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file://///Users/melanie/Desktop/Gauthier/Rédac%20thèse/corr/210122%20Manuscrit%20MG%20encours.docx%23_Toc62256033
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file://///Users/melanie/Desktop/Gauthier/Rédac%20thèse/corr/210122%20Manuscrit%20MG%20encours.docx%23_Toc62256045
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file://///Users/melanie/Desktop/Gauthier/Rédac%20thèse/corr/210122%20Manuscrit%20MG%20encours.docx%23_Toc62256055
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Dans le cadre du projet ANR biopile abiotique implantable (ImAbic) coordonné par l’INAC, ce travail de 

thèse avait pour objectif d’optimiser les performances et la stabilité d’une biocathode à base de 

graphène dopé au fer et à l’azote (Fe/N-rGO). Différents types de biocathodes mettant en jeu 

différents liants ont été fabriquées et caractérisées afin de fournir des architectures d’électrodes les 

plus aptes à laisser diffuser en leur sein les espèces consommées et produites lors de la réaction. Lors 

de ces études, un liant s’est distingué des autres, le liant chitosan. De plus, une fois ce liant réticulé à 

l’aide de Génépine, nous avons observé une stabilité des performances électrochimiques dans le 

temps, limitant la perte de densité de courant à 5% pour une biocathode ayant été stockée en 

condition physiologique pendant 27 mois. Durant ce projet, un nouveau processus de fabrication des 

électrodes a été développé. Ce processus, qui implique la lyophilisation, permet une augmentation de 

la porosité des électrodes et améliore les densités de courant massique d’un facteur 4 en comparaison 

à celles fournies par les électrodes compressées. Toutefois, cette amélioration se fait au détriment de 

la tenue mécanique et les électrodes obtenues deviennent alors plus sensibles aux chocs. Afin 

d’apporter une solution à cette nouvelle problématique nous avons optimisé notre processus en 

ajoutant un support carboné à nos biocathodes lyophilisées, permettant d’améliorer la tenue 

mécanique tout en maintenant les propriétés électrochimiques. La deuxième partie de ce manuscrit 

s’intéresse à l’étude de la biocompatibilité de notre système de biocathode. Des tests préliminaires de 

culture cellulaire ont été effectués sur différents matériaux susceptibles de composés les biocathodes 

en présence de cellules fibroblastes issues de souris : les cellules 3T3-L1. Ces tests démontrent une 

prolifération normale pour les différents liants utilisés, mais démontrent une viabilité perturbée des 

cellules face à la présence du catalyseur à hauteur de 10%. Fort de ces résultats, nous avons eu 

l’autorisation du comité d’éthique de Grenoble afin d’effectuer des implantations chez le rat. Deux 

biocathodes issues du procédé de compression et deux biocathodes issues du procédé de 

lyophilisation ont été implantées dans deux rats qui n’ont démontré aucun signe de souffrance et un 

comportement naturel durant la période d’implantation soit 1 mois. Après autopsie, aucun organe ne 

fut affecté par la présence des électrodes, d’autre part, sur les quatre implants, trois étaient enrobés 

d’un tissu biologique résultant de l’implantation. L’analyse histologique de ces tissus a montré une 

composition de tissu adipeux pour deux d’entre eux et une zone inflammatoire comprise entre 20 et 

50 µm, composée de cellules fibroblaste, de macrophages et de polynucléaire. L’observation de ces 

tissus sous microscope photonique a révélé une forte vascularisation. D'autres implantations ont été 

réalisées sur plusieurs périodes (1 à 6 mois). Au cours de ces implantations, 28 biopiles ont été 

implantées à l'aide de cathodes constituées de Fe/N-rGO et d'anodes enzymatiques. Sur les 28 

biocellules, 10 d'entre elles utilisaient FAD-GDH pour catalyser l'oxydation du glucose au bioanode et 

18 utilisaient GOx et la catalase. Après 1 mois d'implantation, la pile à biocarburant utilisant Fe / N-

rGO à la cathode et FAD-GDH à l'anode montrait une tension de 200 mV et 65,6 µW.cm-2 (mesurée par 

LSV dans des conditions physiologiques avec 5 mM de glucose, 0,2 mV.s-1 à 170 mV). Et 90% des 

cathodes implantées catalysaient encore l'ORR une fois explantées.  
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As part of the implantable abiotic biofuel cell (ImAbic), a ANR project coordinated by the INAC. This 

thesis work aimed to optimize the performance and stability of a graphene-based biocathode doped 

with iron and nitrogen (Fe / N-rGO). Different types of biocathodes involving different binders have 

been manufactured and characterized in order to provide the most suitable electrode architectures 

for diffusion of the species which are consumed and produced during the reaction. In these studies, 

one binder stood out from the rest, the chitosan binder. When crosslinked using Genepin, we observed 

a stability of electrochemical performance over time, limiting the loss of current density to 5% for a 

biocathode that had been stored in physiological condition for 27 months. During this project, a new 

electrode manufacturing process was developed. This process, which involves lyophilization, allowed 

an increase in the porosity of the electrodes and improved the specific current densities by a factor of 

4 compared to those provided by compressed electrodes. However, this improvement was made at 

the cost of mechanical strength and the electrodes obtained became more sensitive to collisions. In 

order to provide a solution to this new problem, we have optimized our process by adding a 

carbonaceous support to our lyophilized biocathodes, making it possible to improve the mechanical 

strength while maintaining the electrochemical properties. The second part of this manuscript is 

concerned with the study of the biocompatibility of our biocathode system. Preliminary cell culture 

studies were carried out on biocathodes composed of different materials in the presence of fibroblast 

cells obtained from mice: 3T3-L1 cells. These studies demonstrated normal proliferation for the various 

binders used, but demonstrated a disturbed viability of the cells in presence of the catalyst at an 

amount of 10%. Based on these results, we obtained authorization from the Grenoble ethics 

committee to perform implantation in rats. Two biocathodes produced using the compression process 

and two biocathodes using the freeze-drying process were implanted in two rats which showed no 

signs of suffering and natural behavior during the implantation period of 1 month. The autopsy showed 

that no organ was affected by the presence of the electrodes. Of the four implants, three were coated 

with biological tissue resulting from the implantation. Histological analysis of these tissues showed a 

composition of fatty tissue for two of them and an inflammatory zone between 20 and 50 µm, 

composed of fibroblast cells, macrophages and polymorphonuclear cells for all of them. Observation 

of these tissues under a light microscope revealed strong vascularization. Other implantations were 

carried out over several periods (1 to 6 months). During these implantations 28 biofuel cells were 

implanted using cathodes made with Fe/N-rGO and enzymatic anodes. Of the 28 biofuel cells, 10 of 

them were using FAD-GDH to catalyse glucose oxidation and 18 were using GOx and catalase. After 1 

month implanted, biofuel cell using Fe/N-rGO at the cathode and FAD-GDH at anode was showing a 

voltage of 200 mV and 65,6 µW.cm-2 (measured by LSV in physiological conditions with 5 mM glucose, 

0,2 mV.s-1 at 170 mV). And 90% of cathodes implanted were still catalysing ORR once explanted.  
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Depuis l’invention du stimulateur cardiaque, ou pacemaker, dans les années 1950, de nombreuses 

avancées technologiques ont été effectuées et de nombreux dispositifs médicaux actifs (DMIa) ont été 

développés. La plupart de ces dispositifs a bien souvent besoin d’une source d’énergie électrique pour 

pouvoir fonctionner. Par exemple, dans le cas du pacemaker, il est estimé qu’une densité de puissance 

de 30 µW doit être fournie afin que ce dispositif puisse délivrer une impulsion électrique dans le but 

de réguler le rythme cardiaque du patient. 

Les sources actuelles d’énergies privilégiées pour alimenter ces dispositifs sont majoritairement les 

accumulateurs au lithium. Ces accumulateurs possèdent une tension et des cycles de vie élevés ainsi 

qu’une faible diminution des performances dans le temps. Ces caractéristiques ont fait qu’aujourd’hui 

les accumulateurs au lithium sont la source d’énergie électrique privilégiée dans le cas des DMIas. 

Toutefois, les avancées technologiques réalisées dans le domaine des DMIas s’accompagnent de 

besoins en énergie électrique de plus en plus élevés et les accumulateurs au lithium ont de plus en 

plus de difficulté à satisfaire les besoins en énergie des nouveaux DMIas. 

Dans ce contexte, les biopiles à combustible (Bfc) implantables sont des solutions alternatives 

prometteuses aux accumulateurs au lithium. Les Bfc sont des biopiles capables d’utiliser le glucose 

comme combustible et l’oxygène en tant que comburant afin de générer de l’énergie électrique. Or le 

glucose et l’oxygène sont tous deux présents dans les fluides extracellulaires qui parcourent le corps 

humain. Ainsi, en théorie, une Bfc à glucose et oxygène implantée peut fonctionner durant toute la vie 

du patient. 

Les biopiles à glucose et oxygène les plus connues de la littérature utilisent des systèmes catalytiques 

enzymatiques afin d’oxyder le glucose à l’anode et réduire l’oxygène à la cathode. Les catalyseurs 

enzymatiques ont la particularité d’être sélectifs et fonctionnent en conditions physiologiques. 

Cependant, ces catalyseurs souffrent d’un inconvénient majeur : leur durée de vie, due à leur fragilité. 

Bien que des stratégies d’immobilisation ont permis de faire des avancées spectaculaires dans la 

stabilisation des Bfc enzymatiques, ces progrès restent encore insuffisants pour alimenter les DMIas. 

Entre autres, la complexité du milieu physiologique due à sa composition chimique et aux réactions du 

corps telles que la réaction inflammatoire et les phénomènes d’encrassement biologique, font que 

l’optimisation de la stabilité des biopiles enzymatiques est une tâche ardue. A cela, s’ajoutent les 

problèmes de disponibilité des composés en condition in vivo, ce qui est particulièrement vrai pour 

l‘oxygène, 40 µM pour l’oxygène contre 5 mM pour le glucose [1]. 

Dans ce contexte, l’utilisation des catalyseurs abiotiques peut être une voie très prometteuse dans le 

domaine des biopiles implantables. Bien que les études des biopiles abiotiques implantables utilisant 

le platine comme catalyseur ont été explorées avant les biopiles enzymatiques, l’empoisonnement et 

la non sélectivité du platine en conditions physiologiques ont rapidement découragé les chercheurs 

dans ce domaine. 
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La recherche dans le domaine des piles à combustible à hydrogène et oxygène a permis le 

développement de nouveaux catalyseurs abiotiques moins onéreux que le platine. Ces nouveaux 

catalyseurs, à base de matériaux carbonés tel que le graphène, ont pu démontrer, une fois dopé au fer 

et à l’azote, des performances électrochimiques équivalentes, sinon supérieures, à celle du platine et 

de surcroit sont sélectifs à la réduction de l’oxygène. Cependant, les conditions d’utilisation en pile à 

combustible sont éloignées de celles de l’implantation, les pH sont très acides et les températures très 

élevées. Malgré cela, ces nouveaux catalyseurs à base de graphène-fer-azote, ont fait l’objet d’une 

étude préliminaire entre le laboratoire TIMC-IMAG et le laboratoire SyMMES. Cette étude préliminaire 

a démontré que les catalyseurs de graphène dopé à l’azote et au fer pouvaient fonctionner en 

conditions physiologiques. 

Cette thèse a pour but de fabriquer et caractériser une biocathode mettant en jeu un catalyseur 

basé sur du graphène et dopé au fer et à l’azote (Fe/N-rGO). L’architecture de cette biocathode sera 

optimisée afin de permettre une diffusion optimale des espèces chimiques, cette biocathode sera 

idéalement sélective et effectuera uniquement la réduction de l’oxygène. L’application visée de cette 

biocathode étant l’implantation, un cahier des charges sera dressé afin de sélectionner des 

composants respectueux du corps biologique (ou biocompatible) et des tests biologiques in vitro 

seront mis en place afin de garantir cette biocompatibilité. Des tests in vivo seront également effectués 

afin d’étudier l’impact du vivant sur les performances électrochimiques du système fabriqué, et 

réciproquement l’impact d’une biocathode abiotique employant le catalyseur Fe/N-rGO sur un corps 

biologique. Et puis, afin d’analyser les densités de puissances obtenues in vitro et éventuellement in 

vivo, des tests combinant cette biocathode à une bioanode seront faits, ceci dans le but d’alimenter 

des dispositifs peu énergivores tels que les stimulateurs cardiaques. 
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 Chapitre 1 : Etat de l’art  
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1 Les dispositifs médicaux implantables actifs 

1.1 Définitions et classifications 
Aujourd’hui en 2020, la population mondiale atteint le nombre de 7,2 milliards et l’on prévoit 

de compter prêt de 10 milliards d’êtres humains sur Terre d’ici 2050 [2], à cela s’ajoute une espérance 

de vie qui ne cesse d’augmenter, grâce au progrès de la médecine et de la recherche, on peut 

aujourd’hui espérer vivre, en France, 80 ans pour les hommes et 85 ans pour les femmes (figure 1 

d’après [3]). La population est donc destinée à vivre plus nombreuse et plus longtemps, et maintenir 

la santé et la qualité de vie des patients qui seront de plus en plus sensibles car de plus en plus âgés 

mais également de plus en plus nombreux, est un défi relevé par un grand nombre de communautés, 

tels que : les chercheurs, les ingénieurs, les médecins, et par nos gouvernements.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Afin de relever ce défi, la recherche médicale s’oriente de plus en plus vers le développement de 

nouvelles solutions telles que les dispositifs médicaux implantables (DM). Adaptés au besoin du 

patient, ils servent à prolonger la vie du patient ou bien à la rendre plus confortable. Le Comité 

économique, social et environnemental, recense en France en 2015 de 800 000 à 2 000 000 de 

références de dispositifs médicaux [4] visant à améliorer et/ou prolonger la vie des patients. 

 

Toutefois, ces dispositifs ont des fonctions très disparates allant du simple scalpel aux 

dispositifs implantables complexes comme les neuro-simulateurs. Une classification par degré de 

risque encouru par le patient permet de regrouper et différencier les différents DM. 

  

Figure 1: Espérance de vie d'après [3] 
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Cette classification est répartie sous un total de 4 catégories : 

Classe I : classe de risque de potentiel le plus faible :  
Exemples : scalpels, fauteuils roulants, bandes de contention, béquilles... 

Classe IIa : classe de risque de potentiel modéré :  
Exemples : lentilles de contact, agrafes cutanées, couronnes dentaires, appareils d'aide auditive, les 
échographes... 

Classe IIb : classe de risque de potentiel élevé :  
Exemples : les hémodialyseurs, les pompes à perfusion, les préservatifs, les sutures internes, les 
systèmes de radiothérapie... 

Classe III : classe de risque de potentiel le plus élevé :  
Exemples : stent coronaire actif, prothèse de hanche... 

 

Parmi les DM, existent donc des sous catégories comme les Dispositifs Médicaux Implantables 

(DMI). Si l’on se réfère à l’agence fédérale des médicaments et des produits de santé, les DMIs sont 

des dispositifs destinés à être implantés en totalité dans le corps humain par une intervention 

chirurgicale et destinés à y rester [5]. Il peut également s’agir d’un dispositif qui est partiellement 

introduit dans le corps par une intervention chirurgicale et destiné à y rester pendant au moins 30 

jours après l’intervention. Les DMIs peuvent être actifs (DMIa) ou non-actifs et leur différentiation 

réside dans le fait que l’action induite par le dispositif nécessite ou non une source d’énergie (figure 2 

selon [6]). Par exemple, une prothèse dentaire ou bien un anneau gastrique une fois implantés 

effectueront leur tâche en continu et sans besoin d’apport d’énergie électrique, ce sont donc des DMIs 

non actif. Des DMIs tels que les stimulateurs cardiaques (ou pacemaker) et les stimulateurs 

neurologiques ont pour action de délivrer des impulsions électriques, ces impulsions électriques sont 

produites grâce à un circuit électronique alimenté à l’aide d’une source d’énergie électrique, ici une 

pile au lithium. En 2016 et aux Etats-Unis, on estime le nombre de pacemaker implantés par année à 

60 000 [7] et la Société de Cardiologie Européenne estime le nombre de pacemaker implantés durant 

l’année 2019 à 590 [8], aussi, en prenant en compte le nombre grandissant de la population ainsi que 

l’augmentation de l’espérance de vie générale il est possible d’anticiper les futurs besoins des DMIas. 

