a la surface et
d’améliorer la diffusion des gaz au sein de ce matériau poreux. Ainsi, la biopile délivre
1,67 mW.cm2, avec une OCV de 1V dans un environnement constitué de 78% d’H- et
22% d’air.306

Un pas est franchi en 2014 avec les travaux de Ogo, qui propose l'intégration de
I’hydrogénase [NiFe] de Citrobacter sp. S77 dans une PEMFC, avec une électrode de
platine a la cathode. La pile donne une puissance exceptionnelle de 180 mW.cm2pour
une f.e.m de 0,95V.307 Portons un ceil critique sur ce résultat :

e Certaines biopiles présentées précédemment comportent une membrane de nafion,
afin de limiter la diffusion de 'oxygene vers la cathode. Cependant, un électrolyte
tamponné est toujours présent afin d’assurer le fonctionnement de ’enzyme. Dans
la pile d’Ogo, I'hydrogénase est directement en contact de la membrane de nafion,
et donc soumise a des conditions acides fortes qui peuvent la dénaturer.

e Il a été démontré que 'hydrogénase utilisée n’est pas thermostable, or la pile est
réalisée a 60°C et opére sans probleme sous Ox.

Des études plus approfondies seront donc nécessaires pour vérifier que ces résultats
sont reproductibles et comprendre les mécanismes moléculaires qui permettent a
I’enzyme de fonctionner dans de telles conditions. Par ailleurs, les techniques
d’immobilisation, permettant d’atteindre une activité aussi importante (TON =
893 000), devront étre élucidées.

V.2.C (ii) Stabilité et limites des biopiles H;/0>
La stabilité des enzymes reste un probléme de fond pour la mise au point de
biopiles H>/O-. Si la cathode enzymatique est robuste, '’hydrogénase est plus sensible.
Un potentiel fixe appliqué a 'anode ou bien des balayages en potentiel répétés
engendrent la dénaturation du site actif [NiFe]. De plus, la simple adsorption
enzymatique ne permet pas de liaisons stables entre I'’enzyme et le matériau
d’électrode, la fonctionnalisation covalente doit donc étre privilégiée.
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Les limites actuelles des biopiles H>/O-» dépendant de plusieurs facteurs. D’'une
part, une immobilisation non optimale est le résultat de fréquences catalytiques de
cycles faibles. D’autre part, les quantités de substrats disponibles sont fonctions des
conditions non explosives des molécules d’'H- et d’O- (fixées a 80% d’H-, 20% d’air et
4% d’02), la catalyse n’est donc pas optimale. Enfin, en ’absence de membrane, la f.e.m
diminue du fait de la réduction non enzymatique de I'O- a ’anode.

V.2.C (iii)Conclusion et Perspective

Le Tableau V-2 résume les performances des différentes biopiles enzymatiques
H>/02 de 2001 a aujourd’hui. Les puissances maximales obtenues sont aujourd’hui de
1,5 mW.cm=2. La f.e.m a atteint une valeur maximale de 1V, soit 200 mV inférieure a la
valeur thermodynamique attendue de 1,23V. Les améliorations doivent donc se
concentrer sur I'augmentation de la puissance délivrée. Cela passe par 'amélioration
des matériaux d’électrodestelles que la nanostructuration en utilisant des
NTCs,242:305308 des nanofibres de carbone,3°9 des carbones mésoporeux3°® ou
nanoparticules d’or,31° afin d’augmenter le nombre de catalyseurs biologiques
immobilisés a I’électrode.

Par ailleurs, la sensibilité des hydrogénases a l'oxygene reste un frein. La
membrane de nafion, placée entre ’'anode et la cathode, engendre des problemes de
diffusion des substrats et limite la puissance générée. Récemment, les travaux de
Pluméré=29:311) traitant de l’encapsulation d’hydrogénases sensibles a 1'0- dans un
hydrogel de méthylviologene, ouvre une nouvelle voie pour les biopiles enzymatiques
sans membrane avec tous types d’hydrogénases.

L’une des perspectives les plus en vogue est la miniaturisation des biopiles en
vue de I'alimentation d’appareillages portatifs. En 2016, Armstrong met au point une
biopile sur une jonction synaptique dans laquelle Hyd-1 et MvBOD sont encapsulée
dans une goutte de liquide ionique aprotique.3:2 Ce dernier s’est révélé non-volatile,
conducteur et stable thermiquement avec une fenétre de potentiel suffisamment large
pour que son utilisation dans une biopile soit viable. Méme si les performances de la
biopile restent limitées (7,3 uW.cm=2 et une OCV de 0,86V), la technologie de
miniaturisation reste prometteuse.
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V.3 Les PEMFC A BASE DE CATALYSEURS BIO-INSPIRES

V.3.A (i) Introduction

L’intégration de complexes bio-inspirés des enzymes hydrogénases et MCOs
dans une pile dite « biomimétique » permettrait de s’astreindre de la faible stabilité
des enzymes et de leur fonctionnement dans une gamme de pH étroite.Les complexes
de DuBois présentent ’avantage d’avoir une activité catalytique facilement modulable
selon le type de groupements chimiques dans la seconde sphere de coordination.

Tout comme les PEMFC classiques, qui intégrent des nanoparticules de platine
a anode et a la cathode, les complexes utilisés devront répondre a certains criteres :
(1) avoir un pH optimum commun aux deux électrodes, (2) étre stable en présence de
monoxyde de carbone ; (3) le complexe cathodique ne devra pas produire de péroxyde
d’hydrogene, espece qui dénature la membrane de nafion, les matériaux supports
d’électrodes et les catalyseurs moléculaires.

V.3.A (ii) Exemples de piles biomimétiques

Le Tableau V-2 met en évidence les différentes piles biomimétiques a base de
catalyseurs moléculaires mises au point jusqu’a aujourd’hui.

La premiere d’entre elle a vu le jour en 2011 suite aux travaux de Ogo, qui
immobilise un complexe dinucléaire Nill-Ru!l hydrure (Figure V-3A) a ’anode et a la
cathode d’'une PEMFC.313 La puissance délivrée, assez faible de 11uW.cm?2 et la f.e.m
de seulement 0,29V, démontrent que I'un des deux complexes n’est pas un catalyseur
efficace. Testées dans différentes conditions avec Pt/C a ’'anode ou a la cathode, les
meilleures f.e.ms sont obtenues lorsque Nill-Rull est utilisé en tant qu’anode, ce qui
suggere que son activité pour la réduction de 'oxygene n’est pas bonne.

A

Pyr. Pyr
\N N/

P ¢
N\NI—S/R%Q\ ;N\/\ /\\\7N‘Pyr

Figure V-3 : (A) [Ni"LRu"(H)(nb-CsMe¢)](OTf),intégré a I'anode et a la cathode dans une PEM. (B) [NiP""N,CH2Pyr[2+gssocié a
une cathode Co-N-C. (C) [Niz(Mex-tpa), (u-H):J* utilisé en tant que cathode, dans une PEMFC, avec une électrode Pt /C a
l'anode.
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En 2015, Artero propose pour la premiére fois I'association d’'un complexe de
nickel bis-diphosphine pyrene a ’anode et un catalyseur de cobalt dopé a I’azote (Co-
N-C) a la cathode. Une encre, composée de nafion et des catalyseurs, a été déposée par
spray-coating sur noir de carbone et assemblée dans une PEMFC. Malgré la faible
puissance de 23 uW.cm2, la force électromotrice de 0,74V reste prometteuse. La perte
de tension vient de la cathode dont la surtension est de 300 mV par rapport au platine.

Récemment, Ogo propose un nouveau complexe dinucléaire [Ni-(Me:-tpa)2
(u-H)=]2*en tant que cathode bio-inspirée pour la réduction de 'oxygene. Comme dans
le cas des complexes de cuivre dinucléaire, la présence de deux nickels favorise TORR.
Associé dans une PEMFC avec une électrode de platine a 'anode, une OCV de 0,53V et
une densité de puissance de 453 uW.cm sont obtenues.314

Anode Cathode T/ Pmax / OCV/ Année Ref
°C W.cm2 A%
[NiILRu!(H)(ne°- [NiILRu!(H)(ne- 60 11 0,29 2011 313
CeMeg)](OTH). CeMeg)](OTH).
[NiP,PhN,CH2Pyr]2+ Co-N-C 60 23 0,74 2015 315
Pt/C [Niz(Me.-tpa), (u-H). ]2+ 60 453 0,53 2016 314

Tableau V-2 : Performances de piles biomimétiques avec des catalyseurs bio-inspirés.

V.3.A (iii) Conclusion

A Theure actuelle, peu d’exemples de PEMFCs biomimétiques ont été décrits.
La raison principale est la difficulté a trouvé des catalyseurs aussi performants a
l’'anode qu’a la cathode. Pour améliorer les performances de ces piles, plusieurs
parametres sont modulables : la charge en catalyseur, les débits de gaz, la composition
en nafion ou noir de carbone par rapport a la quantité de catalyseurs, le type de
membrane, la température...Le chapitre IV présentera un nouveau type de pile
biomimétique mis au point au cours de ce travail de doctorat.
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Tableau V-3 : Exemples de biopiles enzymatiques H,/0;

Anode
Bactérie
Desulfovibrio
vulgaris
(Hildenborough) +
MV

Ralstonia eutrophia
[NiFe] MBH

Ralstonia
metallidurans CH34
Hyd

E. coli Hyd-1

E. coli Hyd-1

Aa MBH

E. coli Hyd-1
Citrobacter sp.77

[NiFe] hydrogénase

DuMTF [Nife]

96

Cathode Membrane
MvBOD + nafion
ABTS
Tv Lac non
Tv Lac non
nafion
non
MvBOD non
MvBOD non
MvBOD non
MvBOD non
Pt/C nafion
MvBOD non

Matériaux
d’électrodes
Feutre de
carbone

Graphite

Graphite

Graphite
pyrrolitique
(PGE)
Graphite/
MWCNT/ acide-
1-pyrenebutyri-
que
Graphite/
SWCNT-COOH

Carbone
mésoporeux
compacté

Noir de carbone
sur GDL

Anode :
GC/hydrogel de
MV
Cathode : GDL

Conditions opératoires

50 mM phosphate pH 7, température
ambiante
Bullage O. et H. dans compartiments
anodiques et cathodiques

100 mM citrate pH5,
Bullage air et H, dans un bécher
contenant les deux électrodes de

graphite

100 mM citrate pH5

3% H. dans l'air

100% H, et 100% O, / pH5
96% H., et 4%0. / pHs
4% H, dans l'air / pH5

100 mM phosphate pH 5
80%H. + 20% air

50 mM HEPES pH 6,8
100%H, + 100%0.

60°C (anode) et 25°C (cathode)

Tampon phosphate pH 6, 25°C
78% H, +22 % air

PEMFC, 60°C

pH7, 40°C
90%H, + 5%0. + 5%N,

Pmax

5uW

5,2 uW.cm-2

63 uW.cm=2
13 uW.cm=
10
UW.cm-2
120
uW.cm-2

270
uW.cm-2
1.67

mW.cm-—2

180
mW.cm—2

178
uW.cm-2

OCV /V Année

1.17

0,97

0,95

0,99

0,99
0,93

1,1

0,95

0,95

2001

2005

2006

2010

2012

2012

2013

2014

2014

Ref.

301

302

303

304

305

258

306

307

311



Aa [NiFe] MBH

Aa [NiFe] MBH

Aa [NiFe] MBH

E. coli Hyd-1

BpBOD

MvBOD

BpBOD

MvBOD

nafion

nafion

non

non

Graphite/
nanofibre de
carbone
Electrode d’or+

Np Au

Anode :
GC/MWCNT-
nCOOH

Cathode : GDL/
MWCNT

Carbone

Tampon phosphate pH6
100% H, + 100% O.
60°C
Tampon phosphate pH7

100% H, + 100% O,
60°C

Tampon phosphate pH 7,2
45°C

Liquide ionique aprotique
96% H. + 4% O,

1,5
mW.cm—2

0,2
mW.cm2

0,72
mW.cm2

uW.cm-2
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1,1

0,95

0,8

2014

2015

2015

2016

309

310

242

305
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Chapitre II : Complexe de nickel bis-diphosphine pour Uoxydation d’H2

|. INTRODUCTION GENERALE

De nos jours, les énergies fossiles représentent 75% de la consommation
mondiale d’énergie et contribuent a la majeure partie de I’émission des gaz a effet de
serre. Dans l'optique de les diminuer, des technologies utilisant des vecteurs
alternatifs, telles que les piles a combustibles a membrane échangeuses de protons
(PEMFC) ont vu le jour. Les piles a hydrogene transforment 1’énergie chimique en
énergie électrique grace a ’oxydation de 'hydrogene gazeux en protons a ’anode et a
la réduction de 'oxygene de l'air en eau a la cathode. Ces réactions rédox n’étant pas
spontanées, les nanoparticules de platine sont utilisées en tant que catalyseurs aux
deux électrodes des PEMFCs.

Le platine est un métal noble, dont I'extraction est coliteuse. Méme si les
quantités utilisées ont fortement diminué a I'anode et a la cathode, son utilisation pour
des applications dans le transport par exemple (voiture a hydrogene) ne sera pas viable
a long terme. De nombreux groupes de recherche tentent de trouver des alternatives a
ce catalyseur. Cela passe par diverses méthodes détaillées dans le chapitre
bibliographique (voir Chapitre II.4). Dans ce projet de these, nous nous sommes
tournés vers la nature pour trouver des solutions moins cotiteuses.

Les enzymes hydrogénases34 réduisent réversiblement les protons a des
fréquences catalytiques élevées et des surtensions faibles. Ces derniéres ont été
particulierement utilisées en tant qu’anode dans les biopiles enzymatiques H2/02316:317
(voir Chapitre IV.2.C). Méme si les densités de puissance obtenues, de I'ordre de 1,5
mW.cm2, restent intéressantes, la sensibilité de ces enzymes a l'oxygene, et les
méthodes de purification complexes sont de multiples facteurs qui limitent leur
utilisation a grande échelle. De ce fait, la syntheése de mimes structuraux et fonctionnels
de ces enzymes a tres rapidement vu le jour, non seulement pour s’astreindre des
inconvénients cités précédemment, mais également pour comprendre les mécanismes
enzymatiques.

Bio-inspirés des hydrogénases [FeFe] et [NiFe], les catalyseurs de
DuBois9t:318, complexes de nickel (II) mononucléaires, sont parmi les plus actifs pour
l'oxydation et la réduction des protons. Ils sont composés dun centre de nickel
mononucléaire coordonné par deux ligands diphosphines P>N», sur lesquels les bases
pendantes azotées jouent le role de relais de protons jusqu’au centre métallique nickel.
Ils sont référencés de la facon suivante [Ni(P-RN2R).]n+ (Figure chap.II-1) avec PoRN2R
ligand 1,5-diaza-3,7-diphosphacyclooctane. Leurs propriétés catalytiques ont été
majoritairement étudiées en catalyse homogene dans un mélange de solvants
organiques/acides (ou bases). Les groupements R portés par les phosphores modulent
Pactivité catalytique du complexe.
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N<— Base pendante : relais de protons

\ \ /
Centre métallique nickel (I1)

R

Figure chap.ll-1 : Complexe de nickel (Il) mononucléaire coordonné par deux ligands diphosphine qui comportent des relais
de protons sur les bases pendantes azotées. Les groupements R sur le phosphore modulent I'activité catalytique
d’oxydation ou de réduction des protons.