 
 

Dispositifs médicaux 

 implantables actif 

Dispositif médicaux  

implantables non actif 

-Pacemaker 

-Pompe à insuline 

-Neuro-simulateur 

-Implant cochléaire 

-Cœur artificiel 

-Prothèse dentaire 

-Endoprothèse aortique 

-Anneau gastrique 

-Sphincter urinaire 

-Implants cosmétiques 

 

  

Figure 2: Exemples de DMIas selon [6] 
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Toutefois, bien que la science ait fait des progrès conséquents sur les DMIas de nombreux challenges 

restent présents. 

 

1.2 Miniaturisation des DMIs 
Parmi les différents challenges concernant l’avancement des DMIas, la miniaturisation est un enjeu de 

taille. A titre indicatif, la première pompe à insuline développée par Arnold Kadish [9] avait un volume 

tellement imposant que le patient devait transporter la pompe sur le dos du patient (figure 3a) [9]. 

L’optimisation de la miniaturisation a permis la fabrication des dispositifs plus récents comme les 

pompes commercialisées par Medtronic (figure 3b) dont le volume, le poids, la précision du volume 

injecté et les performances ont été considérablement optimisés grâce à un système de monitoring 

externe qui contrôle et rectifie le volume d’insuline injecté en temps réel [10]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parmi les différents DMIas existant, les organes artificiels sont des exemples qui démontrent 

clairement la nécessité de miniaturiser les DMIs. Parmi ces organes artificiels nous pouvons citer 

l’exemple des dispositifs d’assistance-ventriculaire implantable. Ces dispositifs ont pour but de simuler 

le mécanisme biologique du cœur par une action mécanique monitorée. Ces dispositifs sont 

généralement réservés aux patients en attente de transplantation ou souffrant d’insuffisance 

cardiaque en phase terminale. La première réussite d’implantation humaine d’un support mécanique 

circulatoire fut implanté vers 1960 chez une femme de 37 ans souffrant d’insuffisance cardiaque, cet 

appareil accompagnait le cœur biologique dans son fonctionnement via un système de pompe placé 

au ventricule gauche [11]. Il existe plusieurs types de dispositifs permettant l’assistance circulatoire, 

leur différenciation est faite selon l’assistance portée au cœur biologique, elle peut être partielle : 

dispositif d’assistance ventriculaire (VAD, en anglais Ventricular Assist Device), ou totale : cœur 

totalement artificiel (TAH, en anglais Totaly Artificial Heart). La compagnie Thoratec, qui fait 

maintenant partie du groupe St. Jude Medical, a récemment développé et commercialisé un système 

LVAD (HeartMate III) permettant l’assistance du ventricule gauche via un système de pompe par 

 
Figure 3: Exemples de pompes à insuline a/ dispositif développé par Arnold Kadish [9] ; b/ DMIa commercialisé par 

Medtronic [10] 
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lévitation magnétique (figure 4) [12], [13]. Le flux est régulé via un moniteur externe le tout alimenté 

par deux batteries lithium-ion externes de 14 V. 

 

 

 

 

 

 

 

Notons que pour ces exemples d’organes artificiels une des étapes qui limite la miniaturisation des 

DMIs est le stockage énergétique. Si en effet la recherche a permis de nombreuses optimisations sur 

les DMIs, par exemple en substituant des composants en acier, titane ou autres métaux par des 

matériaux organiques (e.g. PTFE, PDMS, PP…), les récents progrès ne permettent pas une nette 

diminution des densités volumiques et massiques des accumulateurs utilisés pour alimenter les 

différents DMIas. 

1.3 Matériaux d’enrobage et de composition des DMIs 
En plus de cette course à la miniaturisation des DMIs s’ajoutent les problèmes de biocompatibilité et 

d’acceptation des DMIs par le corps. Bien que la réponse de l’organisme sur un DMI implanté soit très 

renseignée et documentée par la littérature, les documents concernent majoritairement des implants 

biodégradables ou encore des implants scellés [14]–[17]. Pour chaque implant une réaction du corps 

en découlera, que cela soit pour rejeter ou accepter le dispositif implanté. Cette réaction du corps 

dépendra de nombreux paramètres, on peut d’ores et déjà énumérer en particulier : la zone 

d’implantation ainsi que la composition, le volume et le poids de l’implant. Dans le cas des DMIs non 

actifs tels que le stent vasculaire ou bien l’anneau gastrique, le choix de composition du DMI est capital, 

non seulement pour l’action que doit induire le DMI mais également pour l’interaction avec le corps, 

dans ce contexte, les biomatériaux jouent un rôle crucial pour ne pas dire unique. Selon D. Williams 

[18], on peut définir un biomatériau par : 

« Un biomatériau est une substance conçue pour prendre une forme, seule ou faisant partie d’un 

système complexe, et utilisée pour orienter les procédures diagnostiques ou thérapeutiques par le 

contrôle des interactions des composants avec les systèmes vivants, en médecine humaine ou 

vétérinaire. » 

On peut classer les biomatériaux en 3 catégories : 

1/ Les métaux, qu’ils soient sous forme d’alliages ou pur. 

2/ Les céramiques. 

3/Les polymères, qu’ils soient biosourcés, synthétiques ou encore bioinspirés. 

Figure 4: Exemple de cœurs artificiels commercialisés par Thorates [11-13] 
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Le tableau ci-dessous résume les différents biomatériaux synthétiques non biodégradables utilisés 

pour les dispositifs médicaux implantables [19]: 

Biomatériaux métalliques et Céramiques Exemple 

Acier Inoxydable Prothèse de hanche, plaques, visses fines temporaires 

Titane et alliages Tête fémorale, stimulateur cardiaque 

Cobalt et alliages Moulages dentaires, tiges 

Céramiques Chambres implantables, prothèse (hanche, dents,…) 

Polymères implantables Sigle Exemples 

Polytétrafluoroéthylène PTFE Prothèse vasculaire 

Polydiméthylsiloxane PDMS Cathéter urétral, implants cosmétiques 

Polypropylène PP Sutures, valves cardiaques 

Polyéthylène-téréphtalate PET Prothèse pariétale ou vasculaire 

Polyoxy-méthylène POM Chambres implantables 

Polyamide Nylon Membrane d’hémodialyse 

Polyétheréthercétone PEEK Emballage de dispositifs implantables 

Polyéther-uréthane TPU Enveloppe d’implant mammaire, cathéters 

Polyéthylène (basse et haute densité) PELD PEHD Articulations, tubulures 

Polysulfone PSU Chambres implantables 

Polychlorure de vinyle PVC Poche de perfusion 

Poly-2-hydroxyéthlyméthacrylate PHEMA Lentille intra-oculaire 

Polyméthylméthacrylate PMMA Ciment osseux 

Parylène … Revêtement des dispositifs médicaux 
Figure 5: Exemple de biomatériaux utilisés pour des DMIs [19] 

Ces biomatériaux sont utilisés à des fins disparates, allant de la tenue mécanique à l’optique, ou encore 

en tant que revêtement protecteur. Dans le cas des DMIas, les dispositifs sont bien souvent isolés du 

corps humain via un métal ou un alliage en forme de capsule (e.g. pompe à insuline, simulateur 

cardiaque etc…) afin de limiter toute interaction non souhaitée. 

Toutefois, il existe des cas où ces biomatériaux jouent un double rôle, notamment lorsque les DMIs 

doivent effectuer des échanges permanents avec le corps biologique dans lequel le DMI est implanté. 

C’est le cas, par exemple, des biocapteurs et des piles à combustible implantables, dans ces cas-ci, ces 

DMIs doivent être d’une part isolés du corps afin de limiter la réaction biologique du corps sur le corps 

étranger, et d’autre part, ces DMIs doivent interagir avec des composés du fluide extracellulaire (e.g. 

oxygène et glucose). Dans ce cas-ci, les DMIs doivent être enrobés par une membrane biocompatible 

permettant certains échanges avec le liquide extracellulaire. 

1.4 Besoin énergétique des DMIas : exemple du pacemaker 
En plus des challenges de miniaturisation du volume, de diminution du poids, de biocompatibilité des 

DMIas, s’ajoute l’un des principaux challenges : leur alimentation en énergie électrique. Il s’agit là d’un 

des plus grands défis du fait que la source de l’alimentation électrique doit être fiable en tout temps 

et la moins encombrante possible, or, avec les matériaux servant à l’encapsulation des DMIas, leur 

source d’énergie est responsable de la majorité du volume et du poids des DMIs.  
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Les DMIas peuvent être scindés en deux catégories, ceux nécessitant de faibles quantités d’énergie 

(e.g. pacemaker) et ceux plus énergivores (e.g. TAH). Pour répondre à cette demande il existe deux 

voies d’alimentations énergétiques, la voie interne, où l’alimentation est également implantée, voie 

privilégiée pour les DMIas nécessitant des puissances électriques allant de quelques µW à des 

centaines de µW, et la voie externe, qui concerne les DMIas plus énergivores comme les organes 

artificiels qui nécessitent des puissances allant de quelques mW à des dizaines de Watt [20] et dont 

l’accumulateur, alors trop volumineux, ne peut être implanté (figure 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il faut cependant noter que ces valeurs de puissances correspondent à des puissances moyennes. En 

effet, un DMI ne fonctionne pas avec de simples charges ohmiques et nécessitent un courant et une 

tension spécifiques qui peuvent variés selon l’effort que le DMI doit fournir. Pour cette raison, chaque 

DMI intègre des systèmes électroniques de gestion de fonctionnement. Par exemple, dans le cas des 

pacemakers, ceux-ci doivent délivrer une décharge électrique sur une certaine période et d’une 

certaine puissance qui varient selon de nombreux paramètres tels que : le dysfonctionnement 

cardiaque du patient, le type de pacemaker employé (simple ou double chambre), l’impédance 

appliquée… 

  

Figure 6: Exemple de DMIa et leurs besoins en énergies et durée de vie correspondant [20] 
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La figure 7 met en avant différents pacemakers disponible sur le marché selon [21]–[23].  

 

 

 

 

 

 

 

 

L'un des paramètres de conception les plus critiques pour un stimulateur cardiaque est le compromis 

entre la taille et la longévité, pour une densité d'énergie de batterie et une consommation d'énergie 

données suivant la formule : 

 

 

 

 

Les différents progrès sur les batteries utilisées par les pacemakers ainsi que la consommation 

d’énergie de ces derniers, ont permis une augmentation de la longévité des stimulateurs cardiaques 

atteignant une longévité de l’ordre de la décennie. D’autre part, les avancées sur la miniaturisation ont 

permis d’obtenir des pacemakers dont le volume est de l’ordre de 10 cm3 [21]–[23]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Généralement, la consommation d’énergie d’un pacemaker est due à quatre facteurs : 

 Le détecteur. 

 Le système de télécommunication. 

 Le système de calcul d’algorithmes permettant de déterminer le comportement ou la réponse 

optimale que doit fournir le pacemaker. 

 L’impulsion électrique stimulant le muscle cardiaque. 

  

Compagnie Modèle Tension (V) Intensité 

(µA) 

Impédance 

(Ohm) 

Biotronik EcuroSR(-T) 1,5-3 9 1000 

Biotronik EcuroDR(-T) 1,5-3 13 1000 

Vitatron G70A1 2 10 1000 

Vitatron G20A1 2 10 1000 

 Figure 7: Exemples de consommation énergétique de pacemakers issus du commerce [21-23] 

𝐷𝑢𝑟é𝑒 𝑑𝑒 𝑣𝑖𝑒

𝑡𝑎𝑖𝑙𝑙𝑒
=

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡é 𝑑′é𝑛𝑒𝑟𝑔𝑖𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑏𝑎𝑡𝑡𝑒𝑟𝑖𝑒

𝑐𝑜𝑛𝑠𝑜𝑚𝑚𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑′é𝑛𝑒𝑟𝑔𝑖𝑒
 

Figure 8: Paramètre de conception des pacemakers 

  

Figure 9: Photos de pacemakers développés par Biotronik et Vitatron 
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Les trois premiers points de consommation d’énergie du pacemaker dépendent directement du 

progrès de l’électronique, cette consommation peut-être de l’ordre du microwatt à la dizaine de 

microwatts et est négligeable face à celle consommée par l’impulsion délivrée au muscle qui est régie 

par la conception et la composition des électrodes utilisées ainsi que le muscle auxquels les électrodes 

sont en contact. On peut définir l’énergie consommée par une impulsion par : 

 

 

 

Où timpulsion est la durée de l’impulsion, U la tension et Z l’impédance du tissu. Z est naturellement 

compliqué à définir, cependant, les constructeurs et la littérature proposent des valeurs comprises 

entre 400 et 1000 Ohms (500 Ohms pour une valeur moyenne). Si l’on reprend les exemples de 

pacemakers développés par Biotronik et Vitatron, les constructeurs nous renseignent sur une durée 

de vie moyenne de 11,3 et 12 ans selon une utilisation où le voltage appliqué est de 1,5 à 2,5 V pour 

une stimulation à 100% appliqué sur une durée allant de 0,4 à 1 ms, pour une impédance allant de 500 

à 1000 Ohms et pour une fréquence de 60 bpm. Grâce à ces données, on peut déduire la 

consommation énergétique par chaque impulsion du pacemaker qui peut aller de 0,9 µJ (ou 0,9µWs) 

à 12,5 µJ (ou 12,5 µWs). 

 

2 Les différentes sources d’énergie électrique pour un DMIas 
De nombreux types de dispositifs électrochimiques peuvent être imaginés pour assurer l’alimentation 

en énergie électrique des dispositifs implantés, toutefois, deux d’entre eux se distingue : les batteries 

et les piles à combustible. Les constituants du premier dispositif sont isolés du milieu biologique, ce 

qui permet de relâcher les contraintes quant à la nature des matériaux utilisés, il « suffit » de s’assurer 

que l’enrobage du dispositif soit biocompatible. Dans le cas des piles à combustible il est nécessaire 

que les composants biologiques qui permettent les réactions redox puissent diffuser aux niveaux des 

électrodes. Les contraintes portant sur l’ensemble des matériaux mis en œuvre sont donc beaucoup 

plus importantes : ils doivent être fonctionnels et biocompatibles. Pour cette raison actuellement les 

batteries sont développées à grande échelle et assurent quasi exclusivement l’alimentation en énergie 

des dispositifs implantés. Il n’existe pas à ce jour de dispositifs de type « biopile à combustible » qui 

soient commercialisés et implantés. Dans une première partie les principaux types d’accumulateurs 

électrochimiques implantables seront présentés ainsi que leurs performances. Une seconde partie 

sera consacrée aux biopiles implantables ainsi qu’aux différentes réactions chimiques mises en jeu et 

les catalyseurs existants et nécessaires afin d’optimiser ces réactions. 

𝑊𝑠𝑡𝑖𝑚. = 𝑡𝑖𝑚𝑝𝑢𝑙𝑠𝑖𝑜𝑛

𝑈2

𝑍
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2.1 Principes et définitions des accumulateurs 
Un accumulateur électrochimique est composé de deux électrodes, positive et négative, 

recouvertes ou constituées d’un matériau capable de réaliser une réaction électrochimique. Le 

potentiel redox du matériau de l’électrode positive est supérieur à celui du matériau de l’électrode 

négative. La tension de chaque élément correspond à la différence de potentiel entre ces deux 

réactions rédox. Plusieurs éléments peuvent être associés entre eux pour obtenir de plus hautes 

tensions ou de plus grandes intensités. Il est possible de différencier les générateurs primaires, 

irréversibles et non rechargeable ou piles, des générateurs secondaires réversibles, donc 

rechargeables ou batteries.  

 

 

 

 

 

 

Historiquement, les premiers travaux reconnus par la communauté scientifique sur les 

accumulateurs électrochimiques remontent vers la fin des années 1800, avec les travaux de Alessandro 

Volta, qui développa un accumulateur en empilant des rondelles de zinc et d’argent séparées par un 

carton imbibé de saumure [24], [25], c’est d’ailleurs de cet empilement d’où vient le nom de « pile ». 

Toutefois, les plus grandes avancées technologiques effectuées sur les accumulateurs apparurent dans 

les années 1960 avec l’augmentation de la demande en énergie à des fins militaires et du fait de 

l’apparition de l’électronique. Également, l’invention du pacemaker va augmenter l’urgence 

d’apporter des sources énergétiques avec des ratios énergie/poids (ou densité massique d’énergie) et 

énergie/volume (ou densité énergétique) élevés car les densités d’énergie piles et batteries utilisées à 

cette époque-là ne dépassaient pas les 75 Wh.kg-1 ou 200 Wh.L-1 et atteignaient des durées de vie 

inférieure à 3 ans. 

2.2 Exemples de sources utilisées 
Depuis la première utilisation des stimulateurs cardiaques implantables à la fin des années 1950, des 

piles de type Zn/HgO ont été utilisées afin d’alimenter ces DMIas. Puis, dans les années 1970, une pile 

mettant en jeu le couple Li/I2(P2VP) a révolutionné le domaine du stockage énergétique. L’émergence 

du lithium a permis d’augmenter la durée de vie des piles jusqu’à 10 ans et de fournir des densités 

énergétiques 4 à 5 fois supérieures, soit environ 210 Wh.Kg-1 [26]. A titre d’exemple, la pile composée 

de Li/I2(P2VP) peut atteindre des tensions de 3,6 V et une densité de puissance de 1000 Wh/kg. De 

plus, l’utilisation d’un électrolyte solide a augmenté la stabilité de la pile. En outre, les piles au lithium 

ont des durées de vie qui dépassent les dix ans. Toutes ces raisons expliquent pourquoi les piles au 

𝑎𝐴 + 𝑛𝑒− ⇌ 𝑏𝐵 
décharge 

charge 

𝑐𝐶 ⇌ 𝑑𝐷 + 𝑛𝑒− 
décharge 

charge 

(1) 

(2) 
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lithium dominent aujourd’hui le domaine des piles implantables. Il faut également noter, qu’en plus 

des piles au lithium, les batteries au lithium sont très fortement utilisées dans le cas des DMIs à forte 

consommation d’énergie électrique. Il est possible de recharger ces accumulateurs secondaires par 

voie transcutanée à l’aide de signaux externes (radiofréquence, ultrason, champ magnétique…) 

toutefois, et dans certains cas, ces signaux peuvent perturber, ou bien même endommager le DMIa. 

Le tableau suivant présente des exemples d’accumulateurs présents sur tout type de marchés [27] : 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour les pacemakers développés par Biotronik et Vitatron (figures 7 et 9), les constructeurs nous 

informent que les accumulateurs primaires alimentant les DMIas mettent en jeu le couple Li/I2(P2VP), 

soulignant les difficultés de la recherche quant à développer de nouvelles sources de stockage 

énergétique. La durée de vie moyenne des pacemakers et de 11,3 à 12 ans pour un poids total allant 

de 26 à 27,1 g, ainsi, une batterie de type Li/I2(P2VP) de l’ordre d’une vingtaine de grammes permet 

d’alimenter un pacemaker sur une dizaine d’année. 

Bien que les piles au lithium implantables aient fait leurs preuves dans le cas des pacemakers 

et les stimulateurs neurologiques par exemple, leurs densités d’énergies deviennent une limite dans 

le cas des DMIas qui nécessitent des puissances électriques plus élevées. En effet, le volume des piles 

remplit 75% du volume total du stimulateur cardiaque classique (3 mL). Si un DMI nécessite une 

puissance élevée, par exemple > 20 mW, le volume d'une batterie au lithium serait proche de 1 L avec 

un poids total > 1 kg, ce qui est clairement médicalement inacceptable. Pour ces raisons, l’alimentation 

électrique est considérée aujourd’hui comme un verrou bloquant le développement des DMIs qui 

consomment des puissances allant de quelques mW à quelques dizaines de mW. 

  

Batteries primaires (ou piles) Batteries secondaires (rechargeables) 

Composition V 

(volt) 

Energie 

spécifique 

(Wh.Kg-1) 

Densité 

énergie 

(Wh.Dm-3) 

Composition V 

(volt) 

Energie 

spécifique 

(Wh.Kg-1) 

Densité 

d’énergie 

(Wh.Dm-3) 

Zn/MnO2 1,5 85 165 Pb/PbO2 2 35 70 

Li/SoCl2 3,6 590 1100 LixC6/Li(i-x)CoO2 4,1 150 400 

Li/SO2 3 260 415 Li/MnO2 3 120 265 

Li/(CF)n 3 250 635 Li/FeS2 1,7 180 350 

Li/I2(P2VP) 

(pacemaker) 

2,8 245 900 Na/S 2,1 170 345 

    Na/NiCl2 2,58 115 190 

 Figure 10: Exemple d’accumulateurs primaires et secondaire, leurs composants et propriétés [27] 
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2.3 Systèmes de récupération d’énergie du corps 
Notre corps contient et libère différentes formes d’énergies incluant la chaleur, l’énergie chimique des 

molécules organiques (acide gras, sucres etc…) et de l’énergie mécanique lors de la respiration ou des 

mouvements. De nombreux dispositifs ont été proposés permettant de transformer ces différentes 

formes d’énergie en énergie électrique.  

2.3.1 L’énergie mécanique 

Dans le cas de la récupération d'énergie mécanique, il existe trois principaux mécanismes de 

conversion du mouvement ou des vibrations en énergie électrique: électromagnétique, 

électrostatique et piézoélectrique [28], [29]. A titre d’exemple, Kim et al. [30] ont récemment 

développé un collecteur d’énergie piézoélectrique implanté sur le cœur d’un cochon et capable de 

générer in vivo 17,8 V et 1,78 µA par battements du cœur (figure 11 selon [30]). Ce collecteur d’énergie 

était relié à un système de télétransmission qui envoyait par onde les performances électriques 

fournies par le dispositif. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L'inconvénient de ces mécanismes de génération d'énergie électrique est qu'ils dépendent de la nature 

non continue des vibrations. Egalement, un système basé sur le mouvement respiratoire est en cours 

de développement [31]. 

2.3.2 L’énergie thermique 

Les récupérateurs d'énergie thermique exploitent l'effet Seebeck pour transformer les gradients de 

température disponibles dans le corps humain en énergie électrique. Vullers et al. [32] suggèrent que 

la combinaison d'un récupérateur d'énergie avec une batterie rechargeable de petite taille (ou avec 

un autre système de stockage d'énergie comme une batterie rechargeable à couche mince ou un super 

condensateur) est la meilleure approche pour permettre l'autonomie énergétique de l'IMD sur toute 

la vie. Jing Liu et al. [33] ont étudié les performances d’un générateur thermoélectrique implanté dans 

un lapin (figure 12 selon [33]), les auteurs ont démontré qu’une tension de 1.5 mV peut être obtenue 

Figure 11: collecteur d’énergie piézoélectrique implanté sur le cœur d’un cochon et capable de générer in vivo de l’énergie 
électrique d’après [30] 
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grâce à la différence de température entre les deux extrémités du thermo générateur électrique. Mais, 

généralement en raison du gradient de température limité à l'intérieur du corps humain (max 5°C), la 

tension de sortie des récupérateurs d'énergie thermique implantable devrait être très faible, et 

typiquement de l'ordre de quelques dizaines de μW [34]. 

 

Figure 12: Générateur thermoélectrique implanté dans un lapin selon Jing Liu et al. [33] 

2.3.3 L’énergie chimique 

Le corps humain renferme de nombreuses molécules qui peuvent subir des transformations 

électrochimiques changeant l’énergie chimique en énergie électrique. Les collecteurs biochimiques, 

tels que les piles à combustible, sont des dispositifs capables d’induire cette transformation 

électrochimique et de transférer l’énergie électrique à des DMIas. Ces collecteurs sont prometteurs 

car l’équivalent de 100 W sont contenus sous forme chimique dans notre corps [35]. La différence 

entre les piles à biocombustible et les batteries classiques est que dans les Bfc, la concentration des 

réactifs est continuellement fournie par les fluides corporels. La présence et la disponibilité constantes 

du combustible à partir du corps, rendent inutiles les mécanismes de recharge ou de remplacement 

externes et offrent une capacité théorique de fonctionnement indéfini, tant qu'il existe un 

approvisionnement constant en combustible [36]. Par exemple, le glucose est le combustible le plus 

couramment utilisé pour les Bfc en raison de sa disponibilité dans la plupart des fluides corporels. 

2.4 Les Piles à combustible 

2.4.1 Définitions 

Les piles à combustible (PàC) (en anglais Fuel cells) sont des générateurs électrochimiques 

permettant la conversion de l’énergie chimique des combustibles, comme l’alcool, les hydrocarbures 

ou encore l’hydrogène, en énergie électrique. A l’occasion du programme lunaire américain, en 1955 

Général Électrique développe la première PàCs fonctionnelle et installe notamment, en 1962, un 

système de PàC de 1 kW dans les capsules spatiales du programme Gemini pouvant produire 37 

mA/cm2 à 0,78 V pour 35 mg Pt/cm2 [37]. C’est avec ce programme que débute réellement 

l’engouement et les nombreux travaux de recherche des PàCs. 
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Contrairement aux batteries, les PàCs présentent l’avantage de dissocier puissance et énergie. En 

effet, une PàC est une cellule de conversion électrochimique ouverte, c’est-à-dire que la cellule est 

alimentée de l’extérieur en réactif. Chaque cellule élémentaire est constituée de deux électrodes 

volumiques parallèles qui sont le siège de deux demi-réactions d’oxydo-réduction, d’un électrolyte 

permettant la séparation des deux compartiments anodique et cathodique (en évitant que les réactifs 

ne se mélangent), tout en assurant le transport des ions. Cependant ce qui limite leur développement 

à grande échelle, est la mise en œuvre de matériaux couteux : dans de nombreuses technologies, le 

platine ainsi que les éléments de sa famille sont les seuls catalyseurs efficaces pour accélérer les 

processus aux électrodes et augmenter les densités de courant. Les PàC les plus développées 

actuellement utilisent également des membranes à bases de polymères fluorés sulfonés comme le 

Nafion. A eux seuls, ces deux composants (Pt et Nafion) peuvent représenter 60% des coûts de 

production d’une PàC.  

La littérature présente une grande diversité de PàC utilisant bon nombre de combustibles. Pour autant, 

leur principe reste le même dans chaque cas, un combustible et un comburant alimentent la pile en 

continue, donnant lieu à une réaction électrochimique à une électrode et une deuxième réaction à 

l’autre électrode, permettant la circulation d’électrons et ainsi d’obtenir un courant électrique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les différentes technologies de PàC dépendent principalement de la nature de leur membrane 

séparatrice et de la nature du combustible. Exemple des différentes PàCs : 

1/ Pile à combustible avec membrane échangeuse de protons (PEMFC) (figure 13) 

Dans cette PàC un polymère aux fonctions acides est utilisé en tant qu’électrolyte et membrane 

échangeuse d’ions et de l’hydrogène pur est utilisé comme combustible, le système fonctionnant à 

une température de 100°C. Cette PàC est, de nos jours, très populaire et très souvent utilisée en 

automobile. 

Figure 13: Schéma de fonctionnement d’une pile à combustible à hydrogène et oxygène 



39 
 Gauthier Menassol 

2/ Pile à combustible à méthanol direct (DMFC) 

Dans la DMFC, une membrane polymère est utilisée en tant qu’électrolyte et le combustible est du 

méthanol, le système travaille à des températures proches de 60°C, généralement utilisée pour des 

applications portables de l’ordre de 260 W. 

3/ Pile à combustible à l’acide phosphorique (PAFC) 

Dans les PAFC, l’électrolyte est de l’acide phosphorique sous forme liquide et de l’hydrogène pur sert 

de combustible, la température opérationnelle est de l’ordre de 180 °C. Ce type de PàC est 

particulièrement utilisé en tant que groupe électrogène. 

4/ Pile à combustible à oxyde solide (SOFC) 

Ce type de PàC met en jeu des électrolytes de céramiques solides comme par exemple de l’oxyde de 

zirconium et utilise comme combustible du syngas ou gaz manufacturé. Ces PàCs sont utilisées en tant 

que groupe électrogène et ont une température de fonctionnement proche de 1000°C. 

5/ Pile à combustible à carbonate fondu (MCFC) 

Dans ce type de PàC, des sels de carbonate fondus sont mis en suspension dans une matrice de 

céramique poreuse et jouent le rôle d’électrolyte et des hydrocarbures sont utilisés comme 

combustible. La température de fonctionnement est proche de 650°C, cette PàC est fréquemment 

utilisée pour des applications extrêmement énergivores. 

6/ Pile à combustible alcaline (AFC) 

Un polymère permettant le transport des ions hydroxyles est employé comme électrolyte et le 

combustible mis en jeu est de l’hydrogène pur. Ce système fonctionne à des températures proches de 

70°C et est couramment utilisé comme groupe électrogène autonome. 

 

Malgré un concept innovant et prometteur, la commercialisation des PàCs reste marginale pour deux 

raisons : la durée de vie des PàCs et leurs coûts [38]. Néanmoins, ces dernières années de nombreux 

travaux ont permis de résoudre, en partie, ces problématiques, notamment sur les coûts en proposant 

de nouvelles électrodes non plus basées sur les métaux nobles comme le platine, mais sur des 

matériaux carbonés ou encore issus de la biologie tels que les enzymes ou encore les bactéries. 
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2.4.2 Les Biopiles à combustible 

 Aujourd’hui, la définition de biopile à combustible (Bfc) est encore sujette à polémique du fait 

des possibilités qu’englobe l’utilisation du préfixe « bio ». La polémique vient du fait qu’une biopile 

peut être une pile à combustible utilisant un combustible d’origine naturel (biocombustibles), comme 

le glucose ou encore l’éthanol, ou bien, une biopile doit employer des catalyseurs naturels 

(biocatalyseurs) comme les enzymes ou des bactéries [39] ou encore utilisant un biocombustible et un 

biocatalyseur. 

Le concept de biopile fut proposé en 1911 par Potter [40] qui a observé qu’une bactérie présente 

dans l’intestin humain, la bactérie Escherichia Coli, était capable de produire de l’électricité. Toutefois, 

ce n’est qu’à partir des années 2000 que les travaux scientifiques prennent un engouement pour les 

biopiles.  

Les biopiles possèdent de nombreux avantages qui les rendent particulièrement attractives. Ces 

systèmes sont capables de fonctionner dans des conditions nettement moins drastiques que les PàCs, 

avec des pH neutres contre des pH très acides ou très basiques pour des PàCs plus traditionnelles. Les 

biopiles fonctionnent également à des températures moins élevées allant jusqu’à un maximum de 60°C 

contre 1000°C pour les SOFC. De plus, les biopiles offrent un large choix de transformation de 

combustibles et comburants renouvelables qui peuvent être issus de la biomasse. L’un des facteurs les 

plus prometteurs offerts par les biopiles est incontestablement leur capacité à fournir de hautes 

densités énergétiques pour un faible volume occupé. 

De ces faits, ces systèmes que sont les biopiles à combustible sont très étudiées, pour une 

multitude d’applications et particulièrement afin d’alimenter les DMIas. En effet le glucose et O2 sont 

deux composants présents dans notre corps, l’utilisation du couple glucose/O2 semble logique et 

prometteur afin de développer une biopile : la biopile à glucose et oxygène. Dans cette voie, les DMIas 

alimentés par des biopiles deviendraient complètement autonomes et supprimeraient les 

interventions sur les patients liées au remplacement de la source énergétique du DMIa. Dans une 

biopile glucose/O2, la réaction de réduction de l’oxygène (ORR), s’effectue à la cathode, et la réaction 

d’oxydation du glucose, à l’anode. Zebda et al [20] ont estimé que la puissance électrique disponible 

sous forme de glucose et présent dans notre corps est d’environ 50 W, ce qui est très élevé comme 

valeur si on considère que les DMIas visés consomment des puissances de quelques µW à quelques 

dizaines de mW. Les mêmes auteurs ont étudié l’effet de la consommation de l’oxygène par la biopile 

sur sa concentration physiologique et ont conclu que, comme dans le cas du glucose, la biopile ne 

consommera que d’infimes quantités d’oxygène n’impactant pas le mode de fonctionnement d’un 

corps biologique. 
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Dans une biopile à glucose/O2 les réactions d’oxydo-réduction sont catalysées soit par des enzymes 

soit par des catalyseurs abiotiques. 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.2.1 Les Biopiles enzymatiques ou hybrides 

Les biopiles enzymatiques sont des piles à combustible utilisant des enzymes de type oxydo 

réductase pour catalyser les réactions aux électrodes. La première biopile enzymatique a été 

développé en 1964 par Yahiro et al. [41], qui développèrent trois biopiles utilisant la glucose oxydase, 

la D-aminoacide oxydase et l’alcool déshydrogénase afin de développer trois anodes chacune d’elles 

combinée à une cathode de platine. Toutefois, les densités de courant et de puissance ainsi que la 

stabilité dans le temps qu’ils obtinrent étaient trop faibles, et le développement des biopiles 

enzymatiques fut délaissé. 