La seconde sphere de coordination s’enrichit a partir de 2014, avec les travaux
de Wendy J. Shaw, pour laisser place a des complexes de nickel renfermant des acides
aminés. Ces derniers sont pour la premiere fois étudiés en solvants aqueux et
majoritairement actifs pour ’oxydation de H.. Une série de plusieurs catalyseurs voit
le jour: [NiP-YN.Rn+ ou R’ est un résidu glycine%9, arginine!o! ou tyrosine.1°4
[NiP-CYN.Arg]8+ (noté [Ni(Cy,Arg)-] dans le manuscrit) reste le plus actif des trois
pour 'oxydation d’Hs, sur une gamme de pH comprise entre 0 et 14 (Figure chap.II-2).
Ainsi, a pH 0,1, le TOF est de 210 s pour une surtension a mi-vague de 180 mV. Ce
résultat remarquable nous a incités, en collaboration avec Wendy J. Shaw, a étudier les
propriétés de ce complexe en catalyse supportée et a l'intégrer dans une pile a
combustible.

VA
NH,
Cy Cy
{

+ / +
H Pl,,l ‘\\\ P\ H

AN
A
Arg \/ Cy Cy rg

[Ni(P,“YN,"'),]®* = [Ni(Cy,Arg),]

Figure chap.ll-2 : Complexe mononucléaire de nickel (ll) bis-diphosphine, étudié en catalyse hétérogéne, pour I'oxydation
d'H,.

La premiere partie de ce chapitre sera consacrée aux différentes stratégies
d’immobilisation du complexe [Ni(Cy,Arg)-] sur électrodes de nanotubes de carbone
et a la caractérisation de ces nanomatériaux fonctionnalisés en électrochimie,
spectroscopie et microscopie. Dans un second temps, nous étudierons ses propriétés
catalytiques et modéliserons les réponses électrochimiques obtenues. Enfin, cette
anode bio-inspirée sera intégrée dans une pile a membrane échangeuse de protons.
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Il. IMMOBILISATION DE [NI(CY,ARG)2] SUR ELECTRODE DE NANOTUBES
DE CARBONE

1.1 INTRODUCTION

Les complexes de nickel ont été immobilisés a plusieurs reprises sur électrodes
de NTCs. Le Goff, Artero et Jousselme sont les premiers en 2009, a proposer
I'immobilisation covalente de [Ni(P2PhN:Ar),]2+, Cette molécule a démontré des
propriétés catalytiques incomparables en terme de réduction des protons et
d’oxydation d’'H- dans H-SO,4 a 0,5M, tout en étant stable vis-a-vis de la présence de
monoxyde de carbone.276:277 Plusieurs travaux se sont ensuite succédés dans le but
d’augmenter les performances de ces complexes en demi-pile.1

Suite au développement de nouveaux complexes de nickel a base d’acides
aminés par I’équipe de Wendy J. Shaw,98:99.102-104 notre collaboration nous a amenés a
immobiliser le catalyseur [Ni(Cy,Arg)-] sur électrodes de NTCs. Plusieurs approches
ont été mises en jeu et seront décrites dans cette premiere partie : (1) une approche
« top-down », qui consiste en I'immobilisation du catalyseur via des interactions
électrostatiques en se servant de ses nombreuses charges positives et (2) une approche
« bottom-up », dans laquelle un complexe asymétrique est synthétisé a la surface de
I’électrode.

1.2  IMMOBILISATION DU COMPLEXE [N1(CY,ARG)2] PAR INTERACTIONS
ELECTROSTATIQUES SUR NANOTUBES DE CARBONE MODIFIES

La premiere approche a consisté au greffage du complexe [Ni(P2CYNoArg)]8+
sur une matrice de NTCs portant des charges négatives. Dans un premier temps, nous
nous intéresserons a la réaction chimique employée pour modifier les NTCs, puis
détaillerons de quelle facon le catalyseur est greffé. Dans un second temps, I'anode bio-
inspirée sera caractérisée en absence d’oxygene, puis sous H.. Enfin, nous
modéliserons la réponse catalytique grace a une méthode déja employée pour les
hydrogénases.

11.2.A MODIFICATION CHIMIQUE IN-SITU DES NANOTUBES DE CARBONE ET CARACTERISATION

Cette section concerne la modification des NTCs en solution et leurs
caractérisations par spectroscopies de résonnance Raman et infra-rouge. Le principe
de ces techniques sera brievement explicité.
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I.2.A (i) Modifications chimiques in-situ des nanotubes de carbone

Le complexe [Ni(Cy,Arg)=] ne possede pas de groupements fonctionnels
capables de réagir avec une surface modifiée pour étre greffé de maniere covalente. En
profitant de son caractere multicationique, nous avons opté pour une stratégie
d’immobilisation sur NTCs, modifiés en surface, par des charges négatives.

Les NTCs monofeuillet (SWCNTSs) sont modifiés en solution par la réaction de
James Tour. Cette derniere permet de greffer un nombre de groupements fonctionnels
grace a la réactivité élevée des radicaux phényles vis-a-vis des parois des NTCs205,206
(Figure chap.I1-3). Grace a de précédentes études réalisées au laboratoire, nous avons
opté pour l'utilisation de l'acide 2-amino-naphtoique, qui permet une excellente
fonctionnalisation des NTCs, reproductibles, par des groupements carboxylates.

COOH

COOH ‘
SWCNT + O‘ + oo ~DUESOC, >

1 nuit
Isopentylnitrite
NH,
Acide 2-amino Nanotubes modifiés
naphtoique SWnCOOH

Figure chap.ll-3 : Modification in situ de NTCs monofeuillet par des groupements acide 2-aminonaphtoique au cours de la
réaction de James Tour.

Les SWCNTSs sont soniqués dans une solution de DMF jusqu’a I'obtention d’'une
suspension noire et homogene. L’ajout des réactifs, isopentylnitrite et acide 2-
aminonaphtoique, est réalisé une fois que le mélange est porté a reflux sous argon. La
réaction chimique se déroule toute la nuit afin d’obtenir des NTCs modifiés par des
groupements acide naphtoique, notés SWnCOOH. La fonctionnalisation chimique
obtenue accroit fortement la solubilité (12 ug.cm-2) des nanotubes en solvants aqueux
par la création de liaisons hydrogenes.242

I.2.A (i) Caractérisation de surface des nanotubes de carbone par
spectroscopies de résonnance Raman et infra-rouge

La chimie de surface des NTCs est étudiée en spectroscopie infra-rouge (Figure
chap.Il-4A). L’apparition de deux bandes spécifiques a 1600 et 1750 cm™ pour les
SWnCOOH correspond aux vibrations de la double liaison C=0. Celles-ci ne sont pas
présentes sur les SWCNTSs non modifiés (courbe noire).

La spectroscopie de résonnance Raman est un outil utilisé en complément de
I'infrarouge (Figure chap.II-4B). Elle consiste a envoyer une source de lumiere
monochromatique, ici une longueur d’'onde d’excitation laser de 514,5 nm, et a détecter
la lumiere diffusée par I’échantillon. Les NTCs ont un signal Raman qui leur est propre
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avec l'attribution de deux bandes caractéristiques : (1) la bande G, pour graphite,
propre au nombre de couches graphitiques de I’échantillon ; (2) la bande D, pour
défaut, qui qualifie les ruptures de liaisons sp- en sps, fréquentes lors de la modification
de surface des NTCs. Enfin, le ratio des intensités des bandes D/G donne une
information sur la qualité de I’échantillon.319 Ainsi, les bandes D et G ont un nombre
d’onde respectif de 1318 cm! et 1589 cm* pour les nanotubes modifiés (courbe rouge)
ou non (courbe noire). L’intensité de la bande D augmente apres fonctionnalisation
des nanotubes, signe de la création de défauts dans I’échantillon. Ainsi, le ratio
d’intensité D/G passe de 0,14 a 0,44 pour les SWnCOOH.

B o

A | — SWCNT

= 0% — SWnCOOH

_ S

5 ¢ 20000

< SWCNT S D

S SWCNTNnCOOH ©

o S 10000

2 o
Q0

< C-H Cc=0 €
(o) 0+

/L Z
3500 3000 2500 2000 1500 1000 0 1000 2000 3000 4000
Longueur d'onde (cm'1) Nombre d'onde (cm™)

Figure chap.ll-4 : (A) Caractérisation des SWCNTs (courbe noire) et SWnCOOHSs (courbe rouge) par spectroscopie infra-
rouge. (B) Spectre de résonnance Raman des SWCNTs (courbe noire) et SWnCOOHs (courbe rouge). Conditions : Longueur

d’onde d’excitation 514.5 nm, source laser ionique argon.

L’association des spectroscopies de résonnance infra-rouge et Raman s’est
révélée efficace pour qualifier I’état de modification chimique des NTCs. Ceci montre
que la surface a été fonctionnalisée par des groupements acides carboxyliques. Ces
derniers seront utilisés en tant que support d’électrodes pour greffer le catalyseur de
nickel bio-inspiré
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11.2.B IMMOBILISATION ET CARACTERISATION DU CATALYSEUR A LA SURFACE DES NANOTUBES
DE CARBONE MODIFIES

II.2.B (i) Immobilisation du catalyseur [Ni(Cy,Arg).] sur support d’électrodes
de nanotubes de carbone.

Apres greffage chimique, les SWnCOOHs sont dispersés dans le NMP par
sonication dans un bain a ultrason, afin d’obtenir une suspension homogene. La
présence de groupements polaires a la surface augmente considérablement la solubilité
des SWCNTSs, qui sont généralement dispersés en présence de surfactants (SDS). La
suspension obtenue est stable pendant plusieurs mois: aucune agrégation des
nanotubes n’a été observée. Un film de SWnCOOH est obtenu apres drop-casting d’une
goutte de suspension sur électrode de carbone vitreux et évaporation sous-vide.
L’électrode est plongée pendant une heure dans une solution tampon, contenant 3
mg.mL~, de complexe de nickel [Ni(Cy,Arg)-] (0,1M tampon MES/HEPES a pH 6).

Le catalyseur est immobilisé par interactions électrostatiques entre les
naphtoates a la surface des NTCs et les nombreuses charges positives présentes sur le
complexe : le guanidium C=NH2+* sur la chaine latérale de I’arginine et/ou les bases
pendantes azotées protonées NH+ du complexe. Par ailleurs, le squelette m-conjugué
des NTCs stabilise le complexe de nickel par des interactions m-cations (Figure chap.II-

5).

[Ni(Cy,Arg),]

A Arg
| ) 9 /
nteraction NH* *HN
coQ électrostatique COOH 4 Cy Cy
S~ <HoN H\/\/k \ P,,, \\\P H+
Y N—/\ \P <N A
COOr NH \/ Arg
2 Cy cy

Interaction m-cation

SWnCOOH

Figure chap.ll-5 : Immobilisation du complexe de nickel bio-inspiré [Ni(P2CyN2Arg)]8+ par interactions électrostatiques et
nt-cations sur des NTCs monofeuillets modifiés par des groupements naphtoates (SWnCOOH).

106



Chapitre II : Complexe de nickel bis-diphosphine pour Uoxydation d’H2

I.2.B (ii) Caractérisation de surface du catalyseur immobilisé par
spectroscopie photoélectronique aux rayons X

La surface des NTCs, modifiée par le complexe de nickel, est caractérisée par
microscopie électronique a balayage (Figure chap.II-6A) donnant acces a la
morphologie des SWnCOOH:s. Ils forment un réseau dense de nanotubes enchevétrés
d’'un diametre d’environ 10 nm. La porosité des NTCs induit I'immobilisation d’un
grand nombre de catalyseurs et assure un bon transport de masse de I’hydrogene
jusqu’aux sites catalytiques.
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Figure chap.ll-6 : (A) Microscopie électronique & balayage de I’électrode de SWnCOOH/[Ni(Cy,Arg).]. (B) Spectres XPS de
I’électrode SWnCOOH/[Ni(Cy,Arg);] pour les niveaux d’énergies des noyaux Ni2p, P2p et N1s. Condition: source
monochromatique Al-Ka bu = 1486.6 eV.

La présence du complexe sur I'électrode est confirmée par spectrométrie
photoélectronique en rayons X (XPS pour « X-ray photoelectron spectroscopy » en
anglais).32¢ L’irradiation de I’échantillon par une source rayon X monochromatique
ionise les atomes par effet photoélectrique pour conduire a I’éjection d'un
photoélectron présent dans les électrons de coeur (couche électronique K). L’énergie
cinétique (Ec) de ’électron éjecté peut-étre mise en relation avec 1’énergie de liaison
(EL) de ce dernier au noyau atomique. Le spectre XPS donne le nombre de coups (ou
intensité électronique sans unité) en fonction de I’énergie de liaison du photoélectron
émis. Cette valeur, intrinseéque a I’échantillon, ne varie pas en fonction de la source
monochromatique d’excitation. Elle peut changer en fonction de I’environnement
chimique de I’'atome et de son degré d’oxydation. Ainsi, des tables XPS des électrons
de cceur de chaque élément chimique permettent d’assigner chaque pic mesuré.

La Figure chap.II-6B décrit les spectres XPS obtenus pour le complexe de nickel
immobilisé sur SWnCOOH. Les énergies de liaison pour chaque atome sont reportées
dans le Tableau chap.II-1. Le complexe de nickel se trouve a I’état d’oxydation Ni(II)
au vu de la présence de deux orbitales de coeur Ni 2p3/2et Ni 2p?/2, et des pics satellites
correspondants. Les pics a 131,5 eV et 401,2 eV sont caractéristiques des orbitales P 2p
et N 1s. Une analyse semi-quantitative est également possible par calcul du ratio de
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I’aire des pics Ni 2p3/2et P 2p. Ceci donne une valeur de 4/1, confirmant la coordination
du nickel par deux ligands diphosphines.

Eléments Orbitales de coeur Energies de liaisons / eV
Ni 2p3/2 854,67
Ni Ni 2p3/2 satellite 859,96
Ni 2pt/2 872,20
Ni 2p¥/2 satellite 878,95
P P2p 131,51
N Nis 398,97
Nis satellite 401,24

Tableau chap.ll-1 : Energies de liaison pour chaque élément observé sur les spectres XPS

11.2.C CARACTERISATIONS ELECTROCHIMIQUES

II.2.C (i) En absence d’H

Avant de juger des performances catalytiques du complexe bio-inspiré, I’étude
électrochimique en absence d’H- nous a permis de caractériser les propriétés rédox du
complexe de nickel mononucléaire.

L’évolution des courants de réduction et d’oxydation en fonction de la vitesse de
balayage est représentée en Figure chap.II-7A. La tendance linéaire confirme que le
complexe de nickel est immobilisé a la surface de 1’électrode de NTCs. Les
voltampérogrammes réalisés a divers pH sous argon (Figure chap.II-7B) donnent des
pics rédox réversibles bien définis. La différence de courant capacitif observée est liée
a l'utilisation d’une électrode différente par pH pour réaliser cette étude. En effet, plus
I’épaisseur des NTCs est importante, plus le courant capacitif est élevé. Une différence
de potentiel pic-a-pic AEp de 5 mV, caractéristique d’'une espece greffée, est mesurée a
pH 0,3.

A B ..
400/
<§_ 1,01 PHE 1 PH2 10,3
200/ « 051
= 5 0,0
< 0,04
< i S
= 0,5
=< 200
3 -1,0-
T -400 : : : : ; 15
O 20 40 B0 60 100 "~ 04 -03 02 -01 00 041 02
Vitesse de balayage / mV s E/Vvs SHE

Figure chap.ll-7 : (A) Evolution des courants d’oxydation et de réduction en fonction de la vitesse de balayage pour le
complexe immobilisé (pH 4, 25°C). (B) Voltampérométrie cyclique de I'électrode SWnCOOH/[Ni(Cy,Arg).] a différents pHs
sous argon (0,2M tampon Britton-Robinson, 10 mV.s™1, 25°C).
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Grace a l'intégration de l'aire sous les pics, il est possible de déterminer la
concentration surfacique en catalyseur ¢ (mol.cm-2) selon I’équation (1) suivante :

o= —1—(1)

nXFXA

ou q est la charge (coulomb) obtenue apres intégration du pic faradique, n le nombre
d’électrons (2 électrons), F le Faraday (96500 C.mol?), et A l'aire de 1’électrode de
travail (0,071 cm?2). L'intégration de la charge sous le pic cathodique donne une
concentration de surface de I'ordre de 0,2 nmol.cm-2. Cette valeur est inférieure d’'un
ordre de grandeur, par rapport a 'immobilisation par interactions covalente ou 7-7,
de complexes de nickel de DuBois du méme type, étudiés dans notre équipe.276-277.