Dans les années 1980, plusieurs travaux donnent un regain d’intérêt des Bfc enzymatiques 

grâce au développement du génie génétique et de la purification des enzymes [42], mais là encore, les 

bioélectrodes développées fournissaient de faibles stabilités dans le temps et de faibles puissances. 

Puis dans les années 2000 l’avancement de l’ingénierie enzymatique couplée à la découverte des 

laccases permit un réel regain. 

En plus d’avoir une cinétique élevée, leur sélectivité pour un substrat ou une famille de substrat permet 

aux biopiles enzymatiques de s’affranchir de membrane séparatrice utilisée généralement dans les 

piles à combustible. Pour les applications implantables, de nombreux catalyseurs enzymatiques 

présentent l’avantage d’être capables de fonctionner dans les conditions physiologiques.  

Figure 14: Processus de réductions de l’oxygène à 4 ou 2 électrons en 
milieu basique 

𝑂2 + 2𝐻2𝑂 + 4𝑒− →  4𝑂𝐻− 

 

𝑂2 + 𝐻2𝑂 + 2𝑒− →  𝐻𝑂2
− + 𝑂𝐻− 
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Les principales enzymes cathodiques actuellement utilisées sont répertoriées sur la figure 15 

et les principales enzymes employées à l’anode sont répertoriées sur la figure 16. 

 

 

 

  

Oxydant Enzymes Métaux Demi-Réaction

O2 Laccase Cu O2 + 4H+ + 4e- = 2H2O

O2 Bilirubine Oxydase Cu O2 + 4H+ + 4e- = 2H2O

O2 Polyphénol Oxydase Cu O2 + 4H+ + 4e- = 2H2O

O2 Cytochrome Oxydase Cu/Fe/Hème O2 + 4H+ + 4e- = 2H2O

H2O2 Horseradish peroxydase Fe/Hème H2O2 + 2H++2e- = 2H2O

H2O2 Catalase Fe/Hème H2O2 + 2H++2e- = 2H2OFigure 15: Exemples d’enzymes utilisées à la cathode 

Figure 16: Exemples d'enzymes utilisées à l'anode 

Combustible Enzymes Cofacteur Demi-Réaction

Acides Formate DH NAD+
Acide formique = CO2

Aldéhydes Aldéhyde DH NAD+ Aldéhyde = Acide

Cellobiose Cellobiose déshydrogénase FAD/Hème Lactose = Lactone

Ethanol Alcool DH NAD+ Alcool = Aldéhyde

Fructose Fructose déshydrogénase FAD/Hème D-Fructose = 5-cétofructose

Glucose Glucose déshydrogénase FAD ou NAD+ ou PQQ D-Glucose = Acide gluconique

Glucose Glucose oxydase FAD D-Glucose = Acide gluconique

Hydrogène Hydrogénase Fe/Fe ou Ni/Fe H2 = 2H+ + 2e-

Méthanol Alcool DH NAD+ Alcool = Aldéhyde
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La fabrication d’électrodes enzymatiques passe bien souvent par une immobilisation de 

l’enzyme en surface d’un collecteur d’électrons qui est généralement sous forme métallique du fait de 

leur propriété de forte conduction électronique. Cette immobilisation peut être effectuée de 

différentes façons, par greffage à l’aide de molécules permettant la formation de liaisons covalentes 

entre l’enzyme et la surface de l’électrode, par encapsulation ou recouvrement à l’aide de polymère. 

L’immobilisation des enzymes permet de diminuer les risques de relargage des enzymes solubles en 

solutions, limitant ainsi une diminution de la cinétique de réaction et donc de la densité de courant et 

restreint également le risque de dénaturation de l’enzyme [43]. La confection des biopiles 

enzymatiques nécessite bien souvent l’utilisation d’un médiateur qui a pour rôle de transférer les 

électrons partant des centres catalytiques de l’enzyme à l’électrode, pour l’anode, et réciproquement, 

de l’électrode vers l’enzyme pour la cathode (figure 17). 

 

Figure 17 : Schéma d’une pile à glucose et oxygène enzymatique 

 

2.4.2.1.1 Exemples de biopiles à glucose (GBFC) 

Un des premiers exemples de biopile fonctionnant dans un organisme est celle développée par 

Mano et al. [44], en 2003. Cette biopile enzymatique fut insérée dans un grain de raisin et était capable 

de fournir 240 µW.cm-2 et une tension de 0,52 V, notons tout de même que ces performances furent 

obtenues à 30 mM de Glucose (figure 18). 

 

 

 

 

 

  Figure 18: a/ Photo de la biopile implantée par Mano et al. b/Densité de puissances en fonction de la tension, biopile implantée 
près de la peau (courbe en gras), et proche du centre (courbe fine) ; d’après [44] 
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Cette biopile utilisait la glucose oxydase pour oxyder le glucose et la bilirubine oxydase pour réduire 

l’oxygène, ces enzymes étaient alors greffées à des fibres de carbone via des polymères rédox (PAA-

PVI- [Os(4,4′-dichloro-2,2′-bipyridine)2Cl]+/2+ et PVP-[Os(N,N′-dialkylated-2,2′-biimidazole)3]2+/3+) [44]. 

Quelques années après, en 2010, les mêmes auteurs ont perfectionné leur système en employant des 

nanotubes de carbone et obtinrent des densités de puissance d’environ 500 µW.cm-2 pour une tension 

mesurée de 0,42 V, avec 15 mM de glucose, sous air et pH neutre, contre une densité de puissance 

proche 150 µW.cm-2 pour la précédente biopile (figure 19) [45], [46]. Ces travaux ont su démontrer 

qu’il est possible de produire de la puissance électrique à l’aide de catalyseur enzymatique et ceci en 

conditions similaires à l’in vivo. Toutefois, les auteurs en tentant de montrer une stabilité supérieure 

dans le temps via l’utilisation de nanotubes de carbone plutôt que des fibres de carbone, montrent 

également les limites des systèmes enzymatiques. En effet, bien que limitant la perte du courant de 

20% à 80% après 7 heures d’utilisation (voir figure 19), ce temps est bien trop faible pour envisager 

l’alimentation de DMIa comme le pacemaker. De plus, le fait qu’ils aient inséré leur biopile dans des 

végétaux ne permet pas d’étudier la complexité d’un système implanté et biocompatible. 

  

  

Figure 19: a/ Etude de la stabilité des électrodes, stabilité relative (%) au temps (h) pour une électrode en fibre CNT (cercles pleins) et une 
fibre de carbone (cercles ouverts). Tampon salin de phosphate à 37°C, + 0,3 V / Ag / AgCl, sous 1 atm d'oxygène et agitation vigoureuse, 
m = 170 μg b/ Courbe de densité de puissance pour une Bfc fabriquée avec des fibres de carbone (cercles ouverts) et des fibres CNT (cercles 
pleins) dans un tampon salin de phosphate, sous air, 15 mM de glucose à 37°C [45] 



45 
 Gauthier Menassol 

2.4.2.1.2 Exemples in vivo 

En 2010, Cinquin et al. [47], publièrent la première biopile enzymatique capable de fonctionner dans 

un mammifère. Ces travaux étaient la première démonstration qu’une biopile peut fonctionner dans 

le corps d’un animal et cela en utilisant le glucose et l’oxygène présent dans le fluide extracellulaire. 

Cette biopile utilisait la glucose oxydase et la catalase à l’anode et la polyphénol oxydase à la cathode. 

Cette dernière enzyme est capable de réduire l’oxygène à pH physiologique 7 sans être inhibée 

contrairement à l’enzyme laccase utilisée massivement jusqu’ici et dont le pH optimum de 

fonctionnement est de 5. Les bioelectrodes ont été enrobées dans des sacs de dialyse pour d’une part 

assurer une biocomptibilité de la biopile et d’autre part afin d’empêcher la diffusion des molécules et 

espèces non désirables, tels que les anticorps et protéines, de l’organisme. 

 

 

Figure 20: Schéma, photo, et mesure OCP de la Bfc implantée selon [47] 
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Un autre exemple de la littérature concerne Rasmussen et al. [48], les auteurs ont développé une 

biopile implantable contenant à l’anode deux enzymes : la tréshalase et la GOx et à la cathode : la 

bilirubine oxydase utilisant des complexes d’osmium greffés sur un squelette polymère comme relais 

d'électrons. Cette biopile a été implantée dans l'abdomen d'une blatte femelle (Blaberus discoidalis) 

(figure 21a) et était capable de délivrer une densité de puissance maximale de 55 μW/cm2 à 0,3 V 

(figure 21b). Notons toutefois que dans cette étude plusieurs molécules sont oxydées à l’anode : le 

tréhalose et le glucose, dont les concentrations dans l’animal sont respectivement de 30 et 5 mM, 

soulignant la quantité relativement importante de tréhalose. De surcroit, les auteurs ont également 

dû effectuer leur mesure en injectant de l’air au niveau de la cathode. De ces faits, les conditions de 

l’expérience menée par les auteurs sont éloignées de celles visées dans cette thèse. Egalement, 

Morishima et ses collègues [49] ont développé une GBFC enzymatique pour les blattes, qui a généré 

une puissance maximale de 333 μW à partir du tréhalose dans l'hémolymphe des insectes à l’aide des 

enzymes de tréshalase et de glucose déshydrogénase (GDH). 

 

 

 

 

 

 

 

Dans un autre contexte, Katz et ses collègues ont démontré que deux paires de GBFC implantées dans 

deux homards connectés en série ou en parallèle délivraient suffisamment de puissance pour 

alimenter un stimulateur cardiaque [50]. 

Toutefois, le homard comme les insectes, sont des animaux très éloignés de l’homme, et ces 

expériences restent moins pertinentes que des expériences effectuées sur les vertébrés et 

mammifères, qui sont des modèles plus appropriés pour la recherche biomédicale. De ce fait, Katz et 

al. ont déposé des bioélectrodes sur le tissu crémaster exposé chirurgicalement d'un rat [51]. Leurs 

bioélectrodes en buckypaper ont été modifiées avec de la glucose déshydrogénase dépendante du 

PQQ sur l'anode et avec de la laccase sur la cathode. Sur ce tissu de crémaster exposé, la GBFC a fourni 

un OCV de 140 ± 30 mV et un courant maximal de 10 ± 3 μA. Cependant, le terme in vivo peut-être 

sujet à discussion du fait que le tissu crémaster fut extériorisé du corps du rat.  

 

Figure 21: a/Bfc implanté dans blaberus discoidalis b/Densité de puissance vs densité de courant; rouge: Bfc 
implantée; Contrôles : noir: carbone vierge, bleu : polymère d’osmium seul, vert : sans GOx à l’anode, violet : sans 
tréshalase à l’anode [49] 
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Les auteurs ont ainsi calculé à partir des courbes des figures 22b et 22c, la puissance délivrée par leur 

Bfc : 0,175 µW.cm-2. Les faibles performances observées sont très probablement dues au fait que les 

électrodes étaient au contact du tissu et non immergées en solution. 

En 2012, Zebda et al. ont développé la première biopile à glucose/O2, sans médiateur redox et à base 

de nanotubes de carbone (figure 23). Cette biopile était capable de fonctionner dans le corps d’un rat 

et de délivrer une puissance suffisante pour alimenter une LED ou un thermomètre électronique [52]. 

Cette biopile utilisait la laccase à la cathode et la glucose oxydase à l’anode ainsi que la catalase à 

l’anode pour éliminer le peroxyde d’hydrogène produit parasite de la réaction de réduction de 

l’oxygène à l’anode. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 23: Fabrication d’une biopile implantable : a/ Composant d’une biopile : Bioélectrode, tube en silicone, membrane de 
dialyse b/ Bioanodes et biocathodes scellées dans du silicone c/ Biopile dans un sac DacronH d/ Connexions électriques de la 
Bfc implantée e/ Schéma des réactions ; d’après [52] 

 

Figure 22:a/ Rat dont le tissu crémaster a été extériorisé et exposé à la Bfc b/ OCV des électrodes en contact avec le tissu 
crémaster c/ courant mesuré des électrodes en contact avec le tissu crémaster [51] 

a b c 
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Dans une autre étude, Sales et al. [53]ont implanté une biopile hybride dans la veine jugulaire d'un rat 

(figures 24a,b et c). Cette biopile était composée de microélectrodes en fibre de carbone flexible (FCF) 

modifiées avec du rouge neutre utilisé comme médiateur redox de la glucose oxydase à la bioanode 

et un FCF modifié avec des nanoparticules de platine stabilisées sur un dendrimère de polyamidoamine 

PAMAM-G4 utilisé comme cathode. La densité de puissance a été évaluée sur une période de 24h, 

avec un OCV de 125 mV la biopile était capable de délivrer une densité de puissance maximale de 95 

μWcm-2 à 80 mV (figure 24d). Les auteurs ont réussi a développé et faire fonctionner une Bfc implantée 

dans le compartiment sanguin durant 24h, toutefois, le lieu de l’implantation reste risqué. Bien que le 

système sanguin offre des concentrations en glucose et oxygène intéressants ainsi qu’une pression 

sanguine favorisant la diffusion de ces composants, ce lieu d’implantation est risqué du fait des 

nombreuses interactions induites par la présence de diverses cellules. Les auteurs expliquent leur choix 

du fait de l’utilisation du PAMAM, qui empêcherait la pénétration des globules rouges et blancs au sein 

même de la Bfc, cependant, le PAMAM n’empêche pas l’adhésion des protéines à sa surface, étape 

préliminaire permettant l’identification d’un corps étranger et induisant, éventuellement, une action 

de rejet ou une action de bio-encrassement de la part du corps. Egalement, les auteurs utilisent comme 

catalyseur cathodique des nanoparticules de Pt, qui peuvent se désorber ou s’agglomérer et ne sont 

pas sélectifs à l’oxygène, ce qui a pour impact de diminuer les performances sur le long terme de la 

cathode et donc de la Bfc. Les auteurs observent également que leur Bfc synthétise H2O2, molécule 

indésirable pour l’in vivo du fait de ses fortes propriétés oxydantes. 

 

 

 

 

 

 

Un autre exemple fourni par la littérature sont les travaux développés par Shleev et ses collègues [54] 

qui ont réussi à produire 2 μW/cm2 en utilisant une biopile implantée dans le cerveau d'un rat (figures 

25), comportant des microélectrodes d’or avec de la bilirubine oxydase à la cathode et de la cellobiose 

déshydrogénase à l’anode. 

  

 

a b c d e 

Figure 24: Photos a/ du cathéter dans la jugulaire b/des électrodes c/ cathéter et Bfc dans la jugulaire ; d/ tension en 
fonction de la densité de courant de la Bfc in vivo e/ densité de puissance en fonction de la tension in vivo [53] 



49 
 Gauthier Menassol 

 

 
 

 

 

 

 

 

Notons cependant que pour ce dernier exemple les performances restent relativement faibles par 

rapport aux valeurs décrites dans les précédentes études, il faut toutefois prendre en compte qu’il 

s’agit ici d’électrodes nanostructurées, de ce fait la dimension n’est plus la même et doit donc être 

prise en compte. 

Récemment, El Ichi et al. [55] ont publié la première biopile implantée dans le corps d’un lapin. Les 

auteurs ont démontré que cette biopile est capable de conserver son activité durant deux mois in vivo. 

Cette biopile enzymatique, à base de nanotubes de carbone, était composée de laccase à la cathode 

et de GOx et naphtoquinone à l’anode. Les auteurs ont enrobé les électrodes d’une membrane de 

chitosan, permettant ainsi d’améliorer la biocompatibilité et diminuer les risques de rejet du DMI par 

le corps. Leur Bfc était reliée à un système de télétransmission leur permettant d’observer les 

performances de leur Bfc en temps réel (figures 26 B et D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26:A/ bioelectrodes enrobées de membranes de chitosan B/ système de télétransmission des datas C/ Bfc encapsulée 
dans une enveloppe Dacron et connectée au système de télétransmission D/ Schéma de télétransmission des données [55] 

  

 

Figure 25:A/ Photo de la bfc implantée dans le cerveau du rat avec (a) et sans (b) saignement local. B/Densités de puissances 
de la bfc mesurées en présence de 2,5 mM de glucose tamponné (1), de CSF (2), implantée dans le cerveau du rat (3) [54] 

A 

B 
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Malgré ces nombreux travaux et avantages concernant les biopiles enzymatiques, ces 

dernières souffrent de plusieurs limitations. Entre autres, la faible disponibilité de l’oxygène souligne 

une des principales limites imposées par les organismes vivants. La littérature démontre également la 

difficulté quant à développer des catalyseurs efficaces afin de procéder à l’ORR (biocathode au contact 

de l’air). De plus, la courte durée de vie des enzymes détériore les performances dans le temps des Bfc 

implantées. En effet, bien que les stratégies d’immobilisation des enzymes aient permis d’accroître 

considérablement leur durée de vie, ces avancées restent insuffisantes pour qu’une biopile soit 

capable d’alimenter un DMIa sur des durées supérieures à une année. 

2.4.2.2 Les Biopiles abiotiques 

Le terme « abiotique » est défini dans la littérature comme : « se dit d’un milieu impropre à la vie // 

qui ne concerne pas, ne conditionne pas la vie » [56], [57], plus largement, le terme abiotique est en 

opposition au terme biotique et vient donc s’opposer au milieu du vivant et de ce qui en résulte. Dans 

le cadre des biopiles, les catalyseurs issus du vivant sont, pour la plupart, des catalyseurs enzymatiques, 

aussi, le terme abiotique vient donc en opposition au terme enzymatique et comprend donc un très 

large choix de catalyseurs (métaux purs, alliages, molécules synthétiques…) mais aussi selon la forme 

de ces catalyseurs (nanoparticules, greffage de molécules…). 

2.4.2.2.1 Biopiles abiotiques in vitro 

Historiquement le concept d’une pile à combustible utilisant des catalyseurs abiotiques afin d’oxyder 

le glucose remonte avec les travaux publiés par Bockris qui étudia, en 1964, l’oxydation anodique de 

la cellulose et de glucides [58]. Un brevet déposé par Union Carbide décrit également une pile à 

combustible utilisant des combustibles organiques solides avec notamment l’oxydation du glucose en 

milieu alcalin [59]. On peut également citer les travaux de Warner et Robinson [60] qui ont développé 

une biopile abiotique capable de produire de l’électricité à partir de fluide corporel. Leur prototype 

était capable de fournir des performances de 165 µW.cm-2 pendant 24h et pouvait fonctionner en 

continu sur près de 250 h. Avec ce dispositif Warner et Robinson visait l’alimentation du pacemaker, 

qui venait alors d’être développé, via une implantation de leur biopile, toutefois, ils se confrontèrent 

très rapidement à des phénomènes de désinhibition et de biofouling de leur biopile en présence de 

liquide pleural. En parallèle, Wolson et al. ont développé une biopile abiotique qu’ils qualifièrent de 

« bioauto-pile combustible » [61]. Cette biopile était composée de deux électrodes de platine séparées 

l’une de l’autre dans des béchers reliés par un pont salin composé de chlorure de potassium. Les deux 

béchers contenaient une solution tamponnée à pH neutre de phosphate et bicarbonate. Dans l’un des 

béchers, où avait lieu la réaction d’oxydation du glucose (avec 5 mM de glucose), barbotait de l’azote 

afin d’empêcher la réaction parasite de réduction de l’oxygène qui devait avoir lieu dans le deuxième 

bécher où était bullé de l’oxygène. Les performances de la biopile développée par Wolson et al. 
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atteignirent 3,5 µW.cm-2 pour une durée maximale de 18h, toutefois, leur dispositif ne put être étudier 

dans des conditions physiologiques où glucose et oxygène sont présents tous les deux. 

Les années 1990 voient le développement des MEMS, microsystèmes électromécaniques, qui ont 

permis non seulement de réduire la taille des dispositifs électroniques complexes, en particulier 

implantés, mais également leur consommation électrique. Comme les DMIas nécessitent moins 

d’énergie, notamment les pacemakers, Woias et al. donnent, avec leurs travaux, un regain d’intérêt 

aux biopiles abiotiques [62]. Dans ce même temps, le développement de nouveaux nanomatériaux va 

également voir le jour et contribuer au regain d’intérêt des biopiles abiotiques et plus généralement 

aux piles à combustible. Grâce à cette diminution de la taille des catalyseurs, les chercheurs ont pu 

développer des électrodes plus performantes, grâce à une activité catalytique augmentée via des 

surfaces spécifiques plus importantes. Par exemple, Von Stetten et al. [63] ont déposé des particules 

de platine sur du carbone (figure 27) afin de développer une anode abiotique. Pour autant, la puissance 

délivrée par cette biopile reste faible (2 µW.cm-2) et sa stabilité est inférieure à quinze jours. 

 

En 2012, Cosnier et al. [64], ont développé une biopile abiotique à base de nanotubes de carbone, et 

de complexe de diméthylester deutéroporphyrine rhodium (III) pour l’oxydation du glucose et un 

catalyseur de phthalocyanine de cobalt (II) pour la réduction de l’oxygène. Les auteurs ont démontré 

que la pile pouvait fournir des densités de puissances de 0,182 mW.cm-2 à 0,22 V, et une OCP de 0,64 

V avec 50 mM de Glucose et à pH alcalin. Cependant, leur diagramme de Pourbaix démontre qu’à un 

pH neutre, le complexe de rhodium existe sous trois formes selon le potentiel : Rh(I)-H ; Rh(II) et Rh(III)-

OH, avec un écart de potentiel entre les couples Rh(I)H/Rh(II) et Rh(II)/Rh(III)-OH de l’ordre de 150 mV 

vs ECS (figure 28). L’apparition de ce système à trois espèces redox implique qu’il ne peut y avoir de 

 

Figure 27: Schéma et stabilité dans le temps d’une anode abiotique de nanoparticules de Pt sur du carbone selon Von Stetten 
[63] 
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transfert direct de deux électrons au glucose à pH neutre, pouvant conduire à une oxydation partielle 

du glucose. De ce fait, l’utilisation de ce système en implantable semble compromis. 

Puis récemment, en 2014, Holade et al. ont conçu une biopile abiotique capable d’alimenter un 

pacemaker, à partir d’une solution de sérum humain [65]. Leur travail porte sur le développement de 

catalyseur bimétallique d’or et platine sous forme de nanoparticules déposées sur du noir de carbone 

(CB), le tout déposé sur du buckypaper ou du papier carbone. Les auteurs ont proposé une composition 

de Au60Pt40/CB pour l’anode et une composition de Au100Pt0/CB pour la réduction de l’oxygène à la 

cathode, ceci, après avoir mesuré la plus grande différence de potentiel entre deux électrodes 

constituées de différents ratios de Au/Pt en présence de Glucose et d’oxygène dissous. Leur biopile a 

délivré une puissance maximale de 105 µW en condition physiologique avec une tension de 0,35 V et 

une densité de courant de 0,65 mA.cm-2. Ces travaux démontrent la faisabilité du développement d’un 

DMIa autoalimenté via une biopile à glucose et oxygène totalement abiotique. Les auteurs ont su 

développer un système fonctionnant en condition physiologique et qui contenait simultanément de 

l’oxygène et du glucose, bien que les catalyseurs employés n’étaient pas sélectifs, la réaction parasite 

d’ORR à l’anode était observée mais négligeable et tolérée par le système. 

En 2019, Zhao et al. ont proposé d’utiliser dans leurs travaux [66], un complexe de cuivre utilisant 

comme ligand : 3,5-diamino-1,2,4-triazole (Hdatrz) (figure 29), afin de réduire l’oxygène à la cathode 

et ont utilisé une anode faite de nanoparticules d’or et chaque catalyseur fut déposé sur une plaque 

d’oxyde d’indium-étain [66]. 

 
Figure 28: Diagramme de Pourbaix et CV à différents pH d’une électrode MWCNT/(DPDE)RhIII (v = 50 mV.s-1, Britton-Robinson 
buffer, 25°C) [64] 
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Figure 29: a/ Procédure d’accroche du complexe [Cu(Hdatrz)] sur une électrode d’oxyde d’indium-étain b/ Schéma du principe 
de fonctionnement du bio-détecteur de PPi auto-alimenté [66] 

Cette biopile présente une OCV de 810 mV et délivre, en conditions physiologiques et 5 mM de glucose, 

une puissance de 104 µW.cm-2. La densité de puissance est stable sur une période de 15 jours puis une 

diminution est observée jusqu’à atteindre 70 µW.cm-2 après 30 jours d’expérimentation. Les auteurs 

expliquent que leur dispositif est en fait un double dispositif, pouvant jouer le rôle de biopile mais 

également de capteur du fait d’une plus forte affinité de coordination entre Cu2+ et le liant 

pyrophosphate, dont la présence est caractéristique de la maladie de chondrocalcinose articulaire, que 

le liant Hdatrz. 

 

Figure 30:a/ Courbe de polarisation (noir) et de puissance (bleu) de la biopile abiotique de Zhao et al. avec 5 mM de glucose 
b/ relation entre la densité de puissance max et le temps de fonctionnement selon Zhao et al. [66] 

Zhao et al. [66] ont développé une cathode ainsi qu’un système de biopile innovant et prometteur, 

innovant, car le procédé de réduction de l’oxygène semble sélectif et prometteur du fait des 

performances annoncées. Toutefois, si une remarque peut être faite, elle portera sur la stabilité du 
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système, la courbe que montrent les auteurs reliant la puissance de la pile en fonction du temps de 

l’expérience, montre une perte de 40% des performances après 30 jours d’activité, ce qui doit être 

optimisé afin de viser une application d’implantation. Dans cette optique d’implantation, une autre 

étude qui doit être menée, car décisive, est une étude in vivo, afin d’observer d’une part si les 

phénomènes de bio encrassement ne désinhibent pas leur système catalytique, car l’emploi de surface 

comportant des nanoparticules d’or, bien que biocompatible, apportent des phénomènes d’adhésion 

de molécules et organismes issus de la biologie. 

2.4.2.2.2 Biopiles abiotiques in vivo 

Historiquement, les premières biopiles qui ont été implantées étaient abiotiques. Pour exemple, on 

peut citer les travaux de Drake et al. [67] qui développèrent une biopile abiotique dont le système et 

les électrodes étaient séparés via un jeu de membranes en silicone et de dialyse permettant la 

séparation des molécules d’oxygène et des glucides. Leur système fut implanté en sous-cutané dans 

un chien et fonctionna in vivo sur une période de 30 jours, donnant une performance stable de 2,2 

µW.cm-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 31: Schémas de la biopile abiotique selon Drake et al. [67] 
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Quelques temps après, une autre biopile abiotique fut présentée par P. Malachesky et al. lors de la 

septième conférence inter société sur l’ingénierie de la conversion d’énergie. Cette biopile fut capable 

de fonctionner in vivo dans la veine d’un mouton donnant une densité de puissance de 40 µW.cm-2, 

malheureusement, moins d’une heure après l’implantation, la biopile ne fonctionnait plus. 

Quelques années après, Weidlich et al. décrivent dans leurs travaux en 1976 [68], un système de 

biopile abiotique constitué d’une anode métallique d’aluminium et d’une cathode métallique d’argent 

(figure 32a). Un total de 6 Bfc ont été implantées entre les muscles abdominaux internes et externes 

obliques de chiens. Les auteurs expliquent que 4 de ces Bfc ont démontré des d.d.p. trop faibles pour 

être mesurées par induction. Une de ces Bfc a pu être implantée durant 180 jours (figure 32b), durant 

lesquels la puissance délivrée n’était pas stable, diminuant de 60 à 20 µW les 30 premiers jours, puis 

augmentant jusqu’à 50 µW avant d’osciller pendant les 100 derniers jours[68].  

Figure 32: a/ Bfc abiotique de Weidlich et al. composée d’une anode métallique d’aluminium et d’une cathode métallique de 
d’argent b/Puissances des bfc implantées dans des chiens : 1/ 180 jours, r=5 KOhms ; 2/ 40 jours et in vitro pendant 110 jours, 
r= 13,25 kOhms [68] 

a b 
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Malgré les efforts mis en place, ces dispositifs n’offrent pas des puissances suffisamment intéressantes 

pour alimenter les DMIas. Les auteurs de ces travaux se sont également heurtés à des soucis de 

biocompatibilité et de bio encrassement. Ils ont toutefois proposé des optimisations de leur Bfc via de 

nouveau enrobage à base de résine époxy [68] (figure 33a) ainsi qu’en entourant l’anode d’aluminium 

par deux cathodes composées de charbon actif jouant le rôle de catalyseur de l’ORR. Le fait d’entourer 

l’anode de cathode a limité la réaction parasite de l’ORR à l’anode. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Weidlich et al. ont pu ainsi implanter deux Bfc et mesurer une d.d.p. sur 380 et 809 jours (figure 33b). 

Les auteurs indiquent que l’une des deux Bfc (figure 33b-1) a entrainé une forte inflammation et 

l’expérience a dû être stoppée, la d.d.p. mesurée avant la fin de l’expérience semblait se stabiliser vers 

330 mV. A contrario, la seconde Bfc implantée n’a engendré aucune complication, et une tension 

moyenne a pu être mesuré à 775 mV pour une puissance moyenne de 73 µW. Toutefois, l’allure des 

courbes observées sur la figure 33b semble montrer des systèmes mettant un certain temps à se 

stabiliser. 

  

Figure 33: a/ Schéma de la pile abiotique implanté de Weidlich et al. composée d’une anode d’aluminium et de deux 
cathodes de charbon actif b/ Tensions de bfc implantées dans des chiens : 1/ 330 jours, r=4,7 kOhms ; 2/ 809 jours, r=8,2 
kOhms [68] 
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3 Conclusion et problématique 
Aujourd’hui, l’alimentation électrique des dispositifs médicaux implantables actifs est un verrou 

majeur dans le développement des nouveaux DMIas. Les piles à lithium sont encore aujourd’hui 

considérées comme une solution satisfaisante pour l’alimentation des DMIas. Toutefois, les 

développements et progrès stagnent quant à optimiser drastiquement les performances des piles au 

lithium. De plus, les piles au lithium atteignent leurs limites en termes de densité énergétique et sont 

de moins en moins en mesure d’assurer les besoins électriques des nouveaux DMIas, plus sophistiqués 

et plus énergivores. Ceci combiné à une demande croissante de miniaturisation fait que les piles au 

lithium actuelles atteignent leurs limites. Pour ces raisons, la recherche s’oriente vers l’exploration de 

nouvelles solutions alternatives aux piles au lithium implantables. Parmi ces alternatives, il existe des 

systèmes de récupération d’énergie du corps humain. En effet, le corps humain possède diverses 

sources d’énergies sous différentes formes : mécanique (battements du cœur, 

compression/décompression de la cage thoracique lors de la respiration…) ; gradient de température ; 

ou encore de manière chimique. De toutes sources d’énergies exploitables, la voie chimique est la plus 

prometteuse. En effet, cette voie offre théoriquement une grande quantité d’énergie. Un moyen de 

transformer cette énergie chimique en énergie électrique est l’utilisation d’une biopile à combustible. 