>

Eyuupmic !V VS. SHE

o

0 2 4
pH

Figure chap.lI-8 : (A) Evolution du potentiel électrochimique du couple Ni(ll)/Ni(0)-H; en fonction du pH. (B) Réduction du
Ni(ll) en Ni(0) couplée a la fixation de deux protons entre le nickel et les bases pendantes azotées.

Le potentiel rédox du centre métallique évolue en fonction du pH comme
représenté sur la Figure chap.II-8A. Le potentiel électrochimique Ei/>- diminue vers les
potentiels négatifs lorsque le pH devient basique. Cette dépendance est caractérisée
grace a I’équation de Nernst suivante :

E—=F°_ 0.059 o [red]Y
ox* + nee =— red? n [0x]*

En considérant I’équation rédox suivante, d’apres la littérature,101.276,277
Ni?*+ 2e +2H" ——~ [Ni’-H,|*"
on peut écrire :

E=E 0.059 [Ni0—H,)**
—H127 T, 09 [Ni2+][H*]?

(2)

Comme [Ni2*] = [Nio-H»2*] et pH = -log [H*]-I’équation (2) devient :

0.059 1

E=E— = logys (3)
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E = Ey;, — 0,059pH (4)
Ceci correspond a I’équation de la droite présentée en Figure chap.II-8A.

Ainsi, une dépendance de -50mV/unité de pH est calculée, en accord avec un
mécanisme de transfert de protons et d’électrons couplés. L’étude en solution du
catalyseur [Ni(Cy,Arg)-] reflete le méme comportement et met en évidence un
caractere bi-électronique pour la réduction de nickel (II) en nickel (0).101 Ce processus
est décrit en Figure chap.II-8B. La réduction du nickel (IT) conduirait a la formation
d’une espece Ni(0) dihydrure endo-endo, dans laquelle les deux protons pontent entre
le nickel et une base pendante azotée. Une autre possibilité serait la protonation des
groupements carboxyliques ou amines.32!

I1.2.C (ii) Electrocatalyse d’oxydation d’H, en protons sur GC/MWCNT et
GC/SWnCOOH

Le greffage du complexe de nickel a été réalisé a la fois sur MWCNT et
SWnCOOH : ces deux techniques sont comparées par voltampérométrie cyclique sous
argon et H> dans la Figure chap.II-9. D’une part, les voltampérogrammes sous argon
montrent deux points importants : (1) le courant capacitif développé par les
SWnCOOH est environ deux fois plus faible que pour les MWCNTSs (0,5 mA.cm2vs 1
mA.cm2), ce qui est lié ’épaisseur du film de NTC ; (2) le potentiel d’oxydoréduction
ne varie pas en fonction du film de NTC. D’autre part, le barbotage continu d’H- dans
I’électrolyte a pH 4 contribue a la formation d’'une vague d’oxydation catalytique au
potentiel rédox du couple [Ni°H-]/Ni!! (-0,18V vs SHE). La nature du film de NTC
influence le courant catalytique d’oxydation d’H- en protons. Ce dernier varie de 2,5
mA.cm2, lorsque le catalyseur est absorbé sur le film de MWCNT, a 4,5 mA.cm2 pour
I'immobilisation sur SWnCOOH.

| / mA.cm™

04 Ar
-1 - /
03 02 -01 00 01 02

E /V vs SHE

Figure chap.ll-9 : Voltampérométries cycliques sous argon et H, du complexe de nickel immobilisé sur une électrode de
MWOCNT (courbes grises) et sur SWnCOOH (courbes noires) a pH 4 (0,2M tampon Britton-Robinson, 10mV.s, 25°C).
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Par ailleurs, la forme du voltampérogramme sous H: évolue également en
fonction du film de NTC. Dans le cas des MWCNTSs, un pic d’oxydation apparait a un
potentiel de -0,15V vs SHE, assigné a la quantité de catalyseur de nickel greffé qui
n’intervient pas dans la catalyse. Cette signature rédox n’est pas observée sur le film de
SWnCOOH. Finalement, les groupements naphtoates optimisent fortement la catalyse
d’oxydation d’H- par [Ni(Cy,Arg)-], en augmentant la densité de courant d’oxydation
d’un facteur 1,8, le nombre de molécule impliqué dans la catalyse et mettent en jeu
deux formes d’interactions, électrostatique et m-cation.

II.2.C (iii)Electrocatalyse d’oxydation d’H; en protons sur GDL

Afin de s’affranchir de la limite de diffusion de ’hydrogene en solution, un
nouveau type de support d’électrode a été utilisé (Figure chap.II-10A). Qualifié de GDL
pour (« gas diffusion layer » en anglais), il s’agit d’'un feutre de carbone d’une épaisseur
de 250 um recouvert par une couche microporeuse. Utilisées en tant que support
d’électrodes dans les piles a combustible, elles permettent aux gaz H- et O- de diffuser
a travers la surface catalytique, comme représenté par les fleches rouges sur la Figure
chap.II-10B. La surface de la GDL est recouverte par un film de NTCs, obtenu apres
drop-casting d’'une goutte de suspension de SWnCOOH et séchage sous vide. La
photographie ci-dessous représente le film de SWnCOOH, d’une surface de 0,071 cm=.

L’électrode GDL permet aux catalyseurs de fonctionner dans un environnement
triphasique, schématisé en Figure chap.II-10B : (1) gazeux, gouverné par la diffusion
d’H- a travers I’électrode ; (2) solide, représenté par la surface catalytique ; (3) aqueux,
avec I’électrolyte. Ceci permet de s’affranchir des limites de transport de masse du
substrat, rencontrées au cours des études catalytiques sur électrode de carbone vitreux.
Dans cette configuration, le catalyseur travaille de facon optimale et la diffusion n’est
plus le facteur limitant.

A Feutre de carbone microporeux (GDLm) B Environnement triphasique favorisé
recouvert d’un film de NTCs par la GDL

<&——— Phase aqueuse :

Feutre de carbone Electrolyte

avec micropores Phase gazeuse : - — —
Diffusion des gaz

a travers la GDL Phase solide :
Surface

catalytique

Film de SWnCOOH
obtenu aprés séchage
sous vide

Figure chap.ll-10 : (A) Photographie d’un feutre de carbone microporeux recouvert par un film de SWnCOOH. (B) Schéma
de I’environnement triphasique assuré par la GDL.

Les performances catalytiques d’une électrode de
GDL/SWnCOOH/[Ni(Cy,Arg)-] ont été étudiées par voltampérométrie cyclique a
différents pH sous argon et H. (Figure chap.II-11A). Dans une solution de 0,5M d’acide
sulfurique, une densité de courant de 16 mA.cm2a 0.4 V vs SHE a été atteinte. Le
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catalyseur fonctionne de facon bidirectionnelle a un potentiel de catalyse proche du
couple H*/H.. La réduction des protons engendre un courant de -14 mA.cm2 a -0,1 V
vs SHE.

A B

204

154

10 pH Imax/ MA cm?2
“.‘E 5.4 0,3 16
[} 5 11,5
< 0
S 9 6,5
= 5

-104

-154

06 04 -02 00 02 04 06
E/V vs. SHE

Figure chap.ll-11 : (A) Voltampérométrie cyclique du complexe [Ni(Cy,Arg).] immobilisé sur une GDL modifiée par un film
de SWnCOOH sous argon (courbe discontinue) et H, a pH 0,3 (courbe bleue), pH 5 (courbe rouge) et pH 9 (courbe grise)
(0,5M H,SO,4 pour le pH 0,3 et 0,2M tampon Britton-Robinson pour les pHs 5 et 9, 10 mV.s™, 25°C). (B) Tableau récapitulatif
des densités de courant maximales pour chaque pH.

Alors que la densité de courant d’oxydation est de 11 mA.cm= a pH 5, la
réduction des protons est moindre, due a une concentration en protons plus faible a
pH neutre. Le voltampérogramme a une pente plus prononcée a pH 5 et 9. Le complexe
de nickel adopte le méme comportement en catalyse homogéene avec une activité élevée
entre pH o et 2 (TOF compris entre 50 et 200 s1), qui diminue ensuite progressivement
entre pH 2 et 14.101

11.2.D MODELISATION DE LA REPONSE CATALYTIQUE

I1.2.D (i) Principe du modéle cinétique simplifié pour une hydrogénase
immobilisée sur électrode

Afin de mieux comprendre I’évolution du biais catalytique en fonction du pH, la
réponse catalytique a été modélisée en adaptant les travaux de F. Armstrong initiés
pour les hydrogénases immobilisées par PFV.322,323

Le modele simplifié prend en compte les parametres suivants :
¢ l’enzyme adopte une méme conformation a la surface de 1’électrode et ne change
pas d’état en fonction du potentiel appliqué a I’électrode ;
e l'enzyme est greffée sur une électrode a disque tournant afin de minimiser les
limites de transport de masse ;
e un seul électron a la fois entre et quitte le site catalytique ;
e [l’enzyme est toujours saturée en substrat.
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A B

1/2H, H*

kZa

transfert d’électrons
gtyamoléculaire -
Ox + e-&<—sRed

ert d’électrons a l'interface k2
L (o
électrodg/enzyme
1/2H, H*

Figure chap.ll-12 : (A) Schéma des transferts d’électrons intervenant lorsqu’une hydrogénase est greffée a la surface d’une
électrode. (B) Modéle cinétique utilisée dans le cas d’une électrocatalyse réversible. Adapté de 33

La Figure chap.II-12A illustre les transferts d’électrons intervenant lorsquune
hydrogénase est greffée a la surface de I'électrode. Comme le site actif de I’enzyme est
enfoui au sein de la structure protéique, un relais d’électrons est nécessaire afin de les
transférer au site catalytique. Dans le cas des hydrogénases, les clusters [FeS] jouent
ce role. Dans le modele, le transfert d’électrons est divisé en deux étapes: (1) la
constante cinétique ki, représente les transferts d’électrons a linterface entre
I’électrode et le cluster [FeS] le plus proche de la surface protéique ; (2) k2 est lié aux
transferts d’électrons intramoléculaires des clusters [FeS] au site catalytique, ou a lieu
la réduction réversible des protons.

Dans le cas ou l'enzyme adopte une seule conformation a la surface de
I’électrode, le modele cinétique, présenté en Figure chap.lI-12B, est utilisé. Les
constantes kia et kic sont dépendantes du potentiel de I’électrode et représente les
transferts d’électrons interfaciaux lorsqu'un électron entre (ki) ou quitte 'enzyme
(kic). Par ailleurs, les fréquences catalytiques de cycles (TOF) sont définies par les
constantes k.a pour l'oxydation d’H- et koc pour la réduction des protons. Si le
catalyseur est tres actif, ces valeurs seront tres élevées.

Les constantes cinétiques présentées ci-dessus sont dépendantes de I'équation
(5) suivante :

J = Jim g (5)

+ey+pef
Les valeurs de e, e, p, jiim et a sont définies ci-dessous :
- e est lié aux transferts d’électrons interfaciaux et est défini par ’équation (6) :
_ K1iq _ F 0
e = kLu = exp [E (E - EOx/Red)] (6)

avec E, le potentiel de I'électrode et Ep, /gq, est le potentiel stantard du site actif de

I’enzyme impliquée dans la catalyse, F le Faraday, R la constante des gaz parfaits.
- e est le biais catalytique, qui regroupe les transferts d’électrons
intramoléculaires nécessaires a la catalyse d’oxydation d’H- et de réduction des
protons. Cette grandeur est définie suivant I'équation (7) :
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Kyc 2F
€ = i = exp [_E(ng/Red - EH+/H2)] (7)
avec Ey+/y,le potentiel d’équilibre du couple H*/H- qui varie avec le pH et la pression

partielle en Ho.

- pestlerapport de la somme des constantes catalytiques k-a et kac sur ko, la
constante hétérogene de transfert d’électrons. p est donné dans I’équation (8) :
kaat kac
p=—"—(8)
0

- jimest la densité de courant maximale d’oxydation ou de réduction, décrite
dans I’équation (9) pour une catalyse d’oxydation d'H- :

Jum = FTkyq (9)
ou I est la concentration surfacique en catalyseur.
- aest le coefficient de transfert égal a 0,5.

Ainsi, ce modele a servi a I’étude des procédés réversibles de réduction des
protons dans le cas ou une hydrogénase est absorbée a la surface d’'une électrode. Pour
la premiere fois, il a été adapté pour un catalyseur moléculaire immobilisé sur surface.

I1.2.D (ii) Application du modéle cinétique au complexe [Ni(Cy,Arg):]

Le modele simplifié de F. Armstrong a été adapté pour le complexe
[Ni(Cy,Arg)-] immobilisé sur une électrode de carbone vitreux modifiée par un film
de SWnCOOH. Dans ce cas, le transfert d’électron interfacial implique la mise en jeu
simultanée de deux électrons afin de réduire ’espece Ni(II) en [Ni(0)-H-].

Le modele cinétique propre au complexe de nickel est présenté en Figure chap.II-13.

A B

1/2H, H*
Arg u/ Pas 1/2H, H*
NH* *HN
4 Cy Cy kaa
H OB, H
Y, WO . .
R /N—’ \ \/N\Arg Ni2*+ 2e- «—5[Ni%H,]
rg

Ttrgnsfert d’électrons a ko
I'interface catalyseur/électrode

1/2H, Ht

Figure chap.ll-13 : (A) Transferts d’électrons intervenant lorsque le complexe de nickel est immobilisé sur électrode. (B)
Modéle cinétique adapté au complexe de nickel réduit par un mécanisme a 2 électrons.

L’équation (5) devient donc :

2F 0
eXp[ﬁ(E_ENi”/NiOHZ)]_eZ

2F(n_ro 2F(. o
1+eXp[RT(E ENiII/NiOHz)]+p[eXp[RT(E ENi”/NiOHz)”

J = Jim 05 (10)
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= 2 (E° E t jum = 2Fok
avec 62 _— eXp _E NiII/NiOHZ - H+/H2 (11) e ]llm _— o 2a (12).

La modélisation a été réalisée avec le logiciel Origin a partir de
voltampérogrammes mesurés sous H- a différents pH. Les valeurs de jj;p, Ey+ /g, , €; €t

p sont ajustées grace au modele de I’équation (10).

Malgré l'agitation de la solution par un barbotage continu en H. dans
I’électrolyte, une limite de transport de masses peut intervenir a cause de la surface
spécifique et de la porosité du film de NTCs. Ceci est parfois corrélé par I'observation
d’'un plateau de diffusion pour des courants catalytiques élevés. Dans ce cas, la
modélisation est moins précise pour les potentiels éloignés des potentiels d’équilibre
du complexe de nickel et les valeurs de koa (TOF) sont sous-estimées.

I1.2.D (iii) Modélisation de la réponse catalytique du complexe de nickel
immobilisé sur GC/SWnCOOH

Le complexe de nickel, immobilisé sur électrode de GC/SWnCOOH, a été étudié
par voltampérométrie cyclique a différents pH (Figure chap.II-14A). La soustraction
du courant capacitif des NTCs permet d’obtenir une réponse catalytique faradique
pour chaque pH et facilite la modélisation. Les courbes en pointillés représentent
lallure du modele, qui reproduit de maniere fidele la réponse catalytique
expérimentale avec une valeur de R2 égale a 0,99 pour chaque pH (Figure chap.II-
14B). Ainsi, le modele cinétique est applicable aux catalyseurs moléculaires.