Cette biopile est capable de transformer les espèces glucose et oxygène, toutes deux présentes dans 

le corps humain, en énergie électrique et ainsi alimenter un DMIa faiblement énergivore tel que le 

pacemaker. Le diagramme de Ragone (figure 34) met en évidence les densités de puissances et 

d’énergies des différents systèmes produisant de l’énergie et montre les besoins énergétiques du 

pacemaker : 

 

Figure 34: Diagramme de Ragone montrant différentes sources d’énergies électriques et les besoins de pacemakers 
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La biopile à combustible à glucose et oxygène peut-être constituée de deux types de catalyseurs afin 

d’oxyder le glucose et réduire l’oxygène, soit un catalyseur enzymatique ou bien, un catalyseur 

abiotique. Aujourd’hui l’utilisation de catalyseur enzymatique pour les biopiles implantables est la plus 

explorée et cela du fait des avantages de la catalyse enzymatique en termes de sélectivité et capacité 

à fonctionner dans l’organisme vivant. Les biopiles enzymatiques citées en amont de ce chapitre 

possèdent de grands avantages (cinétique de réaction élevée, réaction spécifique à une espèce 

chimique, performances plus élevées…) cependant, les biopiles enzymatiques souffrent de la faible 

stabilité des enzymes. En effet, ces catalyseurs sont sensibles à leur environnement et peuvent se 

dénaturer, se désinhiber ou bien se désorber selon le pH, la température et les inhibiteurs 

environnants. Aussi, afin de fournir de l’énergie de manière constante et suffisante une biopile 

abiotique serait une option prometteuse. Toutefois, les biopiles abiotiques développées par le passé 

ont montré des électrodes peu sélectives, diminuant les performances électrochimiques mais aussi la 

stabilité dans le temps. Ce phénomène est d’autant plus important pour la cathode, électrode où a lieu 

la réaction de réduction de l’oxygène (ORR), du fait de la faible quantité d’oxygène disponible in vivo. 

Le platine, catalyseur bien connu de l’ORR dans la littérature, peine à démontrer des stabilités et des 

performances électrochimiques en condition physiologique pouvant rivaliser avec celles des piles au 

lithium actuellement sur le marché. De plus, les contraintes liées à l’implantation font que les piles 

abiotiques implantées par le passé ont pu générer des infections ou des rejets. 

Dans ce contexte, le sujet de cette thèse propose de développer une biocathode abiotique capable de 

procéder à la réduction de l’oxygène en conditions physiologiques. La réaction de l’ORR aura pour 

objectif d’être effectuée de manière sélective afin d’offrir une stabilité améliorée par rapport à celle 

du platine. Une première partie sera consacrée au choix des matériaux composant cette cathode tout 

en respectant une biocompatibilité en vue de l’implantation chez l’homme. Dans cette première partie, 

les matériaux sélectionnés seront alors architecturés de manière à laisser diffuser l’oxygène et ainsi 

fournir des densités de courant optimales. Différentes cathodes seront alors comparées entre elles 

afin de fournir les meilleures performances électrochimiques et stabilités dans le temps. Dans une 

deuxième partie, les composés de cette électrode seront les sujets d’études biologiques afin de vérifier 

la biocompatibilité des matériaux. Cette même étude sera faite sur les composés sous forme 

d’électrode. Cette deuxième partie étudiera aussi l’impact de la cathode sur l’animal afin de limiter les 

réactions d’inflammation et éviter les réactions de rejet. L’étude in vivo permettra également d’étudier 

l’impact du vivant sur la biocathode. Enfin, dans une troisième partie, ce manuscrit cherchera à 

montrer les performances électrochimiques de cette cathode connectée à différents types d’anodes. 

Cette troisième partie montrera également une étude in vivo en implantant des biopiles comportant 

la cathode développée dans le corps de rats. Les biopiles en fonctionnement permettront ainsi de 

comparer les performances obtenues avec celle de la littérature.  
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 Chapitre 2 : Fabrication d’une biocathode abiotique 

pour la réduction de l’oxygène 
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1 Introduction 
Comme vu au cours du premier chapitre de cette thèse, l’élaboration et la caractérisation d’un système 

permettant l’ORR en condition in vivo est un travail complexe car pluridisciplinaire et qui demande la 

mise en place d’études : 1/ chimiques, afin de développer un catalyseur apte à effectuer l’ORR dans 

des conditions spécifiques et doit être sélectif afin d’éviter les réactions parasites ; 2/ d’ingénierie des 

matériaux, afin de développer une électrode dont l’architecture soit la plus à même de laisser diffuser 

les espèces chimiques au sein de l’électrode ; 3/ biologiques, afin de certifier une biocompatibilité du 

système permettant l’acceptation d’un élément externe au corps dans lequel l’électrode sera 

implantée. 

Ce chapitre traitera des points 1 et 2, à savoir, le choix et l’étude de catalyseurs capables de réaliser 

sélectivement et efficacement la réaction de réduction de l’oxygène (ORR) en condition physiologique. 

La formulation et la mise en forme de catalyseur, qui impactent fortement la performance des 

électrodes, seront également traitées. Le point 3 portant sur les interactions entre les matériaux et le 

vivant sera traité dans le chapitre suivant de ce manuscrit. Cependant, les contraintes concernant la 

biocompatibilité seront d’ores et déjà intégrées lors du choix des matériaux mis en œuvre. 

Lors de ce chapitre nous découvrirons également la mise en œuvre d’un nouveau processus de 

développement des cathodes non connu de la littérature jusqu’à présent mettant en jeu la 

lyophilisation. Nous étudierons l’électrochimie d’une cathode obtenue à l’aide de ce procédé et 

verrons également les limites de ce système ainsi qu’une voie d’optimisation. 

  



61 
 Gauthier Menassol 

2 Choix des matériaux 

2.1 Catalyseurs de la réaction de réduction de l’oxygène 

2.1.1 Réaction de réduction de l’oxygène 

La réaction de réduction de l’oxygène (ou en anglais Oxygen Reduction Reaction, ORR) est l’une, si ce 

n’est la plus importante des réactions chimiques du monde du vivant. Cette réaction, qui s’effectue 

par le biais de la respiration ou par la transformation de carburant dans les organismes vivants, est une 

réaction thermodynamiquement favorable mais très lente, voire de vitesse quasiment nulle sur 

certains substrats. Bien que la littérature compte un grand nombre d’études menées sur cette 

réaction, son mécanisme et sa cinétique sont encore mal définis et ceci même pour des catalyseurs 

très étudiés comme le platine. On peut malgré tout tirer de la composition physique de cette molécule 

d’oxygène des informations thermodynamiques et cinétiques afin d’envisager différents scénarios lors 

de cette ORR : la distribution orbitalaire des électrons dans la molécule fait apparaître 6 orbitales de 

valences dont deux électrons célibataires dans les orbitales anti-liantes. Ces deux électrons étant de 

spins non appariés, la molécule est paramagnétique et dans un état triplet. L’état triplet de la molécule 

est responsable de la faible réactivité de l’oxygène moléculaire sur la majorité des substrats qui eux 

sont à l’état singulet. La molécule peut ainsi accepter 1, 2 ou 4 électrons dans ses orbitales anti-liantes 

pour former respectivement l’ion superoxyde (O2
-), l’ion peroxyde (O2

2-) et l’espèce O2-. Par ailleurs, la 

liaison O-O est une liaison forte (enthalpie de formation = -498,7 kJ mole-1), donc difficile à rompre, ce 

qui explique les difficultés quant à la réduction de l'oxygène dans cette configuration [69]. 

L’ORR peut donc être effectuée de différentes manières selon les conditions environnementales, et 

peut générer différents produits : 

 

 

 

 

  

 

Conditions Réactions
Potentiels standards de 

réaction électrochimique 
(V vs ENH)

Milieu Acide O2 + 4e- + 4H+ → 2H2O
O2 + 2e- + 2H+ → H2O2

H2O2 + 2e- + 2H+ → 2H2O

1,229
0,7

1,75

Milieu Alcalin O2 + 4e- + 2H2O → 4OH-

O2 + 2e- + H2O → 4OH-

O2 + 2e- + H2O →4OH-

0,401
-0,065
0,867

Figure 35: Potentiels redox des réactions de réduction de l’oxygène en conditions alcaline et acide (Les potentiels 
thermodynamiques des réactions de réduction à 1 électron impliquant la forme de superoxyde de l’oxygène ne sont pas 
explicités car leurs valeurs dépendent fortement des solvants et conditions utilisés.) [69-70] 
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On peut donc observer, en milieu aqueux, quatre voies de réduction totale de l’oxygène en eau ou ion 

hydroxy : deux chemins directs, mettant en jeu les mécanismes réactionnels à quatre électrons en 

milieu alcalin ou acide réduit via 3 espèces intermédiaires : *OOH ; *O ; *OH ; et deux chemins en série, 

avec la formation de H2O2 (milieu acide) et HOO- (milieu alcalin) et mettant en jeu deux électrons 

(figure 35). Un des facteurs déterminant du mécanisme de l’ORR selon un procédé impliquant deux ou 

quatre électrons est la vitesse de désorption des peroxydes des matériaux sur lesquels l’ORR 

s’effectue. Le mécanisme de l’ORR s’effectuera préférentiellement à 2 électrons sur un support 

permettant une vitesse de désorption élevée des peroxydes, et à l’inverse, un mécanisme à 4 électrons 

sera favorisé pour des surfaces de matériau où la vitesse de désorption est faible [70]. 

Ainsi, lorsque la réaction de réduction de l’oxygène est impliquée dans une biopile à combustible 

implantée, un catalyseur cathodique doit être spécifique à l’ORR. Un catalyseur idéal doit effectuer 

une seule et unique réaction : l’ORR, il doit donc être sélectif à l’oxygène et éviter les réactions 

parasites telles que l’oxydation du glucose, ce qui a lieu avec le platine à pH neutre. Le catalyseur 

cathodique doit également favoriser une ORR mettant en jeu un mécanisme à 4 électrons afin de 

limiter la formation d’espèce de type H2O2 ou encore HOO- qui sont des espèces chimiques corrosives, 

très réactives, et nocives. La littérature nous informe sur la grande quantité de catalyseurs abiotiques 

capables de réduire l’oxygène [58], [63], [71]. Historiquement, les métaux tels que le platine ou l’or 

étaient les plus utilisés car efficaces du point de vue de la cinétique de réaction. Ces catalyseurs sont 

très utilisés dans les piles à combustible opérant en milieux acides ou en milieux basiques. Cependant, 

ces catalyseurs souffrent de plusieurs inconvénients : leur coût, leur rareté, leur faible sélectivité 

réactionnelle et leur empoisonnement les rendant inactifs [72]. En outre, ils sont moins efficaces à pH 

neutre ce qui les rend moins performant dans le cas des biopiles implantables à glucose et oxygène 

implantables. 

 

2.1.2 Catalyseur de l’ORR avec support carboné 

Ce sont principalement les problématiques de coûts et de disponibilités qui ont orienté la recherche 

vers la conception de nouveaux types de catalyseur. Une solution décrite dans la littérature est basée 

sur l’utilisation de matériaux carbonés qui sont moins onéreux, plus abondants, et avec une activité 

électrocatalytique très intéressante. Parmi les différents supports carbonés, le graphène est un 

candidat de choix de par ses propriétés avantageuses telles qu’une surface active et une porosité 

élevées [73], [74], une conduction électrique et thermique performante [75], [76] ainsi qu’une tenue 

mécanique robuste [77], [78]. Afin de diminuer la quantité utilisée de platine, différents travaux 

proposent d’utiliser le platine sous forme de nanoparticules déposées sur un matériau conducteur (e.g. 

graphène, nanotube de carbone, etc…) mais là aussi, des problèmes apparaissent liés à l’utilisation du 
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platine tels que la sélectivité de l’ORR, ou bien encore, la stabilité dans le temps du fait du détachement 

du platine de son support carboné et/ou de son agglomération [79]–[81]. 

2.1.3 Dopage de support carboné 

Jusqu'à présent, trois stratégies de régulation sont proposées pour transformer le carbone sp2 en 

électrocatalyseurs actifs de l’ORR: 1) le dopage chimique, c'est-à-dire l'incorporation d'éléments 

chimiques dans la matrice de carbone sp2; 2) le transfert physique de charge intermoléculaire, par 

exemple adsorption physique de chaînes de polyélectrolytes sur des nanocarbones non dopés; 3) 

l’ajout de défauts dans la structure carbonée. De ces trois voies, c’est le dopage chimique qui est le 

plus étudié. Il existe deux voies majeures de dopage des matériaux carbonés : 1) par adsorption de gaz, 

métaux, ou de molécules organiques en surface du matériau carboné et/ou 2) dopage par substitution, 

ce qui permet l’incorporation d’hétéroatomes, comme par exemple l’insertion d’atomes d’azote. 

Lorsque l’hétéroatome utilisé est l’azote sur des matériaux carbonés tels que le noir de carbone, le 

graphène ou les nanotubes de carbones, ces matériaux peuvent incorporer dans leur matrice des 

atomes d’azote sous plusieurs formes : pyridinique, graphitique ou encore pyrrolique, afin de donner 

des matériaux carbonés dopé-N (N/C) et cela pour les deux méthodes de dopage. Chacune des formes 

azotées modifie les propriétés électroniques du matériau sur lequel le dopage est effectué via des 

changements de densité locale des atomes de carbone liés et par donation/conjugaison d’électron(s) 

au matériau [82], [83]. Toutefois, même si l’impact du dopage-N sur l’ORR est incontestable, un débat 

subsiste quant à la répartition des fonctions pyridinique, graphitique et pyrrolique, ainsi que leur 

quantité et leur rôle dans l’ORR. A cela s’ajoute une suspicion supplémentaire provenant de la 

contamination des matériaux carbonés aux métaux (e.g. Fe, Co, Ni, Mn) et impactant de manière 

considérable les propriétés catalytiques de l’ORR du matériau [84], [85]. Cette contamination peut 

provenir du processus de traitement/purification des matériaux carbonés ou bien d’origine naturelle 

(déjà présent lors de l’extraction). 

2.1.4 Catalyseur de type Me-N/C 

Un autre type de dopage des matériaux carbonés, également très prometteur, combine deux types de 

dopage via l’insertion de métaux de transition (Me) et ajout de gaz comportant de l’azote (N2, 

ammoniaque…) au sein de matrice carbonée (Me-N/C). Ce type de catalyseur montre des 

performances supérieures aux catalyseurs N/C [86]. Parmi les différents métaux de transition 

utilisables, le fer se distingue particulièrement. Les catalyseurs de type Fe-N/C sont parmi les 

catalyseurs de l’ORR les plus prometteurs car ils démontrent des performances similaires et même 

supérieures (en conditions acides et alcalines) à celle des matériaux de type Pt/C qui étaient jusqu’à 

présent la référence en termes de stabilité et de performance pour la catalyse de l’ORR [87]–[89]. Les 

catalyseurs Fe-N/C sont sous le joug d’une recherche très active, de nombreuses études démontrent 

que les performances de ces catalyseurs dépendent de nombreux paramètres tels que la voie de 
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synthèse, les précurseurs de fer, d’azote et de carbone utilisés, et également les conditions de 

traitement thermique. Tous ces paramètres influencent fortement la formation des complexes actifs 

Fe/N au sein de la matrice carbonée, or comme pour le cas du dopage à l’azote, les sites actifs des 

matériaux Fe-N/C sont encore aujourd’hui mal définis. Toutefois, Jaouen et al. identifient dans leur 

étude sur du graphène dopé Fe/N, une forme porphyrine de type FeN4C12 qui favorise un mécanisme 

à 4 électrons lors de l’ORR [90]. Cette forme met en jeu un complexe pour lequel l’atome de fer est 

coordonné par 4 atomes d’azote liés à des atomes de carbone qui, contrairement à ce qui était alors 

pensé, ne sont pas tous dans un cycle à 6 atomes de carbone. Jaouen et al. expliquent qu’en raison de 

leur structure géométrique, les fractions porphyriniques peuvent se former soit dans des feuilles de 

graphène fortement désordonnées, soit entre les feuilles de graphène en zigzag définissant un 

micropore [90]. Les travaux plus récents de Chen et al. [91] montrent l’isolation d’un site actif d’un 

catalyseur Fe-N/C préparé par pyrolyse des précurseurs. Leur étude montre une structure où cette 

fois-ci les atomes d’azote coordonnant l’atome de fer seraient inclus dans des cycles a 6 atomes de 

carbone. Leur catalyseur présente une excellente activité ORR offrant une densité de courant 

maximale de 37.83 mA.cm-2 à 0.85 V (vs ERH) et en condition très acide, une bonne stabilité sur 3000 

cycles (figure 36). Leurs courbes de Koutecky et Levich montrent un mécanisme réactionnel global 

impliquant 3,9 électrons avec un relargage de peroxyde d’hydrogène mesuré par électrode à disque et 

anneau tournants de 5% [91]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bien que leurs systèmes soient performants, leurs mesures sont effectuées avec 0,1 M de HClO4, soit 

un pH de 1, ces conditions d’études sont très éloignées de celles imposées par la physiologie. De plus, 

dans le cas des travaux de Chen et al., aucune mesure ne vérifie s’il y a un relargage de particules de 

fer en solution ou si des impuretés restent adsorbées en surface du graphène via les électrons π, ce 

qui n’est pas nécessaire compte tenu de l’application qu’ils visent, à savoir, les piles à combustible, 

mais qui l’est dans le domaine de l’implantation, ce qui causerait des inflammations et des réactions 

de rejets. 