A B

pH E(Ni"/Ni°H,) e2 p I (mA.cm?) R?

o (v)
g 0 -0,01 0,56 0,79 4,7 0,994
< 1,45 -0,06 064 1,2 2,86 0,988
c 2 -0,103 0,09 40 2,9 0,999
-~ 3 0,17 0,24 26 2,26 0,997
4 0,21 021 48 1,15 0,992
5 -0,27 0,22 30,7 2 0,997
6 0,31 0,13 40 0,82 0,992
o4 02 7 00 7 -0,35 04 18 0,88 0,988

E/V vs. SHE

Figure chap.ll-14 : (A) Voltampérométrie cyclique expérimentale (trait continu) et modélisée (trait discontinue) de
I’électrode GC/SWnCOOH/[Ni(Cy,Arg).] réalisée & pHO,3 ; 2 ; 4 et 9 sous H aprés soustraction du courant capacitif des NTCs
(0,2M tampon Britton-Robinson, 10 mV.s%, 25°C). (B) Paramétres calculés, pour chaque pH, aprés modélisation.

La modélisation nous a permis d’estimer des parametres importants (Figure
chap.II-14B) tels que le potentiel électrochimique du couple Nill/Ni°H- et le biais

115



Chapitre II : Complexe de nickel bis-diphosphine pour Uoxydation d’H2

catalytique e», défini par ’équation 11. La surtension a différents pH est estimée a partir
de I’équation suivante :

2F ; 4

€2 = EXP |~ pr (ENi”/NiOH2 - EH*/Hz)]

RT
< EI(\)Ii”/NiOHz —Ey+/n, = Eln(ez) (13)

La Figure chap.II-15A présente I'évolution du potentiel électrochimique estimée
par le modele en fonction du pH (trait gris). Cette dépendance est tres proche de celle
observée expérimentalement sous argon (triangle noir) et suit le méme modele de
Nernst. La surtension en fonction du pH est tracée en Figure chap.II-15B a partir de
I’équation 13. En dessous de pH 2, la surtension est inférieure a 10 mV. Lorsque le pH
est compris entre pH 2 et 7, la surtension oscille entre 20 et 30 mV. En solution, une
surtension minimale de 120 mV a été mesurée a pH 0,3.1°t L'immobilisation du
catalyseur nous rapproche des performances catalytiques de I’hydrogénase, qui
fonctionne avec une surtension minimale proche de 0 mV. La catalyse hétérogene
supportée améliore considérablement les transferts d’électrons et de protons jusqu’au
centre métallique nickel.

>
o)

—O—

N}
o
—0—
—O—
—0—

—O0—

EN|(I|)/Ni(0)H7 V)

»
ENi(II)/Ni(O)HZ-E H'H, (mV)
0=

01 2 3 4 5 6 7

Figure chap.ll-15 : (A) Dépendance du potentiel électrochimique expérimental du couple Ni(ll)/Ni(0O)H; en fonction du pH
(triangle noir), fit obtenu a partir du modéle cinétique (trait gris) et superposition de I’évolution du potentiel rédox du
couple H*/H; (trait rouge discontinu). (B) Evolution de la surtension en fonction du pH obtenue a partir de I'équation 13.

La dépendance de la fréquence catalytique (TOF) en fonction du pH est
présentée en Figure chap.II-16A. Un TOF maximal de 121 s est obtenu a pH 0,3. Les
valeurs diminuent avec 'augmentation du pH pour atteindre 22 s'* a pH 7. Un tendance
similaire a été mesurée en solution avec des TOF de 210 s et 40 s* a pH 0 et 7
respectivement.’ot Ces fréquences catalytiques de cycle sont de deux ordres de
grandeurs plus faibles que les valeurs calculées pour les hydrogénases [NiFe].34

A B
:\150+ 100l * 4
£ 100 1)10
S so +++ ) 3 (L
= L ! LI
01234567 01234567
pH pH

Figure chap.ll-16 : (A) Evolution de la fréquence catalytique de cycle en fonction du pH. (B) Dépendance logarithmique de
ko en fonction du pH.

116



Chapitre II : Complexe de nickel bis-diphosphine pour Uoxydation d’H2

Des densités de courant importantes ont été mesurées grace a la
nanostructuration de I’électrode, la concentration surfacique élevée et des transferts
d’électrons hétérogenes (ko) rapides (Figure chap.lI-16B). A un pH inférieur a 2, les
valeurs de ko augmentent de deux ordres de grandeur, tendance déja observée sous
argon (Figure 11-16B). Ce résultat coincide avec la catalyse réversible a pH acide, qui
se déroule au potentiel d’équilibre du couple H+*/H- (Figure chap.II-11A). Il a été mis
en évidence que I’état de protonation de la molécule influence le biais catalytique. Les
valeurs de pKa, calculées par titration, sont les suivantes : 2,5 pour les groupements —
COOH, 7 pour les bases pendantes amines et 12,5 pour le guadinium.ot Ainsi, plus le
pH augmente, plus la molécule passe d'un état protoné a déprotoné et les sources de
relais de protons, portées par les arginines, ne sont plus alimentées. Ceci pourrait
expliquer les densités de courants d’oxydations plus faibles a pH neutre et basique.
Comme postulé en solution,!01102,104 ]a protonation des acides carboxyliques (pKa =
2,5) a pH acide favorise les mécanismes PCET et augmente les performances
catalytiques du complexe dans ces conditions. A contrario, lorsque le pH est supérieur
au pKa, les acides carboxyliques sont déprotonés en carboxylate, ce qui conduit a une
diminution de I’activité catalytique.

1.3 APPROCHE BOTTOM-UP : FORMATION D’UN COMPLEXE DE NICKEL
ASYMETRIQUE

11.3.A SYNTHESE DES DIFFERENTS COMPOSES SUR ELECTRODE DE NANOTUBES DE CARBONE

L’approche bottom-up a été validée tres récemment par Huan et al.28¢ Dérivé
des nanosciences pour l’assemblage de nano-objets, elle consiste a synthétiser le
catalyseur directement sur un substrat donné en ajoutant les ligands et le métal en
plusieurs étapes. Ceci a pour avantage de s’affranchir des étapes de synthese du
catalyseur et d’avoir acceés de maniére simple a de nouvelles espéces asymétriques par
synthese supportée. La Figure chap.II-17 schématise la complexation multi-étape d'un
complexe de nickel asymétrique sur électrode de NTCs multifeuillets (MWCNT).

Pyr A 2+ Ar n+

Pyr/\}\, - o </NR Pyr/\}\' R Cy, N

/
N\ép/ [INI(CH,CN) 2 N\>\P\ P,OYN, A N\éP/\ /\P\} N H2/Nk
) § \ N—
R R R AT TN Sy
ot R o‘ég B, © o

0 e

Figure chap.ll-17 : Synthése bottom-up du complexe de nickel asymétrique [Ni(P;""N;H2Pyr)(P,CYNAr9)[n+, noté
[Ni(Ph,Pyr)(Cy,Arg)]™, sur électrode de NTCs.

Une électrode de carbone vitreux est modifée par un film de nanotubes de
carbone multifeuillet (MWCNT), d'une épaisseur d’environ 400 nm, obtenu par drop-
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coating apres séchage sous-vide. L’électrode de MWCNT est plongée, pendant 45
minutes, dans une solution a 3 mM de ligand P-PhN.CH2Pyr  Apres rincage, I’électrode
est ensuite plongée dans une solution a 0,3 mM en précurseur de nickel hexa-
acétonitrile pour conduire a la formation du complexe [Ni(Ph,Pyr)(CH3CN),].
Enfin, une derniere étape de complexation avec le ligand bisphosphine arginine
P-OYN2A (3 mM dans du DMF) permet la synthése du complexe asymétrique

[Ni(Ph,Pyr)(Cy,Arg)].

11.3.B CARACTERISATIONS ELECTROCHIMIQUES

Apres synthese bottom-up, chaque -catalyseur est étudié par analyse
électrochimique dans un tampon Britton-Robinson a 0,2M, sous argon, puis en
présence d’H- par barbotage continu dans la solution.

II.3.B (i) Caractérisation du complexe asymétrique [Ni(Ph,Pyr)(Cy,Arg)]

Le complexe asymétrique [Ni(Ph,Pyr)(Cy,Arg)] est étudié par
voltampérométrie cyclique a pH4 (Figure chap.II-18A). En présence d’argon, deux pics
rédox réversibles apparaissent autour de -0,15 V vs SHE correspondant au systeme
rédox Ni(II)/Ni(0)H= vu précédemment. Sous H-, une vague catalytique d’oxydation
apparait au potentiel rédox de cette espece, démontrant sa capacité a oxyder H- en
protons. Le plateau catalytique obtenu a partir de 0 V permet de déterminer la densité
de courant d’oxydation maximale, Imax, égale a 2400 pA.cm2 a pH4.

A B

2400 -
2000 1
1600 -
1200 4
800
400 -

O-
-400
-800 1
-1200 —/———————F——— . T T T T T
0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0 200 400 600 800 1000

E/Vvs SHE Temps /s

I/ pA.Cm'2

Figure chap.ll-18 : (A) Voltampérogramme cyclique du complexe CNT/[Ni(Ph,Pyr)(Cy,Arg)] sous argon (courbe discontinue
bleue) et H; (trait plein bleu) dans un tampon BR & pH 4 (25°C, 10mV/s). (B) Chronoampérométrie ¢ 0,1V vs SHE dans un
tampon BR a pH 4 sous argon, puis H;. L’ajout d’H,, aprés 100 secondes, est indiqué par un trait noir discontinu.

Afin de s’assurer de la stabilité du catalyseur, une chronoampérométrie est
effectuée a un potentiel fixe de 0,1V vs SHE pendant 1000 secondes (Figure chap.II-
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18B). En présence d’H., [Ni(Ph,Pyr)(Cy,Arg)] atteint un courant catalytique de
I'ordre de 800 pA.cm2 apres 1000 secondes. Les performances de ce complexe sont du
méme ordre de grandeur que le catalyseur [Ni(Cy,Arg)-] présenté précédemment.

I1.3.B (ii) Contréle de la formation du dérivé asymétrique

Afin de réaliser un controle de la formation du dérivé asymétrique, nous avons
également réalisé la fonctionnalisation de 1’électrode de NTCs en présence de
précurseur [Ni(CH3CN)e¢]2+, puis du ligand bisarginine P>CYN.Ars, c’est-a-dire sans
I’étape d’incubation du ligand pyreéne. Ainsi, deux structures possibles peuvent se
former a la surface, suivant la Figure chap.Il-19 : le complexe homoleptique
[Ni(Cy,Arg)-] et le complexe hétéroleptique [Ni(Cy,Arg)(CH3CN)4]n+.

A B Arg

N
g{ /CH3CN
SR, /Z_CH;CN

F{ I\D} HoN Ar AN A ,Nl/

N NI AN Y 97 \RS \>CH,CN

ArgT N\ R N . R

MR e~ oo N TONH, EHACN

[Ni(Cy,Arg),] [Ni(Cy,Arg)(CH;CN)]

Figure chap.ll-19 : Structures possibles formées sur I'électrode de MWCNTs apres incubation du ligand P,*YN9 et du
précurseur  [Ni(CH3CN)gJ?* : (A) le complexe homoleptique [Ni(Cy,Arg),]* ; (B) le complexe
hétéroleptique[Ni(Cy,Arg)(CH3CN)4]"*.

De maniere surprenante, les voltampérométries cycliques sous argon et H- sont
tres similaires (Figure chap.II-20A). Sous argon, deux pics rédox réversibles pour
I'oxydation de Ni(0)H: en Ni(II) et la réduction de Ni(II) en Ni(0)H- sont décrits a un
potentiel électrochimique de -0.11V vs SHE pour le dérivé phényle pyrene et -0.10 V vs
SHE pour le dérivé monosubstitué. Ces valeurs, tres proches, montrent que la sphére
de coordination du nickel est similaire.

Grace a l'intégration de l'aire sous les pics, il est possible de déterminer les
concentrations surfaciques . Une faible vague de réduction des protons autour de -
0,3 V vs SHE est produite, ce qui conduit a une aire plus importante pour le pic
d’oxydation comparé au pic de réduction. Pour plus de précision, les concentrations
surfaciques seront donc calculées a partir des courants faradiques de réduction. Ainsi,
une concentration de 14 pmol.cm-2 est obtenue pour [Ni(Ph,Pyr)(Cy,Arg)] contre 7
pmol.cm-2pour [Ni(Cy,Arg)(CH3CN),] (Figure chap.II-20C).

Le barbotage d’H. dans 1’électrolyte conduit a une vague d’oxydation d’'H-
quasiment superposable pour les deux complexes (Figure chap.lI-20B). Ainsi, les
études électrochimiques démontrent que ces molécules ont des comportements
proches avec des Ei/2 et Eonset identiques, ainsi que des performances catalytiques
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similaires. La formation du complexe asymétrique par approche bottom-up n’est donc
pas confirmée. Des expériences controles ont montré que les précurseurs
CNT/[Ni(Ph,Pyr)(CH3CN)4] et CNT/[Ni(CH3CN)6] ne sont pas actifs en
présence d’H>. Des analyses de caractérisations de surface par XPS ou EXAFS

détermineraient la structure de I’espece catalytique formée par bottom-up.

A B1 500 4
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400+ 10004
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‘= ol g
p <
gi-zoo— = 0+
— -400 -
-500
-600
-800 A————————————— 1000+ e
04 -03 -02 01 00 0,1 0.2 04 03 -02 -01 00 01 0.2
E/Vvs SHE E/Vvs SHE
C Complexes Ey/, (Ni"/Ni°) Concentration
V vs. SHE a pH3 surfacique
(pmol.cm?)
[Ni(Ph,Pyr)(Cy,Arg)] -0,11 14
[Ni(Cy,Arg)(CH5CN),] -0,1 7

Figure chap.ll-20 : (A) Voltampérométries cycliques sous argon des complexes CNT/[Ni(Ph,Pyr)(Cy,Arg)] (courbe bleue) et
CNT/[Ni(Cy,Arg)(CHsCN),] (courbe noire) dans un tampon Britton-Robinson & pH 4 sous argon et (B) H.. (C) Tableau
récapitulatif des potentiels électrochimiques et concentrations surfaciques pour chaque catalyseur immobilisé

1.4 CONCLUSION

Deux techniques d’'immobilisations ont été mises en avant. La synthese bottom-
up du complexe asymétrique [Ni(Ph,Pyr)(Cy,Arg)] a révélé des caractérisations
électrochimiques similaires a la formation d’un catalyseur de nickel ne comportant pas
de groupements pyrenes. Ces résultats suggerent que le complexe de nicke bis-arginine
[Ni(Cy,Arg)-] est formée a la surface de I'électrode de NTCs.

Le complexe bio-inspiré [Ni(Cy,Arg)-:], catalyseur d’oxydation d’'H, a été
immobilisé par interactions électrostatiques sur SWCNT modifiées par un
groupement acide 2-aminonaphtoique. L’étude du complexe immobilisé, sous argon,
arévélé que la réduction du Nill en NiO© est associée aux transferts de deux protons afin
de former une espéce diprotonée Ni°o-H.. En présence d'H», la catalyse d’oxydation s’est
révélée beaucoup plus efficace a des valeurs de pH < 2. Une densité de courant de 16
mA.cm a été mesurée dans ces conditions. Les performances du complexe immobilisé
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ont été modélisées en adaptant le modele de F. Armstrong, décrit pour les
hydrogénases. Ceci nous a permis d’estimer un TOF de 121 s et une surtension
inférieure a 10 mV pour l'oxydation d'H. a pH 0,3. L’activité exceptionnelle du
catalyseur dans ces conditions semble liée a la protonation des groupements acides
carboxyliques a pH < 2,5, qui jouent un role prépondérant de relais de protons.

L’activité de [Ni(Cy,Arg)-] dans des conditions acides fortes, le révele comme
un candidat idéal pour son intégration dans une pile a combustible 8 membrane
échangeuse de protons. Les résultats sont présentés dans la section suivante.
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Il INTEGRATION DU COMPLEXE DE NICKEL DANS UNE PEMFC

I11.1 INTRODUCTION

Les PEMFCs faibles températures, sont un type de piles a combustible qui
fonctionnent a une température inférieure a 120°C. L’anode et la cathode sont
composées d’électrodes de type GDL a base de Pt/C. L'oxydation de ’hydrogene en
protons (HOR) se produit a I'anode. Les électrons produits transitent vers la cathode,
ou a lieu la réduction de 'oxygene en eau (ORR). Le flux de protons passe de I'anode
vers la cathode via la membrane échangeuse de protons (Figure chap.II-21). Cet
électrolyte solide est souvent composé d’'une membrane de Nafion, qui est un polymere
de tétrafluoroéethyléne sulfonate. La compression de I'anode, la membrane et la
cathode forme ’assemblage membrane/électrodes (AME). Dans I'industrie, plusieurs
AME:s sont empilés les uns sur les autres pour former un stack. Dans notre étude, la
pile sera composée d’'un unique AME.

H,—> «— 0,
Anode Cathode
Membrane échangeuse de

protons

Figure chap.ll-21 : Schéma d'une pile a combustible & membrane échangeuse de protons (PEMFC).

Afin de tester les performances de notre PEMFC dans les meilleures conditions,
nous avons mis en place un banc de tests au laboratoire. Ce dernier a été évalué grace
a I’élaboration d’'une premiere pile Pt/Pt, qui a servi de référence pour les expériences
a venir. Quant au complexe de nickel [Ni(Cy,Arg)-], il a été intégré en tant qu’anode
dans la PEMFC avec une électrode de Pt/C a la cathode.
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1.2 MISE EN PLACE D’UN BANC DE TEST POUR LES PEMFC

.2.A LA PEMFC UTILISEE AU LABORATOIRE

Une pile a combustible de 5 cm2, représentée en Figure chap.II-22, a été utilisée

pour toutes les expériences de PEMFC. Elle est composée :

¢ de deux plaques terminales en acier ;

e dedeux collecteurs de courant, qui servent a prendre le contact électrique au niveau
de I'anode et de la cathode ;

e de deux plaques bipolaires en graphite, sur lesquelles reposent les électrodes. La
présence de serpentin assure la diffusion des gaz a travers la surface catalytique ;

e d’'une entrée et sortie de gaz de chaque co6té de la pile, indépendante du gaz
introduit.

Anode : Oxydation d’H,
A

Cathode: Réduction

/g0,

Collecteur de

courant
Plaques
terminales
Plague de
raphite
grap b Entrée et
sortie de
gaz

Figure chap.ll-22 : Photographie de la PEMFC, de 5 cm? de c6té, utilisée au laboratoire.

Les performances de la pile dépendent de plusieurs facteurs : (1) la pression en
gaz entrante ; (2) 'activité catalytique ; (3) la force de serrage de la pile, généralement
fixée a 4 newtons ; (4) la compression a chaud de ’assemblage membrane électrode ;
(5) l'activation de la membrane de Nafion par un procédé chimique; (6) le taux
d’humidité en gaz dans la pile.

I11.2.B MISE EN PLACE D’UN BANC DE TEST AU LABORATOIRE

Afin de controler le taux d’humidité, nous utilisons un barboteur qui humidifie
le gaz avant son entrée dans la pile (Figure chap.IlI-23A). Rempli d’eau, le barboteur
est placé dans un bain thermostaté afin de chauffer le gaz entrant, ce qui permettra de
garder la température de la pile constante apres I'entrée du gaz.

La mise en place d'un banc de test au laboratoire (Figure chap.II-23B) nous
permet de contréler des parametres importants qui peuvent influencer les
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performances de la pile a combustible. Il est composé d’'un barboteur pour chaque gaz :
lair comprimé et ’hydrogene. Le panneau de contréle assure la régulation du débit
fixé a 100 mL.mn pour I'anode et la cathode. La pression des gaz est égale a 1
atmospheére car les sorties de gaz sont ouvertes.

| gl
e

~Panneau de contréle du débit

Barboteur
rempli d’eau

Arrivée du gaz
hydraté

Bain
thermostaté

Figure chap.ll-23 : (A) Barboteur pour hydrater les gaz. (B) Banc de test pour pile a combustible installé au laboratoire.

I11.2.C  CONTROLE DU TAUX D’"HUMIDITE

Dans la PEMFC, les gaz entrants nécessitent d’étre d’hydratés afin d’assurer un
minimum d’humidité au niveau de la membrane de Nafion et permettre a la pile de
produire une quantité d’eau suffisamment importante pour avoir de bons rendements
énergétiques.

Le taux d’humidité relative (RH), valable a n’importe quelle pression et
température, est défini comme le ratio de la pression de vapeur d’eau (Py,o) sur la

pression de vapeur saturante de 'eau (Psy, () a la température du gaz entrant :
P
RH (%) = ﬁ X 100 (14)

Dans notre cas, la pression des gaz est fixée a 1 atmosphere. Par ailleurs, la température
des barboteurs est toujours a la méme température que la pile : 'humidité relative est
donc toujours égale a 100 %.

Les valeurs de RH pour les PEMFC industriels sont comprises entre 30 et 100
%. Elles dépendent essentiellement de la compacité de la pile: une taille réduite
nécessite des systemes d’évacuations d’eau peu encombrant, ’humidité relative sera
donc faible.
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1.3 DEsIGN D’'UNE PEMFC PT/PT

I1I.3.A  ACTIVATION DE LA MEMBRANE DE NAFION

La formule chimique du Nafion est représentée en Figure chap.IlI-24A. Les
différents types de membrane sont définis suivant des propriétés de taille, de quantité
d’eau contenue dans la membrane, et d’absorption. Nous avons travaillé avec du
Nafion 212 (Figure chap.II-24B), qui a une épaisseur de 50 um. La quantité de
molécules d’eau présente dans cette membrane est de 5%. Soumis a un flux de gaz
hydraté, le Nafion 212 aura tendance a s’étirer de facon latérale et longitudinale pour
atteindre un facteur de grandissement de 15%, si son taux d’absorption en eau, égale a
50%, est maximal. Ainsi, une membrane de Nafion trop épaisse, augmente la distance
entre 'anode et la cathode et donc la chute ohmique. A contrario, une membrane de
Nafion fine est difficile a manipuler. Si le taux d’absorption est trop important, des
phénomenes de cassures membranaires peuvent apparaitre et rendre le transport des
protons totalement inefficace.

A B

[ ( ('r,(‘r,)m—( (’I~'3('I-'3)]
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Figure chap.ll-24 : (A) Formule chimie du polymére de nafion. (B) Photographie d’un rouleau de membrane de nafion 212.

Pour fonctionner de facon optimale, la membrane de nafion est préalablement
activée. Elle est plongée dans plusieurs bains successifs : (1) 5% H20-, (2) eau ultra-
pure, (3) 8% H>SO,4 a une température de 80°C, afin d’étre dopée en protons. Une fois
le traitement effectué, elle est conservée dans un bain d’eau ultra-pure pour éviter
qu’elle ne seche.

1.3.B PERFORMANCES DE LA PEMFC PT/PT

Deux électrodes de GDE Pt/C (0,5 mg.cm2), commerciales provenant de chez
Paxitech, d’'une surface de 2 cm2, ont été introduites dans la pile a combustible. La
membrane de Nafion a été préalablement dopée a I'acide sulfurique en suivant le
protocole décrit précédemment. Ne disposant pas d’une presse chauffante,
l’assemblage membrane/électrode a été réalisé a froid. La montée en température
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progressive de la pile a permis de le fixer au mieux. La température des barboteurs,
fixée a la méme température que la PEMFC, est de 60°C. Ainsi, le taux d’humidité RH
est de 100%. Les débits en gaz de 'ordre de 100 mL.mn! sont les mémes a I’anode et
a la cathode (Figure chap.II-25A).
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Figure chap.ll-25 : (A) Schéma d’une PEMFC classique. (B) Courbes de puissance (bleu) et de polarisation (noir) d’'une PEMFC
Pt/Pt sous H; et air comprimé, réalisées a 60°C. Conditions : Température des barboteurs de gaz fixée a 60°C, composition
en Pt de 0.5 mg.cm?, débit en gaz : 100 mL.mn™, pression en gaz : 1 atm

Les courbes de puissance et polarisation ont été tracées par décharges
galvanostatiques constantes, c’est a dire qu'un courant a été appliqué entre I’anode et
la cathode afin de mesurer la tension résiduelle. La force électromotrice égale a 1,0V,
est proche de la valeur thermodynamique de 1,23 V attendue. Une puissance maximale
de 94 mW.cm a une tension de 0,51 V est obtenue (Figure chap.II-25B). L’allure de la
courbe de polarisation nous donne des informations concernant les facteurs limitant
les performances de la PEMFC :

o afaible densité de courant, la pente de la courbe de polarisation est importante,
ce qui signifie qu'une énergie d’activation est nécessaire afin d’activer les
surfaces catalytiques a I’'anode et a la cathode ;

e dans la région de polarisation ohmique, comprise entre 25 et 200 mA.cm2, la
tension chute rapidement : le systeme est résistif. Les flux d’ions et d’électrons
dans la PEMFC ne sont donc pas optimales ;

e la zone de transfert de masse, initialement située a des densités de courants
importantes, est confondue avec la zone de chute ohmique. Dans notre cas, nous
la définissons pour des densités de courant supérieures a 200 mA.cm2, valeur
a partir de laquelle la densité de puissance de la pile commence a chuter. Ainsi,
le transport de matiere sur les sites catalytiques devient limitant.

Ces valeurs rendent compte des performances maximales obtenues avec notre banc de
test, la PEMFC, la membrane de Nafion et avec du platine en tant que catalyseur. Elles
serviront de références pour les futures expériences.
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.4 PERFORMANCES DU COMPLEXE DE NICKEL [N1(CY,ARG)2] DANS LA PEMFC

I11.4.A PERFORMANCE DU COMPLEXE DE NICKEL PAR RAPPORT AU PLATINE

Le complexe de nickel oxyde ’hydrogeéne en protons a une densité de courant
de 20 mA.cm dans une solution d’acide sulfurique a 0,5M. Ce résultat a été comparé
avec une électrode de Pt/C (0,5 mg.cm2), qui oxyde H> dans les mémes conditions
(courbe noire, Figure chap.II-26A). La catalyse réversible, a -0,014 V vs SHE, conduit
a une densité de courant d’oxydation d’environ 100 mA.cm=2 a oV vs SHE. Cette valeur
est cinqg fois supérieure a celle obtenue pour le complexe de nickel.

La charge en complexe de nickel, estimée a 0,3 ug.cm=, est 3 x 103 fois plus
faible que la quantité de nanoparticules de platine, de I'ordre de 1 mg.cm-=2. Afin de
juger au mieux des performances, une échelle logarithmique du ratio de la densité de
courant a pH 0,3 en fonction de la charge en catalyseur est présentée en Figure chap.II-
26B. La conclusion évidente est que I'activité catalytique du complexe de nickel est plus
importante. Une concentration tres faible en catalyseur permet d’atteindre des
densités de courant tres élevées. Ce dernier est 1,5 fois plus actif pour 'oxydation d’H-
que I’électrode de Pt/C, fortement chargée en catalyseur.
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Figure chap.lI-26 : (A) Voltampérométrie cyclique des électrodes de GDL/SWnCOOH/[Ni(Cy,Arg).] (courbe bleue) et Pt/C
(courbe noire) sous H, a pH 0,3 (0,5M H,S04, 10 mV.s, 25°C). (B) Echelle logarithmique du courant généré en fonction de
la charge en catalyseur pour 'oxydation d’H; & pH 0,3 pour Pt/C et le complexe de nickel.

Les recherches actuelles se concentrent sur la réduction de la quantité de platine
a 'anode et a la cathode, afin de réduire les cofits. Cette expérience démontre que le
complexe de nickel répond parfaitement a ce critére. Ainsi, son utilisation dans des
proportions optimales pourrait permettre d’égaler les performances catalytiques du
platine.
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I11.4.B  DESIGN D’UNE PEMFC NI/PT

Apres immobilisation sur une électrode de GDL modifiée par un film de
SWnCOOH, le complexe de nickel [Ni(Cy,Arg]-] a été intégré dans la PEMFC. La
cathode est une électrode de Pt/C (1 mg.cm) (Figure chap.II-27A). Les températures
de fonctionnement de la pile et des barboteurs, fixées a 60°C, assurent un taux
d’humidité de 100%.

La Figure chap.II-27B présente les résultats obtenus pour la PEMFC Pt/Ni. La
force électromotrice de 0,90V est 100 mV plus faible que celle mesurée avec la pile
Pt/Pt. Une densité de puissance maximale de 14 mW.cm a été obtenue a une tension
de 0,45V. La zone de polarisation ohmique, qui s’étend de 5 a 30 mA.cm2, révele une
résistivité importante. En effet, la réalisation de ’AME a froid n’est pas optimale pour
le contact électrique entre ’anode et la cathode. De plus, la température de la pile de
60°C se révele assez faible : le Nafion transporte les protons de fagon optimale a une
température supérieure a 100°C. De plus, ’anode est I’électrode limitante.
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Figure chap.ll-27 : (A) Schéma de la PEMFC avec le complexe de nickel a I'anode et une électrode de Pt/C (1Img.cm™) a la
cathode. (B) Courbes de puissance (bleu) et de polarisation (noir) d’une PEMFC Ni/Pt sous H; et air comprimé, réalisées a
60°C. Conditions : température des barboteurs de gaz fixée a 60°C, composition en Pt de 0.5 mg.cm, débit en gaz : 100
mL.mn’%, pression en gaz : 1 atm.

Afin d’évaluer la stabilité de la pile dans la zone ohmique, nous avons effectué
des décharges potentiostatiques, en appliquant une tension de 0,75V aux bornes
pendant 2000 secondes, sur trois jours consécutifs (Figure chap.II-28). La densité de
courant générée chute de 4 a 3 mA.cm=2 apres le troisieme jour. Le complexe de nickel
est donc relativement stable en présence d’un électrolyte solide.

Finalement, la densité de puissance obtenue pour la pile Pt/nafion est
seulement cinq fois inférieure a la valeur mesurée avec la PEMFC Pt/Pt. La stabilité du
complexe de nickel, en absence d’électrolyte liquide, rend viable son utilisation a plus
grande échelle dans des PEMFCs avec une surface supérieure a 5 cmz2. Par ailleurs, sa
concentration surfacique inférieure au pg.cm2 donne de bonnes perspectives pour
augmenter le ratio rendement/concentration
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Figure chap.ll-28 : Chronopotentiométrie, appliquée aux bornes de la pile Ni/Pt, & une tension de 0,75V et réalisée pendant
trois jours consécutifs.

I11.L5 CoNcCLUSION

Une PEMFC de 5cm? a été utilisée pour réaliser des tests avec deux électrodes
de Pt/C, d’'une concentration en platine de 1mg.cm2, a I'anode et a la cathode. Une
densité de puissance de 100 mW.cm2 et une f.e.m de 1V ont alors été obtenues a 60°C.
Dans les mémes conditions, le complexe de nickel a été placé a 'anode. Une densité de
puissance de 14 mW.cm et une f.e.m de 0,8V ont alors été mesurées. Cette valeur,
seulement cinq fois inférieure a la puissance obtenue avec la pile Pt/Pt, confirme que
le catalyseur de nickel serait une tres bonne alternative au platine. Par ailleurs, la
comparaison de la charge en catalyseur par rapport aux densités de courant,
démontrent que le complexe de nickel est deux fois plus performant que le platine a
pH o,3.
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AV CONCLUSION GENERALE

La collaboration menée avec I'équipe de Wendy J. Shaw nous a permis de tester
les performances du complexe [Ni(Cy,Arg)-] en catalyse hétérogene supportée sur
NTCs pour 'oxydation d’H-. Deux techniques d’immobilisation ont été développées.