 

Figure 36: Courbes de polarisation ; histogramme de densité de courant maximale obtenue et stabilité de la densité de courant 
sur 3000 cycle selon [91] 
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De manière plus générale, il est difficile de conclure sur l’identification des sites actifs des catalyseurs 

Fe/N-rGO impliqués dans l’ORR. De nombreuses caractérisations ont été faites afin de répondre à cette 

problématique, employant la microscopie à transmission électronique à haute résolution [91]–[94], la 

diffraction des rayons X [92], [95], [96], la spectroscopie Mössbauer [97]–[99], l’absorption des rayons-

X [91], [94], [97]–[101], ou encore la voltammétrie cyclique [102], [103]. Ces caractérisations ont eu 

pour résultats d’identifier plusieurs formes de fer comme étant actives pour l’ORR, telles que : la 

coordination d’atomes de fer par des atomes d’azote [102], [104], [105] ; le carbone graphitique 

recouvert de carbure de fer ; le carbone graphitique recouvert de fer métallique ou d’oxyde de fer [92], 

[96], [97], [106]–[108] ou bien, les formes décrites par Jaouen et al. [90] de FeNxCy. Malgré cette 

incertitude, le catalyseur de forme Fe/N-rGO, reste un catalyseur de choix pour la catalyse de l’ORR. 

Toutefois, la littérature manque d’information sur son fonctionnement à pH neutre et aucune étude à 

ce jour n’a été réalisée pour étudier son comportement en conditions physiologiques. Ce travail de 

thèse c’est donc attaché à étudier les performances électrochimiques, en conditions physiologiques, 

du catalyseur de type Fe/N-rGO réalisé au sein de l’équipe de L. Dubois (INAC/CEA). Récemment, 

Dubois et al. [109] ont proposé une méthode chimique de synthèse d’un précurseur de la catalyse de 

l’ORR : l’oxyde de graphène réduit (rGO). Leur synthèse offre un graphène exempt d’impureté 

métallique qui peut par la suite être dopé au fer et à l’azote pour donner le catalyseur : Fe/N-rGO. La 

synthèse de leur matériau repose sur l’exfoliation du graphite avec la méthode de Hummer suivie de 

la réduction du graphène avec SnCl2 en présence d’acide chlorhydrique concentré. 

 

Figure 37: voie de synthèse du graphène exempte d’impureté selon Dubois et al. [109] 

L’utilisation de l’étain offre comme avantage des degrés d’oxydation de +II et +IV, qui sont des états 

diamagnétiques de l’étain et qui seraient sans conséquence pour l’ORR si des traces de résidu venaient 

à rester, les ions chlorures permettent une bonne complexation des ions métalliques ainsi qu’une 

solubilité dans l’eau, offrant une élimination très efficace des éléments chimiques utilisés lors de la 

réduction. 
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Figure 38: a/ DRX, b/ Courbes ATG, c/ spectre FT-IR, d/ spectre Raman, du graphite d’origine, GO et Sn–rGO ; e/ Spectre XPS 
f/ Spectre XPS à haute résolution de Sn–rGO; les régions C1s et Sn montrent aucune trace de Sn, d’après [109] 

Leur étude montre que la réduction du GO en rGO ne modifie pas la structure et restaure une 

configuration sous forme hexagonale du graphène, incluant donc des cycles à 6 atomes de carbone. 

L’étude DRX montre que la réduction du GO retire les fonctions oxygénées majoritairement via 

l’ouverture de cycle époxy. Cette étude indique que le graphène obtenu est sous forme sp2. Comme 

aucune trace de particule de SnO2 n’a pu être détectée, il semblerait que les conditions utilisées pour 

synthétiser Sn – rGO excluent la formation de particules de SnO2 ou bien elles sont extraites au cours 

du rinçage. En addition, l’étude IR confirme que la réduction élimine la plupart des fonctions oxygénées 

et aucune trace de la forme O-Sn-O n’est observée. Par ailleurs, une étude XPS montre que la surface 

du rGO obtenue présente un système électronique π conjugué et l’absence totale d’impureté 

métallique. 

La voie de synthèse de fabrication proposée par Dubois et al. [109] est à ce jour l’une des voies les plus 

efficace pour obtenir un graphène exempt d’impureté métallique et donc susceptible de jouer le rôle 

de catalyseur de l’ORR pour une cathode abiotique. Toutefois de nombreux tests doivent être 

effectués afin de vérifier les performances que peut offrir ce catalyseur en condition physiologique et 

donc à pH neutre, mais également l’impact qu’il peut avoir sur le vivant. 
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2.2 Les liants 
Les propriétés mécaniques et électrochimiques d’une électrode dépendent directement de ses 

composés, ces derniers impacteront la résistance aux contraintes mécaniques, la diffusion des espèces 

chimiques dans l’électrode… Le catalyseur sélectionné est sous forme de nanoparticules de graphène 

dopé à l’azote et au fer, il est donc nécessaire de l’agglomérer afin de construire une électrode 

macroscopique et ainsi éviter tout relargage. Cette mise en forme apportera des avantages tels qu’une 

percolation électronique efficace ou encore une robustesse face aux contraintes mécaniques. Par 

conséquence il faudra maitriser la porosité du composite liant/catalyseur car une des limites du 

système est régi par la quantité d’oxygène disponible, plus l’oxygène est en grande quantité plus les 

sites catalytiques sont sollicités ce qui permettra d’atteindre une cinétique maximale d’ORR, et donc 

des performances maximales. A ces problématiques s’ajoute : la mise en solution. En effet, bien que 

le graphène aggloméré possède une résistance élevée aux contraintes mécaniques, une fois mis en 

solution un phénomène de diffusion des molécules d’eau et des espèces chimiques présentes, vont 

venir perturber cet agglomérat via une insertion des molécules entre les différents feuillets et 

particules de graphène, engendrant un gonflement de l’électrode, une perte des propriétés et tenues 

mécaniques du système et dans notre cas, la destruction de l’électrode. 

Afin d’apporter une réponse à ces trois problématiques majeures, et afin de garder les 

propriétés avantageuses du graphène, une solution de liant polymère organique peut être ajoutée. Par 

définition, un polymère organique est une longue chaine de même molécule organique se répétant 

afin de donner une macromolécule. Le panel des propriétés des polymères est tellement disparate 

qu’il peut s’appliquer dans n’importe quel domaine, allant de la peinture au textile en passant par 

l’agroalimentaire et la plasturgie. Dans ce travaille des polymères liants seront utilisés. Ces liants 

auront pour rôle principal la tenue mécanique de l’électrode. La présence du liant aura pour effet de 

stabiliser les particules de graphène lors de l’effet de gonflement dû à l’immersion de l’électrode en 

solution. De surcroît, cet ajout a pour effet d’espacer les particules de catalyseur, avec pour 

conséquence une meilleure diffusion de l’oxygène et donc une optimisation de l’utilisation des sites 

catalytiques. Toutefois, l’utilisation d’un liant polymère organique doit être effectuée avec parcimonie 

car un excès de polymère aura des effets allant à l’opposé des effets escomptés comme une diminution 

de la conductivité électronique et/ou ionique (selon le type de polymère) pouvant même aller jusqu’à 

désinhiber le catalyseur. 

Afin d’effectuer un choix sur les différents polymères pouvant être utilisés, un cahier des 

charges a été mis en place. L’application visée étant l’implantation, les liants devront être 

biocompatibles, ce critère est primordial car dans le cas dramatique où le patient subirait un accident 

susceptible d’endommager la cathode, le patient ne devrait en aucun cas subir les effets secondaires 
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liés à la présence de corps non biocompatibles. De surcroît, le liant polymère organique devra être 

chimiquement stable, il ne devra en aucun cas perturber le processus de réduction de l’oxygène ce qui 

pourrait créer des réactions parasites et ainsi favoriser la production de molécules indésirables 

(peroxyde d’hydrogène, ion hydroxyde…), cette propriété comprend aussi le fait que le liant ne devra 

pas avoir d’affinité particulière pour les sites catalytiques. 

En se basant sur des travaux réalisés antérieurement par l’équipe SyNaBi, deux polymères ont été 

sélectionnés afin de jouer le rôle de liant dans les cathodes : le chitosan et le polyvinyle alcool (PVA). 

Lors des précédents travaux effectués au laboratoire, ces liants ont démontré, une fois combinés à du 

graphène ou des nanotubes de carbone, une bonne tenue mécanique ainsi qu’une bonne résistance 

au gonflement une fois l’électrode mise en solution. 

D’autres liants polymères bien connus de la littérature ont également été sélectionnés : le polyacide 

acrylique et le Nafion®. Toutefois, après des tests préliminaires, il s’est avéré que la tenue mécanique 

de ces deux liants était faible, une fois l’électrode produite, celle-ci se désagrégeait lors de son 

immersion en solution aqueuse. Ainsi, ce chapitre se consacrera à l’études des liants chitosan et 

polyvinyle alcool ainsi qu’à trois procédés de mise en œuvre des électrodes. 

2.2.1 Le chitosan (Chi) 

Le chitosan est un polymère appartenant à la catégorie des polysaccarides, il est obtenu via la 

désacétylation chimique ou enzymatique de la chitine (ou chitin en anglais). La chitine ou poly-(β-(1–

4)-N-acetyle-D-glucosamine) est le deuxième polymère le plus abondant sur terre derrière la cellulose 

dont les deux structures chimiques sont proches (figure 39). 

 

 

 

 

 

 

La chitine peut être extraite de la coquille des mollusques comme celle des huitres ou bien des 

calamars, elle est également présente dans l’exosquelette des crevettes, des crabes, des homards, ou 

bien encore chez certains insectes et champignons [110]–[112]. Son extraction est aisée et peu 

onéreuse, elle peut être effectuée via extraction chimique ou bien par extraction biologique [113]. Ce 

dernier est plus récent et plus en vogue car basé sur le concept de « chimie verte ». Une fois la chitine 

Cellulose 

Figure 39: Structures de la chitine, du chitosan et de la cellulose 
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extraite, une étape de désacétylation peut être effectuée ce qui permet d’obtenir la chitine sous forme 

désacétylée [113]–[115]. Cependant la réaction de désacétylation n’étant pas totale, le produit formé 

est un mélange des deux formes : acétylée et désacétylée. Lorsque le ratio de ces deux formes atteint 

un DA (degré d’acétylation) moyen inférieur à 50% (fraction molaire), le produit est appelé chitosan et 

devient en partie soluble en solution aqueuse et acide grâce aux fonctions amines primaires 

susceptibles d’accepter un proton [116]. Cette étape de désacétylation doit être effectuée avec 

précaution car selon les conditions de température, de durée, mais aussi et surtout selon la voie de 

synthèse choisie (chimique ou enzymatique), le DA sera fortement impacté ainsi que la répartition des 

fonctions amines le long de la chaine, impactant également la solubilité finale du chitosan. La masse 

molaire moyenne du chitosan peut elle aussi être affectée lors de la désacétylation de la chitine en 

voie chimique qui utilise des acides forts et peuvent impacter les liaisons glycosidiques, menant à la 

rupture de la chaine. De ce fait, la voie basique est généralement privilégiée [117]. Une fois en solution, 

le chitosan peut donner lieu à différentes formes : coulé pour un film, filé pour des fibres, lyophilisé 

pour un matériau poreux. Le traitement du chitosan est plus aisé que celui de la chitine, en revanche, 

la stabilité des matériaux est moindre en raison de son caractère hydrophile supérieur et en particulier 

de sa sensibilité au pH. Pour une meilleure stabilité, le chitosan peut être réticulé en utilisant des 

réactifs tels que le diisocyanate, l'épichlorhydrine, le glutaraldéhyde ou la genepin [118]–[121]. De 

nombreux hydrogels de chitosan peuvent être obtenus par traitement avec des anions multivalents 

tels que l'acide oxalique, l'acide citrique ou le tripolyphosphate. Des mélanges et des composites sont 

parfois produits en tirant parti des propriétés polycationiques du chitosan dans des conditions acides. 

En effet, une fois mis en solution acide le chitosan est alors sous forme de polyélectrolytes chargés 

positivement permettant une attraction avec des matériaux chargés négativement. De surcroît, ces 

interactions électrostatiques peuvent aussi conduire à la formation de complexe, tel que des 

hydrogels, en présence de macromolécules de charge opposée. Les propriétés de ces complexes sont 

régies selon bien des facteurs tels que la longueur moyenne de chaine du chitosan, la concentration 

du chitosan, la température, le pH, la concentration ionique [122]. Ces interactions électrostatiques 

permettent également la formation de film de polyélectrolytes via la méthode de couche par couche, 

où l’on alterne un polymère chargé positivement avec un polymère de charge opposée [123]. El Ichi et 

al. [124], [125] ont proposé d’utiliser le chitosan comme un liant dans des biocathodes enzymatiques 

à base de nanotubes de carbone et ont ainsi démontré que la présence de chitosan permet une tenue 

mécanique des biocathodes qui permet de garder une activité catalytique après six mois 

d’implantation dans des rats. 
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2.2.2 Le Polyvinyle alcool (PVA) 

Le poly(alcool vinylique), ou PVA, est un polymère synthétique obtenu par hydrolyse du polyacétate 

de vinyle (PVAc) (figure 40) : 

 

Figure 40: Réaction d’hydrolyse du polyacétate de vinyle donnant du polyvinyle alcool partiellement dés-acétylé  

Comme cette réaction est régie par un équilibre, le PVA est obtenu sous la forme de 

copolymère de PVA et PVAc. Le nombre de fonctions acétate restantes définit le degré de 

désacétylation du PVA et impacte ses propriétés physico-chimiques, au même titre que la longueur de 

chaine, l’indice de polydispersité (IP) ou encore la tacticité de la chaine polymérique (e.g. solubilité, 

cristallinité, force mécanique, module de Young, adhésion, diffusivité). Plus spécifiquement, la tacticité 

des chaines moléculaires influence l’habilité du PVA à former des structures supramoléculaires, 

lorsque les fonctions hydroxy sont réparties de manière alternative le long de la chaîne carbonée, ou 

syndiotactique, la gêne stérique occasionnée est minimalisée entre les chaînes et favorise la formation 

d’interactions intermoléculaires avec les chaînes adjacentes menant à la formation de zones 

cristallines. A l’inverse, une chaîne carbonée pour laquelle les fonctions hydroxy sont réparties du 

même côté, ou isotactique, favorisera des interactions intramoléculaires. Un PVA syndiotactique 

possédant une grande longueur de chaîne et un indice de polydispersité proche de 1 pourra être mis 

sous forme de gel élastique avec un haut taux de cristallinité (point de fusion défini), en opposition, un 

PVA atactique avec les mêmes longueurs de chaine et indice de polydispersité ne pourra posséder de 

point de fusion et n’offrira pas de propriété élastique. 