La premiere méthode d’immobilisation a permis de greffer le complexe
[Ni(Cy,Arg)-] sur électrode de NTCs monofeuillets modifiés par un groupement
acide 2-aminonaphtoique. Sous argon, un systeme rédox réversible est observé
correspondant a la réduction de I'espece nickel (II) en nickel (0) couplée au transfert
de deux protons. D’apres une étude effectuée sur une large gamme de pH, les
performances catalytiques optimales ont été observées a pH acide. En effet, a pH 0,3,
la densité de courant maximale est de 16 mA.cm=2 avec une fréquence catalytique de
cycle de 121 s et une surtension inférieure a 10 mV. La modélisation de la réponse
électrochimique sous H> nous a permis de rationaliser le comportement du catalyseur
immobilisé : la fréquence catalytique de cycle et la constante hétérogene de transfert
d’électrons sont particulierement élevées a pH acide. Cette valeur de pH
correspondrait a la protonation des groupements carboxyliques, qui serait donc a
l'origine de la catalyse plus efficace lorsque le pH < 2. L’approche bottom-up a permis
la synthése d'un complexe asymétrique [Ni(Ph,Pyr)(Cy,Arg)] a la surface d’'une
électrode de NTCs. Ce dernier, stable en chronoampérométrie, oxyde H- a des densités
de courant de 'ordre de 1 mA.cm2 a pH4. Cependant, le complexe monosubstitué
[Ni(Cy,Arg)(CH3CN)4], synthétisé par la méme méthode, a révélé un comportement
électrochimique similaire au complexe asymétrique. Ceci laisse subsister un doute
quant a la réelle formation de ce catalyseur a la surface de I’électrode. Des études de
caractérisation de surface, de type EXAFS, pourrait permettre de confirmer ou
d’infirmer la présence d'un catalyseur asymétrique et de déterminer la nature de
I’espece catalytique. Enfin, I'intégration du complexe de nickel, en tant qu’anode, dans
une PEMFC a permis d’obtenir des densités de puissance élevée proche de 15 mA.cm2
avec une force électromotrice de 0,8V. La puissance obtenue avec une pile Pt/Pt dans
les mémes conditions, proche de 100 mW.cm2, est seulement cinq fois supérieure. La
comparaison des performances catalytiques par rapport a la charge en catalyseur (0,3
ug.cm-2pour le nickel et 1 mg.cm-2 pour le platine), démontre que le complexe de nickel
est deux fois plus actif pour 'oxydation d’H- que le platine a pH 0,3.

Dans ce chapitre 2, nous avons démontré qu'un catalyseur moléculaire bio-
inspiré pouvait approcher les performances catalytiques du platine pour 1'oxydation
d’H.. La pile présentée utilise du platine a la cathode. L'une des perspectives serait de
la remplacer par un complexe bio-inspiré des oxydases a cuivre, de type laccase ou
BOD, afin de réaliser une pile biomimétique H/air. Par ailleurs, le complexe de nickel
étant actif sur une large gamme de pH, avec des densités de courant proche de 10
mA.cm a pH 5, nous pourrions également I’associer avec une enzyme a la cathode
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Chapitre III. : Des Biocathodes enzymatiques pour la réduction de l'oxygeéne a haut potentiel

I. INTRODUCTION GENERALE

1.1 CONTEXTE

Ala cathode des PEMFCs, la réduction de 'oxygéne en eau est catalysée par des
nanoparticules de platine. La charge catalytique d’environ 0,2 mg.cm est cinq fois
plus importante qu’a ’anode. Le département de I’énergie des Etats-Unis a estimé que
cette quantité devra étre réduite d'un facteur 2 d’ici 2020 pour faire fonctionner une
pile de 90 kW. Ainsi, les champs de recherche se concentrent majoritairement autour
de la diminution de la quantité de platine ou son remplacement total a la cathode.

La réaction de réduction de 'oxygene en eau implique un mécanisme a 4H+/4e-
et a lieu a un potentiel d’équilibre de 1,23 V vs RHE. Dans la nature, les enzymes a
cuivre sont impliquées dans diverses réactions métaboliques impliquant le dioxygene.
Les oxydases a centre cuivres multiples, que nous nommerons MCOs pour
« multicopper oxydases », réalisent la réduction irréversible du dioxygene a un
potentiel rédox de 1,1V vs RHE pour les plus performantes.105118.324 Leur capacité a
fonctionner a des surtensions inférieures a 200 mV est essentiellement liée a leur site
actif, qui est composé de quatre atomes de cuivre. Le site T1, centre mononucléaire de
cuivre II, et lieu d’oxydation des substrats polyphénols, collecte les électrons pour les
transférer au site trinucléaire T2/T43. Ce dernier est le lieu de la réduction de 'oxygene
en eau (Figure chap.III-1).

_____

Figure chap.lll-1 : Site actif commun aux MCOs.

Deux types de MCOs ont été largement étudiés en tant que biocathodes
enzymatiques dans la littérature : (1) les laccases ; (2) les bilirubines oxydases. Le
potentiel du centre cuivre T1 varie en fonction de I’organisme dans lequel I'enzyme est
exprimée : + 1,08 V vs RHE pour la laccase de Trametes versicolor (TvLac),!16:125
ou + 0,99 V vs RHE pour la bilirubine oxydase de Myrothecium verrucaria
(MvBOD).244 Ainsi, le potentiel de la bioélectrode sera égal au potentiel d’équilibre
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du site T1, si 'enzyme est connectée par TED a la surface de I'électrode. L’utilisation
d’'un médiateur pour réaliser un transfert électronique médié (TEM) engendre
Paugmentation de la surtension, le potentiel de la bioélectrode est alors imposé par le
potentiel rédox du médiateur.

L’orientation enzymatique amene le site actif de '’enzyme au plus proche de la
surface de I’électrode afin d’atteindre un TED. Comme évoqué au cours du chapitre 1
(voir Chapitre ITV.4.C (iv)), la laccase de Trametes versicolor (Figure chap.III-2) a été
connectée par de nombreuses approches covalentes ou non sur électrode de NTCs.124
L’une des méthodes les plus employées consiste a l'utilisation de sa poche d’acides
aminés hydrophobes proche du site T1. En effet, son orientation est facilitée grace a la
fonctionnalisation de [I’électrode par des groupements hydrophobes de type
anthracene2”!, pyrene-adamantane2!8 ou pyrene-anthraquinone.27s Ces différentes
techniques de greffage ont permis d’atteindre des densités de courants d’oxydation de
l'ordre de plusieurs mA.cm2 en TED.

cluster72/T3

site T1

Poche
hydrophobe

Figure chap.lll-2 : Schéma de la laccase de Trametes versicolor

Afin de connecter au plus proche le centre T1 de la surface de I’électrode, une
nouvelle approche a été envisagée, en collaboration avec Thierry Tron et Pierre
Rousselot-Pailley, qui travaillent a I'institut des Sciences Moléculaires de Marseille.
L’ingénierie mise en place dans leur laboratoire permet la mutation de certains acides
aminés de I'enzyme Lac3 de Trametes sp.C30 afin de greffer des groupements
chimiques a la surface de l'enzyme. Ceci a pour but de faciliter sa connexion
enzymatique sur électrodes.

L’enzyme Lacg est une laccase fongique, découverte et purifiée en 2004, par
I’équipe de Thierry Tron. Cette enzyme oxyde 'ABTS avec une constante cinétique de
catalyse kcat égale a 60 mn et le potentiel du site T1 est de 0,53V vs NHE (pH 5,5-
6).325 Sa séquence peptidique ne contient naturellement que deux lysines K40 et K-
situées a la surface du domaine N-terminal (Figure chap.III-3A). La mutation de ces
deux acides aminés par la méthionine Myo et 'histidine H1, ainsi que la substitution de
larginine Rie6: par la lysine Kis: conduisent a la formation d’'une enzyme mutante de
Lac3 que nous appellerons UniK161 (Figure chap.III-3B). Les structures cristallines de
ces enzymes n’étant pas encore connues, les conformations présentées en sont des
modeles moléculaires.
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LAC3 UNIK161

Figure chap.lll-3 : (A) Structure protéique de I’enzyme Lac 3 sp.C30 qui comporte 2 lysines K40 et K71. (B) Structure
protéique du mutant UniK161 qui comporte une seule lysine K161.

Le greffage de groupements chimiques a la surface de ces enzymes est effectué
par amination réductrice sur les résidus lysine.32¢ Ainsi, la bioélectrocatalyse de
réduction de l'oxygene par cette enzyme a été pour la premiere fois étudiée sur
électrodes de NTCs dans I’équipe en 2016.327 Les résultats sont présentées dans la
section suivante.

1.2 IMMOBILISATIONS DE LAC3 ET DE SON MUTANT UNIK161 SUR ELECTRODES DE
NANOTUBES DE CARBONE

L’amination réductrice a permis I'addition d’'un groupement pyrene sur la lysine
161 de 'enzyme Unik161. Le m-stacking de ’enzyme a la surface d’'un film de NTCs a
permis son immobilisation simple (Figure chap.III-4B). De plus, l'utilisation d’'une
plateforme pyréne-adamantane, interagissant par interactions hydrophobes avec des
nanoparticules d’or, décorées par des cyclodextrines, donne accés a une nouvelle
méthode de greffage pour cette enzyme jamais exploitée auparavant. En effet, les
pyrenes, en surface de I'enzyme, sont piégés dans la cavité de la cyclodextrine par
interaction hote-invité (Figure chap.III-4A).

La bioélectrocatalyse de réduction de 'oxygene est étudiée dans chaque cas. Le
courant de réduction atteint un plateau catalytique de -3 mA.cm= dans le cas ou la
surface est modifiée par des nanoparticules (Figure chap.III-4C). Cette méthode de
fonctionnalisation bicouche augmente le nombre d’enzymes greffées a la surface de
I'électrode, facilite considérablement le TED et assure une bonne orientation
enzymatique. Ainsi, la réduction a lieu a un potentiel de 0,6V vs ECS a pH 5, valeur
proche du potentiel électrochimique du site T1.327

Outre le fait de favoriser l'orientation enzymatique, les nanoparticules d’or
greffées sur le film de MWCNT ont permis d’obtenir de remarquables images de la
surface de I'électrode par microscopie électronique a balayage. Ainsi, la position des
NPs et par défaut des enzymes s’est révélée tres homogene au sein du film de NTC.
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Figure chap.lll-4 : (A) UniK 161, modifiée par un groupement pyréne, greffée sur NTCs-pyréne adamantane par interactions
hydrophobes entre des NPs d’or cylclodextrines, le pyréne de I’enzyme et 'adamantane (UniK161-NpAu-Pyr). (B) UniK161-
pyréne greffée par « m-stacking » sur NTCs. (C) Voltampérometries cycliques réalisées sous argon et O, pour I'enzyme
UniK161-Pyr (courbe noir pointillée) et UniK-161-Np-Au-Pyr (courbe rouge). Adapté de 3?7, Conditions : 10

mV.s, RT, pH5, électrode de référence : électrode au calomel saturé

|.3 GREFFAGE SUR NANOTUBES DE CARBONE PAR UNE APPROCHE COVALENTE

I.3.A ELABORATION DE PLATEFORMES « RAFT » ET DENDRIMERE

Le systeme RAFT, dont les acronymes signifient « Regioselectively Addressable
Functionalised Template »,328 a été initialement décrit par Mutter pour la conception
de protéines artificielles.329:33¢ Il s’agit d'un cyclodécapeptide composé de deux coudes
proline-glycine, en conformation feuillet B antiparallele. Ainsi, les chaines latérales des
six autres acides aminés sont orientées de part et d’autre du plan du cycle.

Ny N3

Lys Lys,
Gly \ VAl ~Pro

/ Lys Lys
pre— Y ~Lys y ~Gly

o)
ONH,

Figure chap.lll-5 : Schéma de la plateforme RAFT-Njs utilisée pour le greffage covalent de 'enzyme Lac3.
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La conformation de la plateforme permet d’obtenir deux domaines distincts en partie
supérieure et inférieure, afin de greffer différents types de molécules. Les RAFTSs sont
initialement étudiés par I’équipe I2BM pour la synthése de vaccins anti-tumoraux.

Nous avons collaboré avec Carlo Pifferi et le Dr. Olivier Renaudet, en dérivant
I'utilisation initiale du RAFT, pour d’obtenir une plateforme greffable par lien covalent.
Ainsi, la molécule, présentée en Figure chap.III-5, comporte deux groupements
chimiques facilement modifiables. La fonction —-ONH- permet ’ancrage de la molécule
sur une électrode modifiée par un groupement aldéhyde par la réaction covalente de
clickoxyme (Figure chap.III-6). Par ailleurs, la fonction azoture —N3 sera modifiée par
cycloaddition de Huisgen pour conduire au greffage covalent d’'une entité comportant
une fonction alcyne terminale.

N3 N3
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Figure chap.lll-6 : Réaction covalente de clickoxyme de surface entre une électrode modifié par un benzaldéhyde et la
plateforme RAFT-N3,

Dans la méme optique, un autre type de plateforme dite « dendrimere »,33!
également appliquée au design de nouveaux vaccins, a été exploitée (Figure chap.III-
7A). Elle comporte également des fonctions —-ONH- et —Nj3 pour le greffage covalent
par clickoxyme et cycloaddtion de Huisgen. Cette structure branchée a été obtenue par
élongation successive d’unités polyfonctionnelles autour d’'un élément central
exposant en bout de chaines un nombre variable de fonctions —N3. Contrairement au
RAFT, sa conformation est globulaire et désorganisée pourra conduire a un autre type
de structuration a la surface de I’électrode (Figure chap.III-7B).
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Figure chap.lll-7 : (A) Schéma de la plateforme dendrimére-N; utilisée pour le greffage covalent de I'enzyme Lac3. (B)
Electrode obtenue apreés la clickoxyme du dendrimére-N3 sur une électrode modifiée par un benzaldéhyde.
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1.3.B  OBIJECTIFS DU CHAPITRE

En se basant sur ces précédents travaux, nous avons travaillé sur de nouvelles
techniques d’immobilisations covalentes des enzymes Lac3 et UniK161 portant des
fonctions alcynes sur les lysines. Dans un premier temps, nous présenterons les
différentes stratégies de modification de surface des NTCs, en validant notre approche
grace au greffage d’'une espece modeéle rédox active. Dans un second temps, nous
présenterons les résultats obtenus avec le mutant de 'enzyme et quantifierons les
interactions chimiques sur la surface par microbalance a cristal de quartz (MCQ).
Enfin, nous proposerons un nouveau type de piles H/air hydride a base du complexe
bio-inspiré, [Ni(Cy,Arg)-], a 'anode et d'une MCO a la cathode.
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Il. STRATEGIES D’IMMOBILISATIONS DES LACCASES UNIK ET LAC3 SUR
ELECTRODES DE NANOTUBES DE CARBONE

1.1 INTRODUCTION

Nos collaborateurs marseillais ont produit deux nouvelles enzymes modifiées
par des groupements 1-aminoéthyl-benzeén-éthynyle sur les résidus lysine: Lac-3
alcyne et UniK161- alcyne (Figure chap.III-8). Le but est d'immobiliser ces laccases par
cyclo-addition-1,3-dipolaire de Huisgen sur électrode modifiée par des groupements
azotures

A X B (0 ‘:/3
 o° 8 "2ve) X ¢
i i 5 e ‘y&,/‘
ATPLIN AV AR
4‘ "ﬁd' { ,f./’ (} / 7 \“’: \S
’ (é w 1
A
Y
Il (%
Lac3 - alcyne UniK161 - alcyne

Figure chap.lll-8 : (A) Enzyme Lac3 modifiée par deux groupements alcynes sur les lysines 40 et 71. (B) Enzyme UniK161
modifiée par un groupement alcyne sur la lysine 161.

Deux stratégies ont été mises en place pour fonctionnaliser les électrodes de
NTCs par des groupements azotures (Figure chap.III-9). La premiere approche est la
plus simple, puisqu’elle consiste en 1’électroréduction du tétrafluorobororate de 4-
azidobenzenediazonim (TABD), par voltampérométrie cyclique. La seconde stratégie
se déroule en deux étapes. Dans un premier temps, le tétrafluoroborate de 4-
Formylbenzene diazonium (TFBD) est électroréduit a la surface de I’électrode. Dans
un second temps, les molécules de RAFT-N3 et dendrimeére-N3 sont greffés par
clickoxyme. L’électrode modifiée par le groupement benzaldéhyde est plongée dans
une solution contenant 8uM de RAFT-N3 ou dendrimere-N3; pendant 45 minutes a
37°C, suivie de plusieurs étapes de rincage a 'eau distillée. Ainsi, deux nouvelles
architectures d’électrodes sont obtenues : (1) le RAFT apporte un environnement
tridimensionnel dans lequel les fonctions azotures pointent a la surface de
I’électrode ; (2) le dendrimere engendre un substrat moins structuré, comportant
également 4 fonctions azotures.

Ainsi, ces deux stratégies ont été validées via la cycloaddition-1,3-dipolaire de
Huisgen de l'espece électro-active 1-éthylnylferrocene. Enfin, les enzymes Lac3-
alcyne et UniK161-alcyne ont été greffées sur ces électrodes fonctionnalisées.
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Stratégie 2 : Clickoxyme d’un
dendrimere-N; et d’'un RAFT-N;

Stratégie 1 : Electrogreffage de sel de
diazonium tétrafluoroborate 4-azidobenzéne
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Figure chap.lll-9 : Différentes stratégies mises en place pour fonctionnaliser les électrodes par des fonctions azotures —N3

1.2 ELABORATION D’ELECTRODES A BASE DE GROUPEMENTS AZOTURES

I.2.A TECHNIQUES D’IMMOBILISATIONS MISES-EN-CEUVRES

II.2.A (i) Greffage de TABD sur électrodes de NTCs et carbones vitreux
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Figure chap.lll-10 : (A) Electro-réduction de TABD a la surface de I’électrode. (B) Voltampérométrie cyclique pour la
réduction de 2 mM d’ADAB a la surface d’une électrode de carbone vitreux (20 mV.s; 0,1M MeCN/TBAP ; 2 cycles). (C)
Voltampérométrie cyclique pour la réduction de 2 mM d’ADAB a la surface d’une électrode de NTCs multifeuillets (20 mV.s
1.0,1M MeCN/TBAP ; 5 cycles)
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TADB a été isolé chimiquement selon un protocole décrit par Limoges en
2008.332 L’électrogreffage consiste a la réduction électrochimique irréversible du sel
de diazonium a la surface pour conduire a la formation d’'un lien covalent carbone-
carbone et d’'un polymere de type polyphényléne (Figure chap.IlII-10A). En fonction
des parametres choisis (nombre de cycle, vitesse de balayage, fenétre de potentiel,
temps, charge), I’épaisseur du film de polymeére varie, conduisant a une électrode plus
ou moins passivée par la couche organique.

L’électro-réduction d’'une solution a 2mM de TADB a la surface des électrodes
de carbone vitreux et de NTCs a été réalisée par voltampérométrie cyclique dans 0,1M
d’une solution organique MeCN/TBAP (Figure chap.III-10B et C). Sur électrode de
carbone vitreux, un pic de réduction irréversible apparait a un potentiel de -0,35 V vs
Ag/AgNOs. Celui-ci n’est plus présent des le second cycle, du fait de la passivation de
I’électrode par la couche de polyphényleéne. L’électroréduction sur NTCs intervient a
0,05 V vs Ag/AgNOs;. Comme lindique la présence du pic irréversible, la
nanostructuration de I’électrode rend difficile son recouvrement total par le polymere.
Afin de s’assurer que le transfert d’électron entre I'espece rédox active et 1’électrode
restera efficace, nous avons limité le nombre de cycle a deux sur I’électrode de carbone
vitreux et cing sur le film de NTC.

II.2.A (ii) Greffage de TFBD sur électrodes de NTCs et carbone vitreux

Le tétrafluoroborate de 4-(1,3-dithiane-2-yle)benzene diazonium (TDBD) a été
synthétisé en trois étapes d’apres une procédure décrite par Kim a partir de 2009.333:334
L’électro-réduction est réalisée par voltampérométrie cyclique sur électrodes de
carbone vitreux et NTCs dans une solution a 2mM en TFBD (0,1M MeCN/TBAP)
(Figure chap.IlI-11). La réduction irréversible se produit a -0,4V vs Ag/AgNQOs sur
électrode de carbone vitreux et 0,05 V vs Ag/AgNOs sur électrode de NTCs.
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Figure chap.lll-11: A) Electro-réduction de TDBD a la surface de I’électrode. (B) Voltampérométrie cyclique pour la
réduction de 2 mM de sels de diazonium & la surface d’une électrode de carbone vitreux (20 mV.s1; 0,1M MeCN/TBAP ; 2
cycles). (C) Voltampérométrie cyclique pour la réduction de 2 mM de TDBD a la surface d’une électrode de NTCs
multifeuillets (20 mV.s™* ; 0,1M MeCN/
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La fonction dithiane a été insérée des la premiere étape de synthése en tant que
groupement protecteur de la fonction aldéhyde afin d’empécher les réactions
chimiques de réduction de la fonction aldéhyde. La déprotection du groupement
dithiane est réalisée par électrochimie.334 L'oxydation électrochimique irréversible par
un mécanisme a 2H+* + 2e- conduit a la libération du dithiane et la formation d’une
fonction benzaldéhyde a la surface de 1électrode (Figure chap.IlI-12A). La
déprotection électrochimique a lieu par voltampérométrie cyclique entre 0 et 1V vs
Ag/AgNOs. Un pic d’oxydation irréversible apparait au premier cycle a un potentiel de
0,87V vs Ag/AgNO; sur électrode de carbone vitreux et 0,75V vs Ag/AgNOs sur
électrode de NTCs (Figure chap.III-12B et C). La déprotection est totale sur électrode
de carbone vitreux, puisque aucun pic n’est présent au deuxieme cycle. Sur électrode
de NTCs, une espéece rédox réversible (Ei/2 = 0,7 V vs Ag/AgNQOs) est produite a partir
du deuxiéme cycle, attribuée a la formation d’'une espece rédox active engendrée a haut
potentiel. Cette derniere n’a pour le moment pas été identifiée.
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Figure chap.lll-12 : (A) Déprotection électrochimique du groupement 4-(1,3 dithiane-2-yle) via un mécanisme d’oxydation
a 2H* + 2e pour former une fonction benzaldéhyde. (B) Voltampérométrie cyclique de I’électrode de carbone vitreux
modifiée par le 4-(1,3 dithiane-2-yle)benzéne (20 mV.s1 ; 0,1M MeCN/TBAP ; 2 cycles). (C) Voltampérométrie cyclique de
I’électrode de NTC modifiée par le 4-(1,3 dithiane-2-yle)benzéne (20 mV.s1 ; 0,1M MeCN/TBAP ; 2 cycles).

11.2.B CYCLOADDITION DE HUISGEN POUR LE GREFFAGE D’UNE ESPECE ETHYNYLFERROCENE SUR
LES DIFFERENTES SURFACES

Afin d’optimiser la réaction de cyclo-addition de Huisgen et déterminer si la
structuration de I’électrode influence le transfert électronique, nous avons travaillé
avec une espece électro-active modele, I’éthylnylferrocene (EF), qui a été greffée sur les
trois types d’électrodes

II.2.B (i) Elaboration d’électrodes a base d’éthynylferrocéne

Les électrodes de carbone vitreux et NTCs modifiées avec les fonctions
azidobenzene, le RAFT-Nj et le dendrimere-N3 ont été traitées par cycloaddition-1,3-
dipolaire de Huisgen afin d'immobiliser 'EF par un lien covalent triazole (Figure
chap.III-13).
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Figure chap.lll-13 : (A) Réaction de cycloaddition-1,3-dipolaire de Huisgen entre une électrode de carbone vitreux ou NTC
modifiée par un azidobenzéne plongée dans la solution de cycloaddition contenant I'EF, le THPTA, le sulfate de cuivre et
I'ascorbate de sodium. L’espéce Ph-Fc est alors formée. (B) RAFT-Fc et (C) Dendrimére-Fc obtenus dans les mémes
conditions.

La solution de cycloaddition contient 1,5 mM d’EF; 2,5 mM de catalyseur
CuS04.5H20 ; 5 mM d’ascorbate de sodium et 2,5 mM de THPTA dans un mélange de
MeCN/H-0 (1:1). Apres dégazage, 40 uL de solution sont déposés sur chaque électrode
a température ambiante pendant une heure. A la fin de la réaction, les électrodes sont
rincées plusieurs fois avec de I’acétonitrile, puis de I’eau ultra-pure.

Trois types d’électrodes sont formées : (1) Ph-Fc (Figure chap.III-13A) ; (2) RAFT-Fc¢
(Figure chap.III-13B) ; (3) dendrimere-Fc (Figure chap.I1I-13C).

11.2.B (ii) Caractérisations électrochimiques sur électrodes de carbone vitreux

Dans un premier temps, I'immobilisation de la sonde ferrocéne a été
caractérisée par voltampérométrie cyclique sur carbone vitreux, puis les
concentrations surfaciques et constantes de transferts d’électrons hétérogenes ont été
déterminées. La Figure chap.IlI-14 présente les voltampérogrammes a différentes
vitesses de balayage pour le dendrimere-Fc (A) et le RAFT-Fc (C) a pH7.

144



Chapitre I11 : Des Biocathodes enzymatiques pour la réduction de l'oxygene a haut potentiel

30
A 3] B.
3 20 PP
20 = L
10- =10 LNt
§ o °F:
<:)::._10_ 10 Tl
= < v
-20- 3 20 S
o
-304 o .30
jg Dendri-Fc 0 Dendri-Fc
020304 05 06 07 08 0.9 00 04 08 12 16 20
C E/Vvs SHE D viVs'
304 304 - -7
20 S 201 e
104 T :g 10 1 /},"’“
<§_ 0+ 04; -
= -10- < 104 T~
= h
-204 =, 201 R
-30+ ~" 30 Tl
-40 RAFT-Fe < . RAFT-Fc
T T T T T | -40 T T T T T T
03 0‘4 05 0_6 0.7 0.8 09 0,0 0.5 1,0 15 2.0 2.5 3.0
-1
E/Vvs SHE viVs

Figure chap.lll-14 : (A) Voltampérométrie cyclique a différentes vitesses de balayage pour de I’électrode carbone
vitreux/dendrimére-Fc (0,01 & 1 V.s1; 0,2M tampon phosphate pH 7). (B) Evolution des courants d’oxydation et de
réduction en fonction de la vitesse de balayage pour I'électrode carbone vitreux/dendrimére-Fc. (C) Voltampérométrie
cyclique a différentes vitesses de balayage pour I'électrode carbone vitreux/RAFT-Fc (0,01 é 1 V.s1; 0,2M tampon
phosphate pH 7).(D) Evolution des courants d’oxydation et de réduction en fonction de la vitesse de balayage pour
I’électrode carbone vitreux/RAFT-Fc.
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Figure chap.lll-15 : Voltampérométrie cycliques des électrodes de carbones vitreux/ dendrimére-Fc (rouge), RAFT-Fc (noir),
Ph-Fc (bleu) Conditions : 10 mV.s™* ; 0,2M tampon phosphate pH 7.

L’évolution linéaire des courants d’oxydation et de réduction en fonction de la
vitesse de balayage (Figure chap.IlI-14B et D) démontre que les especes sont bien
immobilisées a la surface de 1’électrode de carbone vitreux. Les potentiels
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électrochimiques calculés (Tableau chap.III-1), sont sensiblement différents de ceux
mesurés lorsque I’électrode est une matrice de NTCs. Les concentrations surfaciques,
égales a 0,29 ; 0,85 et 0,016 nmol.cm pour les especes RAFT-Fc¢, dendrimere-Fc
et Ph-Fc respectivement, sont comparables au greffage de la molécule RAFT-Fc sur
SAM.335 La Figure chap.IlI-15 superpose les voltampérogrammes des différentes
électrodes a pH7 et 10 mV.s. La quantité de ferrocéne immobilisée sur TABD est tres
faible, comparée au RAFT et dendrimere. Ceci correle avec la présence d’un plus grand
nombre de fonctions azotures sur ces deux molécules.

Systemes E,, (Fc/Fc*) pH7 / V Concentration surfacique / k,/s?
nmol.cm2

CV/RAFT-Fc 0,56 0,29
CV/dendri-Fc 0,57 0,85 30
CV/Ph-Fc 0,52 0,016 20

Tableau chap.lll-1 : Récapitulatif des potentiels électrochimiques, concentrations surfaciques et constantes de transferts
d'électrons pour chaque espéce immobilisée sur électrode de carbone vitreux.

La constante de transfert d’électrons hétérogene ks a été calculée grace au
modele de Laviron pour une espece rédox immobilisée sur surface, dont la différence
de potentiel pic-a-pic AE,, < 200 mV.336 ks est définie selon I'équation suivante :

mFnv
S RT

avec m la constante d’intégration (calculée dans les tables)33¢, F la constante de
Faraday, n le nombre d’électron, v1a vitesse de balayage, R la constante des gaz parfaits
et T la température.

Les valeurs de ks ont été estimées a 20 s pour le Ph-Fc et 30s* pour le RAFT-
Fc et le dendrimere-Fc. En 2005, Gooding a comparé les valeurs de ks sur électrodes
d’or et de carbone vitreux, modifiées par un sel d’aryle diazonium couplé a un
ferrocene.337 Dans son étude, ks varie entre 17 et 28 st sur électrode de carbone vitreux
et entre 100 et 500 s sur électrode d’or. Ces observations sont dues a une meilleure
organisation de la couche de de diazonium sur électrodes d’or. Les valeurs obtenues
pour nos différentes électrodes sont similaires : la surface de polyphénylene, qui est
plus épaisse qu'une monocouche, limite le transfert d’électrons hétérogene.
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11.2.B (iii) Caractérisations électrochimiques des électrodes de NTCs

Apres cycloaddition de Huisgen, chaque électrode de NTC modifiée par I'EF est
caractérisée par voltampérométrie cyclique a pH7 (Figure chap.III-16A). L’électrode
dendrimere-N3 a été plongée dans une solution de cycloaddition ne contenant pas de
CuS04.5H-0. Sur le voltampérogramme (courbe bleue), seul le courant capacitif
propre au film de NTCs est observé. Ainsi, le ferrocéne n’a pas été absorbé a la surface
des NTCs et la réaction de cycloaddition est spécifique.
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Figure chap.lll-16 : (A) Voltampérométries cycliques des électrodes de NTCs modifiées par le Ph-Fc (courbe verte) ; le RAFT-
Fc (courbe rouge); le dendrimére-Fc (courbe noire) et d’une électrode de NTCs modifiées par le dendrimére-N; et le
ferrocéne non greffé (courbe bleue). Conditions : 10 mV.s™* ; 0,2M tampon phosphate a pH7.

En présence de CuSO,5H.0, des pics d'oxydation et de réduction
caractéristiques de l'oxydation réversible du ferrocéne en cation ferrocénium sont
observés pour chaque espéce. Les potentiels électrochimiques ont été calculés pour
chaque espece rédox : +0,54V vs SHE pour le Ph-Fe¢, +0,62V vs SHE pour le RAFT-
Fc et enfin +0,64V vs SHE pour le dendrimere-Fc (Figure chap.III-16B).
Finalement, ces résultats sont trés proches: la différence de potentiel pic-a-pic
observée pour le RAFT-Fc est un artefact propre au film de NTC, dont la morphologie
peut varier d’'une électrode a I'autre. Ces valeurs concordent avec celle calculée pour
une espece RAFT-Fc immobilisée sur SAM, qui a un potentiel électrochimique de
+0,76V vs NHE (70% MeCN+30%H20 + 0,1 M TBAP).335

Les concentrations surfaciques ont été estimées a partir de I'intégration du
courant faradique d’oxydation. Les valeurs varient de 9 nmol.cm-2 pour le Ph-Fc a 28
et 17 nmol.cm2 pour le RAFT-Fc et le dendrimere-Fc respectivement (Tableau
chap.IlI-2Tableau chap.III-2 : Récapitulatif des valeurs de potentiels électrochimiques
et concentrations surfaciques en ferrocene pour chaque espeéce immobilisée sur
électrode de NTC.). Les concentrations supérieures obtenues pour le RAFT et le
dendrimere sont relatives au plus grand nombre de fonctions azotures accessibles a la
surface de 1’électrode. Ces valeurs sont en adéquation avec I'immobilisation d’espece
rédox sur électrodes de NTCs.338 De plus, une concentration surfacique de 6,2
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pmol.cm2a été calculée pour le RAFT-Fc immobilisée sur SAM.335 Dans notre étude,
I'espéce RAFT-Fc a une concentration surfacique de deux ordres de grandeurs
supérieurs. Ceci s’explique par la porosité et la surface spécifique du film de NTCs.

Systémes E,, (Fc/Fc*) pH7 / V vs Concentrations
SHE surfaciques / nmol.cm

NTC/Ph-Fc 0,54 9
NTC/RAFT-Fc 0,62 28
NTC/dendrimére- Fc 0,64 17

Tableau chap.lll-2 : Récapitulatif des valeurs de potentiels électrochimiques et concentrations surfaciques en ferrocéne
pour chaque espéce immobilisée sur électrode de NTC.

11.2.C CONCLUSION

Nous avons mis au point deux stratégies d’'immobilisation pour modifier la
surface d’électrodes de carbone vitreux et de NTCs par une ou plusieurs fonctions -Nj.
Ces techniques ont été validées, par I'immobilisation covalente d'une molécule
d’éthynylferrocene, sur une surface d’azidobenzene, de RAFT-N3 et de dendrimere-
Nj3. La surface spécifique nanométrique des NTCs a permis d'immobiliser cent fois plus
d’especes rédox que sur carbone vitreux. Les constantes de transfert d’électrons
hétérogenes calculées (entre 20 et 30 s1), suggerent que, méme si aucune monocouche
n’est formée, les électrodes ne sont pas passivées. Ainsi, elles seront utilisées, en tant
que bioélectrodes pour immobiliser les mutants UniK161-alcyne et Lac3-alcyne.

1.3 CYCLOADDITION-1,3-DIPOLAIRE DE HUISGEN POUR LE GREFFAGE COVALENT
D’ENZYMES MODIFIEES PAR UN GROUPEMENT ALCYNE

11.3.A ELABORATION DE BIOCATHODES A BASE D’ENZYMES LAC3 IMMOBILISEES PAR LIAISON
COVALENTE SUR NTCs MODIFIES PAR TABD

II.3.A (i) Immobilisations des enzymes UniK161-alcyne et Lac3-alcyne sur Ph-N;

L’électroréduction par voltampérométrie cyclique, de TABD a la surface des
NTCs conduit a la formation d’'un film de poly(azidophényléne) (Ph-N3). Lac3-
alcyne et UniK161-alcyne sont alors greffés par cycloaddition de Huisgen (Figure
chap.III-17). Cette réaction est réalisée pendant une heure a température ambiante par
trempage des électrodes de NTCs dans la solution de cycloaddition. Cette derniere,
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préalablement dégazée sous argon, contient 75 uM d’enzyme, 125 uM de CuSO,4.5H-0,
417 uM d’ascorbate de sodium et 694 uM de THPTA. Apres 1 heure de réaction, les
électrodes sont rincées avec le tampon acétate a pH5 afin d’éliminer toutes traces
d’espéces absorbées.
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Figure chap.lll-17 : Schéma de la réaction de cycloaddition-1,3-dipolaire de Huisgen apres greffage covalent des enzymes
UniK161-alcyne et Lac3-alcyne sur surface de NTCs modifiée par des groupements azidobenzeénes.

Dans la biocathode Ph-Unik161, I'enzyme est immobilisée par une seule
fonction alcyne, proche du site T1. En revanche, dans I’électrode Ph-Lac3g, 'enzyme
est greffée par deux fonctions alcynes a proximité du cluster trinucléaire T2/T3.
L'influence de ces différentes orientations enzymatiques sur I’électrocatalyse de
réduction d’O- est étudiée ci-dessous.

II.3.A (ii) Réduction bioélectrocatalytique de 1’0,

La réduction bioélectrocatalytique de l'oxygene est analysée par
voltampérométrie cyclique. Dans un premier temps, nous avons optimisé les
conditions d’électrogreffage afin d’éviter les phénomeénes de passivation. Dans un
second temps, les deux biocathodes ont été comparées en termes de performances et
de concentrations surfaciques.

La réduction d’'un sel d’aryle diazonium a la surface d’électrode fait appel a
plusieurs techniques électrochimiques, qui influencent 1’épaisseur de la couche de
polymeére formée.339 Dans cette section, deux techniques sont mises en avant. Dans un
premier temps, ’électrode de NTCs, plongée une solution de 2 mM de TABD (0,1M
MeCN/TBAP), est électro-réduite entre 0,45 et -0,1V vs Ag/AgNOs3, pendant 5 cycles.
Cette réduction électrochimique engendre la formation d’une couche de polymére plus
ou moins épaisse. Dans un second temps, une électrode de NTC est plongée, pendant
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15 minutes, dans la solution de TABD, afin de conduire a sa réduction spontanée in-
situ a la surface de I’électrode. L’objectif d'un greffage spontané est la génération d’une
couche organique plus mince que dans le cas de I'électrogreffage.340

La réponse bioélectrocatalytique, de ’enzyme Lac3-alcyne, immobilisée par lien
covalent sur un film de Ph-Nj électrogreffé, est représentée sur le voltampérogramme
en Figure chap.III-18A. La présence de I'oxygene dans la solution engendre un TED
quasiment négligeable, de I'ordre de 15 pA.cm2 a 0,4 V vs SHE. L’ajout de 0,3 mM
d’ABTS dans la solution tampon (courbe verte), en présence d’O., conduit a
I’apparition d’'une vague catalytique de réduction a 0,7 V vs SHE. Cela indique que les
enzymes sont bien immobilisées de fagon covalente a la surface de I’électrode mais que
le TED est impossible a cause de la passivation de I’électrode par le polymere organique
formé.
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Figure chap.lll-18 : Voltampérométries cycliques de I'électrode de NTCs-Ph-Lac3 sous argon (courbes noires), O; (courbes
rouges) et O, + 0,3 mM d’ABTS apres électrogreffage de TABD par voltampérométrie cyclique (A) et greffage
spontané (B). Conditions : 10 mV.s1; 50 mM tampon acétate a pH5, RT

Ces résultats different de ceux obtenus pour le greffage spontané de Ph-N3
(Figure chap.III-18B). Apres greffage de ’enzyme, une vague d’électrocatalyse est
obtenue sous O- avec une densité de courant de -2,2 mA.cm-2a 0,1 Vvs SHE. La densité
de courant en présence d’ABTS atteint -3 mA.cm2, ce qui montre que 73% des enzymes
immobilisées sont connectées par TED. Ce pourcentage ne tient pas compte de la
diffusion limitée de 1’02 dans le film de NTC. La cycloaddition de Huisgen est donc
efficace lorsque TABD est réduit spontanément. Par ailleurs, lorsque la cycloaddition
est réalisée en absence de CuSO4.5H-0, catalyseur indispensable a cette réaction
chimique, aucune enzyme n’est immobilisée. Finalement, le greffage spontané a été
définitivement adopté pour 'immobilisation de Ph-Nj3 a la surface des NTCs.
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Les deux biocathodes enzymatiques sont étudiées par voltampérométrie
cyclique sous argon (Figure chap.IlI-19). Dans les deux cas, un pic rédox réversible
d’oxydation et de réduction apparait a un potentiel Ei/>de 0,6V vs SHE, attribué au site
T1 Cu(I)/Cu(I).341342 L’intégration des pics d’oxydation donne acces a des
concentrations surfaciques respectives de 1 pmol.cm2 pour Ph-Lac3 et
0,54 pmol.cm=2 pour Ph-UniK161. Ces résultats sont en adéquation avec la présence
de deux fonctions alcynes sur Lac3, contre une seule sur UniK161, ce qui permet
d’'immobiliser deux fois plus d’enzymes.
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Figure chap.lll-19 : Voltampérométries cycliques des biocathodes NTCs-Ph-Lac3 (A) et NTCs-Ph-UniK161 (B) sous argon a
pH5. Conditions : 10 mV.s-1; 50 mM tampon acétate a pH5 ; RT ; greffage spontané de Ph-Ns,
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Figure chap.lll-20 : Voltampérométries cycliques des électrodes de NTCs-Ph-Lac3 (A) et de NTCs-Ph-UniK161 (B) sous argon
(courbes noires), O, (courbes rouges) et O, + 0,3 mM d’ABTS (courbe verte). Conditions : 10 mV.s*1; 50 mM tampon acétate

a pH5, RT ; greffage spontané de Ph-Ns.

L’observation d'un signal non catalytique au potentiel du T1 est généralement
difficile a obtenir ; cette observation souligne une bonne orientation et une connexion
enzymatique par TED. En effet, sous O, les biocathodes réduisent 'oxygéne en eau au
potentiel rédox du site T1, avec une densité de courant de -2,2 mA.cm2 pour Ph-Lac3
et -1,8 mA.cm=2 pour Ph-UniK161 a 0,3 V vs SHE (Figure chap.III-20). Les résultats
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obtenus sont résumeés dans le

Biocathodes | E,/, (Cu"/Cu')/ | Concentrations Inax (03) / lax (O, + 0,3 MM
V vs SHE (pH 5) | surfaciques/ | mA.cm2(pH 5) ABTS) / mA.cm?
pmol.cm-2 (pH 5)

Ph-Lac3 0,6 1
Ph-UniK161 0,6 0,54

Tableau chap.III-3.

Biocathodes | E,/, (Cu"/Cu')/ | Concentrations lax (O3 + 0,3 MM
V vs SHE (pH 5) | surfaciques/ ABTS) / mA.cm?
pmol.cm-2 (pH 5)
Ph-Lac3 0,6 1 -2,2 -3

Ph-UniK161 0,6 0,54 -1,8 -2,5

Tableau chap.lll-3 : Récapitulatif des valeurs de potentiels électrochimiques, concentrations surfaciques et courants

maximaux pour les biocathodes Ph-Lac3 et Ph-UniK161.

L’influence du pH sur la réduction bioélectrocatalytique de l'oxygene a été
étudiée par voltampérométrie cyclique (Figure chap.IlI-21A). Comme toutes les
laccases, cette enzyme travaille a un pH optimal compris entre 4 et 5 et est inactivée
réversiblement a pH acide. Une expérience de chronoampérométrie a permis de
démontrer la stabilité des deux enzymes en appliquant un potentiel de 0,4 V vs SHE a
I’électrode de travail. Ainsi, les densités de courant de réduction restent constantes,
apres une heure de décharge, atteignant respectivement -1,3 mA.cm-2 pour Ph-Lac3 et
-1,5 mA.cm2 pour Ph-UniK161 (Figure chap.I11-21B).
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Figure chap.lll-21 : (A) Voltampérométrie cyclique sous O, de I'électrode NTCs-Ph-Lac3 a différents pH (10 mV.st; 0,2M
tampon Britton-Robinson, RT). (B) Chronoampérométrie, des biocathodes enzymatiques Ph-Lac3 et Ph-UniK161, réalisée
pendant 1h a un potentiel de 0,4 V vs SHE dans un tampon acétate a 50 mM a pH5.

II.3.A (iii) Modélisation de la réponse catalytique d’ORR
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Dans le chapitre 2, nous avons décrit en détail l'utilisation du modele
d’Armstrong, initialement utilisé pour comprendre les transferts d’électrons
intervenant lorsqu’une hydrogénase est absorbée sur électrode de graphite.322323 Le
modele simplifiée a été utilisée pour modéliser la réponse catalytique du complexe bio-
inspiré [Ni(Cy,Arg)-]. Lorsque qu’une enzyme est greffée a la surface d'une électrode,
plusieurs orientations sont possibles et doivent étre prises en considération dans les
équations.343
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Figure chap.lll-22 : (A) Schéma des transferts d’électrons interfaciaux et intramoléculaires intervenant lorsque I’enzyme est
immobilisée a la surface de I’électrode. (B) Modéle cinétique de I’électrocatalyse réversible de réduction de I'oxygéne en
eau.

Les transferts d’électrons, intervenant lorsque les enzymes Lac3 et UniK161 sont
immobilisées, sont représentés en Figure chap.III-22A. Ainsi, le centre T1 est connecté
a la surface de I’électrode par un transfert d’électron interfacial (ki). Le transfert
monoélectronique, de quatre électrons successifs au site T2/T3, est assuré par un
transfert d’électron intramoléculaire. Dans ce modele, 'oxydation du Cu(I) en Cu(II)
(site T1), est couplée a la réduction de 'oxygene en eau. La vague d’électrocatalyse
obtenue est limitée par la cinétique et non pas le transport de masse, puisque I'enzyme
est toujours saturée en substrat (Figure chap.I11-22B).

Le modele décrit les transferts monoélectroniques successifs de 1’électrode au
site T1. Selon I'orientation enzymatique, le T1 est localisé a des distances variables de
I’électrode. Le courant catalytique obtenu obéit a ’équation 1 suivante :

lim ., e1—e ef+1+e
- ZTO X 11-|-e12 (pef+(11)+1el)exp1(—/3d0)) @)

Le facteur fd, prend en compte les différentes orientations adoptées par la laccase a
la surface de I’électrode. De ce fait, le terme exp(—pfd,) fluctue en fonction des
différentes constantes de transfert d’électron interfacial. Il varie entre k,,;, =
kexp(—pdy) et kyae = k°. k° est la constante standard de transfert interfacial
d’électron, B est la constante de décroissance du milieu et d, 1a distance entre le site T1
et I'électrode. e, est la force électromotrice du transfert d’électron interfacial, définie
par I’équation (2) :

e, = exp [(;_5) x (E - E((J)u(Tl))] = l;_z (2)
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Chapitre III. : Des Biocathodes enzymatiques pour la réduction de l'oxygene a haut potentiel

Egycr1y est le potentiel électrochimique standard du cuivre T1. Les constantes de

transfert d’électrons, k,, et k,., entre I’électrode et le centre T1, sont dépendantes du
potentiel de I’électrode de travail E.

e, est le biais catalytique, qui décrit la tendance de I'enzyme a oxyder ou réduire
l'oxygene en eau, selon la formule (3) suivante :

e, = exp [(%’TF) X (Egu(Tl) — E82/H20 )] = % (3)

Les constantes de vitesses k,. et k,, correspondent aux fréquences catalytiques pour
l'oxydation de l'eau et la réduction de l'oxygene. Indépendantes du potentiel de
I’électrode de travail, elles prennent en compte les transferts intramoléculaires tels que
le transfert d’électron entre le T1 et le T2/T3, les transferts de protons, la fixation du
substrat et la libération du 