Le PVA est très utilisé dans le domaine pharmaceutique et en industrie biomédicale, il est utilisé pour 

l’ingénierie de tissus organiques tels que le cartilage ou le ménisque du genou [126]–[132], la 

fabrication de lentille de contact et de cornée artificielle [133]–[136] ou bien encore en tant que 

transporteur de substances actives [137]–[139]. 
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Figure 41: Interactions intermoléculaires par liaison hydrogène entre différentes chaines de PVA 
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Lorsque le PVA est dissout en solution aqueuse, en quantité suffisante, et avec des longueurs de chaîne 

suffisamment élevées, il est possible d’augmenter le nombre de zones cristallines via des cycles de 

congélation et décongélation. Lors de la congélation, la formation de cristaux de glace repousse les 

chaînes de polymères les unes sur les autres, favorisant les interactions hydrogène et l’apparition de 

zone cristalline. Ces zones cristallines s’apparentent à des points de réticulation. Il subsiste cependant 

de très nombreuses zones amorphes capables de piéger de grandes quantités de la solution sous forme 

de glace. La création et la maitrise de ces phases amorphes et cristallines apporte des propriétés très 

intéressantes, les phases amorphes permettent au matériau de se déformer lorsqu’il subit un stress 

mécanique, et les phases cristallines permettent au matériau de restituer sa forme initiale lorsque la 

contrainte mécanique cesse, le matériau est appelé hydrogel de PVA. 

 

Figure 42: Mécanismes de formation de l’hydrogel de PVA 

Toutefois, ces liaisons intermoléculaires de types liaisons hydrogène peuvent êtres rompues, ce qui 

conduit inexorablement à la perte des propriétés mécaniques. Ainsi les chaines de polymères finissent 

inévitablement par partir en solution. Notons toutefois que cette dégradation peut être parfois un 

avantage comme c’est le cas dans le milieu pharmaceutique, le PVA est utilisé en tant que membrane 

d’encapsulation, contenant une molécule active qui est relarguée à un instant et un endroit précis 

grâce à la dissolution du PVA. 

En plus de ces propriétés, de nombreuses études tendent à démontrer la biocompatibilité du PVA. Ces 

premières études remontent à 1959 avec les travaux de Hueper et al. [140], depuis, d’autres études 

ont été effectuées comme le montre la revue publiée par DeMerlis et al. [141] qui regroupent des 

résultats prometteurs sur du PVA absorbé par des rongeurs par voie orale. Cette revue conclut que le 

PVA absorbé par voie orale semble être relativement inoffensif avec une DL50 de 15-20 g/kg, qu’il y a 

peu d’absorption gastro-intestinale, pas d’accumulation dans le corps après absorption et aussi que le 

PVA n’est ni mutagène ni clastogène. D’autres tests précliniques et cliniques rapportent également 

que le PVA serait non toxique et biocompatible, pouvant ainsi être utilisé à des fins médicales [126], 

[142], [143]. Les travaux de Penven et al. [144] montrent une étude de la biocompatibilité de l’hydrogel 



72 
 Gauthier Menassol 

de PVA. Les auteurs ont développé et implanté des membranes d’hydrogel de PVA dans l’organisme 

de rats et ont conclu sur une bonne intégration du matériau qui n’engendrait aucune réaction toxique 

ainsi qu’une très faible adhésion cellulaire. 

 

Parmi les différents catalyseurs possibles seul le graphène dopé au fer et à l’azote a été sélectionné 

pour ce travail. Ce catalyseur permet d’effectuer une ORR à moindre coût puisque basé sur un matériau 

carboné : le graphène. De plus, ce catalyseur pourra être exempt de toute impureté métallique grâce 

à la synthèse de Dubois et al., empêchant un relargage de particules métalliques dans l’organisme et 

garantissant une ORR catalysée uniquement par la combinaison des atomes de fer et d’azote 

incorporés. De plus, l’utilisation du graphène garantit une percolation électronique et une surface 

spécifique intéressantes. Dans ce chapitre, les performances de ce catalyseur en condition 

physiologique seront étudiées. De plus, ses performances seront évaluées une fois sous forme 

d’électrode afin de déterminer si elles sont suffisantes pour alimenter un DMIa tel qu’un pacemaker. 

Pour ce faire, des électrodes à l’aide de liants polymères : le chitosan et le polyvinyle alcool seront 

développées. Ces deux liants sont connus dans la littérature pour leurs nombreuses propriétés et 

applications notamment en biomédical et agroalimentaire [126], [127], [136]–[139], [145]–[147], 

[128]–[135]. 

Ce chapitre tentera de déterminer parmi ces deux liants lequel permet une fabrication d’électrode la 

plus performante tout en apportant une tenue mécanique optimale et stable dans le temps. 
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3 Catalyseur Abiotique 

3.1 Synthèse 
Classiquement, le catalyseur Fe/N-rGO est obtenu via la méthode de Hummer. Toutefois Dubois et al. 

ont mis au point un autre procédé permettant d’obtenir ce catalyseur exempt de toutes impuretés et 

dont la synthèse est peu onéreuse : la première étape de synthèse consiste à exfolier le graphène 

commercial avec une solution d’acide sulfurique à 200°C durant 7 heures. Après lavage une porosité 

est créée en oxydant de manière maitrisée le graphène, ceci à l’aide d’une solution piranha. Après 

dispersion dans une solution de FeCl3, le matériau est lyophilisé puis traité sous atmosphère NH3 à 

750°C. Deux derniers rinçages sont effectués avec une solution d’acide sulfurique, puis avec de l’eau 

désionisée (ED). Enfin, le catalyseur est filtré et séché. 

 

Figure 43: Schéma de synthèse du catalyseur Fe/NrGO 

 

Après séchage le catalyseur peut alors être employé et observé au MEB (figure 43). 
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Figure 44: Mesure en microscopie électronique à balayage du catalyseur Fe/N-rGO 
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3.2 Caractérisations 

3.2.1 Spectroscopie des rayons X  

Après obtention du catalyseur, une première caractérisation structurale a été effectuée par 

spectroscopie des rayons X (figure 45). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 45a montre un spectre du matériau Fe/N-rGO avec quatre régions d’intérêts encerclées qui 

correspondent aux liaisons impliquant des atomes de : carbone (bleu), d’azote (vert), d’oxygène 

(rouge) et d’oxygène (vert). La figure 45b montre en détail la répartition des liaisons concernant les 
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atomes de carbone. Le pic situé vers 285 eV montre une configuration du matériau majoritairement 

composé de doubles liaisons carbone-carbone hybridés sp2. Également, la figure 45b montre 

également des liaisons simples carbone-carbone et carbone-hydrogène, moins nombreuses. Enfin, la 

figure 45b montre des liaisons impliquant des atomes de carbone et d’oxygène, qui sont simples, 

doubles ou impliquent deux atomes d’oxygène. Cette dernière observation nous permet de déduire la 

présence de fonctions hydroxy, acide carboxylique et éventuellement de cétone, fonctions engendrées 

par l’utilisation de la solution piranha et de l’acide sulfurique lors de la synthèse du catalyseur. La figure 

45c montre la répartition des liaisons concernant les atomes d’azote. Sur cette figure est observé 

différentes formes d’azote : pyridinique (formes majoritaires), pyrrolique, graphitique et oxydé 

(formes minoritaires). Cette répartition des différentes formes d’azotes est un résultat très 

encourageant, en effet, selon Jaouen et al. [90], les formes pyridiniques et pyrroliques sont à privilégier 

afin de favoriser la catalyse de l’ORR via un processus à quatre électrons. 

D’autre part, la figure 45d montre la présence de fer sous la forme II. Cette information cruciale indique 

que le fer est bien présent au sein de notre matériau et lié par lien covalent. Également, la figure 45e 

montre la présence d’atomes d’oxygène sous différentes formes (double et simple liaison) ce qui est 

en accord avec les observations faites sur la figure 45b.   
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3.2.2 Électrochimie en électrode tournante 

3.2.2.1 Impacte de la concentration d’oxygène 

Dans un premier temps, une étude avec une électrode tournante a été effectuée afin d’observer 

l’activité catalytique d’une part, et d’autre part le potentiel auquel commence l’ORR. La figure 46 

montre des cyclovoltammogrammes effectués sous azote, sous air et sous oxygène en solution tampon 

de phosphate salin (pH 7,4). La première mesure effectuée sous azote permet d’obtenir un 

cyclovoltammogramme correspondant principalement au courant capacitif dont les valeurs sont 

relativement faibles. La saturation de la solution en oxygène induit l’apparition d’une vague de 

réduction à partir de 200 mV vs ECS, à température ambiante, avec un courant limite maximal proche 

de 600 µA (ou 3045 µA.cm-2) à E = -1 V vs ECS et 550 µA (ou 2792 µA.cm-2) à E = -0,5 V vs ECS. La figure 

46 montre que sous-air la vague de réduction est toujours présente, mais avec des densités de 

courants maximales inférieurs (environ 200 µA) du fait d’une concentration presque cinq fois 

inférieure à celle saturée en oxygène. Ces résultats montrent que le catalyseur Fe/N-rGO est capable 

de catalyser la réduction de l’oxygène à pH physiologique. Bien que ces performances soient 

inférieures à celles qu’offrent les catalyseurs obtenus en condition acide, décrites dans la littérature, 

ils restent néanmoins en termes des densités de courant catalytiques au même niveau que les 

performances des catalyseurs enzymatiques. 

  

Figure 46: Voltammétrie cyclique en RDE du catalyseur Fe/N-rGO, Bleu sous azote, Orange sous air, Gris saturé en oxygène, 
dépôt de 300 µG/cm-2 sur électrode tournante en carbone vitreux, 10 mV/s, 1000 rpm, T=25°C, solution saline de PBS, électrode 
de référence ECS, contre électrode de platine 
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3.2.2.2 Impact de la température 

La température physiologique chez l’homme et les mammifères est différente de la température 

ambiante, et du fait de l’application finale visée, qui est l’implantation chez l’homme, il est nécessaire 

d’étudier l’impact de la température sur les performances du catalyseur. En effet, les lois 

thermodynamiques et cinétiques informent que la variation de la température impacte de manière 

conséquente et non-négligeable les conditions et le fonctionnement des réactions catalytiques. La 

figure 47 montre trois voltammogrammes effectués à 10 mV.s-1 en condition physiologique et sous air 

à trois températures différentes, 25°C (courbe bleue) 30°C (courbe verte) et 37,7°C (courbe jaune), et 

pour chacun de ces voltammogrammes le courant capacitif a été soustrait afin d’obtenir uniquement 

le courant faradique. Il est alors possible de déduire de cette expérience que la variation de la 

température impacte la densité de courant et qu’il y a compétition entre les phénomènes cinétiques 

et les phénomènes thermodynamiques. La variation de la température affecte la concentration 

d’oxygène dissout, celle-ci diminue lorsque la température augmente. Ainsi, lorsque la température 

augmente on observe une diminution des valeurs du courant faradique. D’autre part, lorsque la 

température augmente, les cinétiques de réactions et les coefficients de diffusion des espèces sont 

plus élevées. Ainsi, ces résultats montrent une courbe Imesuré=f(T°) qui passe par un maximum pour T = 

37,7°C. 

 

Figure 47: Voltammétrie en RDE, Bleu à 25°C, Vert 30°C, Jaune 37,7°C, m = 300 µG.cm-2, 10 mV/s, 1000 rpm, solution saline 
de PBS, électrode de référence ECS, contre électrode de platine  
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3.2.2.3 Impact de la concentration en glucose 

L’impact du glucose sur le catalyseur a été étudié en RDE. La figure 48 montre trois 

cyclovoltammogrammes enregistrés à 10 mV/s sous azote, à une vitesse de rotation de 100 rpm et à 

37,7°C. Pour chaque cyclovoltammogramme un pic d’oxydation est observé vers 200 mV vs ECS, ceci 

même en absence du glucose. On note que lorsque la concentration en glucose augmente, le pic 

d’oxydation augmente, on note cependant que cette augmentation reste faible en comparaison de la 

variation induite par la concentration d’oxygène sur la densité de courant. 

 

Figure 48: Voltammétrie cyclique en RDE, Bleu sans glucose, Orange avec 5 mM de Glucose, Gris avec 100 mM de Glucose, m 
= 300 µG.cm-2, 10 mV/s, 100 rpm, T = 37,7°C, solution saline de PBS, électrode de référence ECS, contre électrode de platine 

L’impact de la quantité de glucose a été étudié en faisant varier la vitesse de rotation afin d’observer 

un courant limite comme le suggère la loi de Koutecky-Levitch. La figure 49 montre deux 

cyclovoltammogrammes effectués enregistrés à 10 mV/s sous azote, en présence de 100 mM de 

glucose et à une vitesse de rotation de 100 et 1000 rpm. 

 

Figure 49: Voltammétrie cyclique en RDE, Orange à 100 rpm, Gris à 1000 rpm, en présence de 100 mM de glucose, m = 300 
µG.cm-2, 10 mV/s, T = 37,7°C, solution saline de PBS, électrode de référence ECS, contre électrode de platine 
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L'observation de la figure 49 montre que la variation de la vitesse de rotation de l’électrode n’induit 

pas de courant limite ou de palier sur la gamme de potentiel appliqué et montre deux 

cyclovoltammogrammes similaires, permettant de conclure que dans ces conditions, l’oxydation du 

glucose n’est pas catalysée par Fe/N-rGO. 

4 Fabrication d’une biocathode abiotique 

4.1 Biocathode compressée 

4.1.1 Fabrication 

Afin de développer une électrode par compression, une quantité précise de catalyseur est pesée et 

une solution de liant polymère organique développée en amont est ajoutée. La formulation du liant 

dépend du type de polymère mis en jeu (PVA, chitosan, PAA, nafion…). Le catalyseur est ensuite 

homogénéisé à la solution de liant, puis, le mélange est ensuite transvasé dans un moule entre deux 

cales puis compressé via une presse hydraulique, on obtient alors une électrode en forme de cylindre 

(épaisseur de 0,3 cm-diamètre 0,5 cm). 

 

 

 

 

 

 

 

Le ratio liant/catalyseur a fait l’objet d’une étude afin de déduire les quantités optimales des 

composants pour fabriquer les électrodes. Cette étude a permis de trouver les quantités minimales 

(mliant / mcatalyseur = 1) nécessaires au maintien structurel des électrodes, mais les caractérisations 

électrochimiques ont montré des résultats trop dispersifs afin de déduire les quantités optimales. Seuls 

les résultats des caractérisations électrochimiques effectuées sur des électrodes comportant une 

quantité de liant importante (mliant / mcatalyseur > 2) permettent de conclure sur une diminution des 

performances électrochimiques, du fait de l’ajout d’un matériau électroniquement isolant. Afin de 

fabriquer les électrodes, un ratio de 1 a été choisi afin de minimiser l’ajout de matériaux isolant tout 

en gardant une tenue mécanique. 

Après avoir compressé le mélange polymère/catalyseur, la biocathode obtenue doit être séchée afin 

d’ajouter sur l’une de ses surfaces une connexion électrique avec un fil de cuivre collé à l’aide de pâte 

 

Figure 50: Schéma de fabrication des électrodes compressées et exemples d’électrodes 
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de carbone. Une fois la pâte de carbone sèche (12 h), le contact est ensuite protégé et isolé à l’aide 

d’une solution de silicone (figure 51). Une fois le silicone durci, il est alors possible d’étudier les 

performances électrochimiques de la biocathode obtenue. Ainsi, plusieurs séries de biocathodes ont 

été confectionnées selon les types de liants choisis en amont (épaisseur = 0,3 cm ; diamètre = 0,5 cm). 

 

Figure 51 : Schéma d’isolation du fils conducteur 

4.1.2 Caractérisation électrochimique 

4.1.2.1 Biocathode compressée avec Chitosan 

Les biocathodes compressées mettant en jeu le liant chitosan ont été développées et étudiées en 

électrochimie (voltamétrie cyclique, chronopotentiométrie et chronoampérométrie) afin de 

déterminer leurs comportements et performances en conditions physiologiques (Phosphate Buffer 

Saline Solution ou PBS). 

Après fabrication des électrodes, un contrôle du fonctionnement est vérifié par chronoampérométrie. 

La figure 52 montre un chronoampérogramme effectué à 100 mV vs en condition physiologique. On 

observe qu’après augmentation de la concentration en oxygène, via bullage (t = 3,29 h), la densité de 

courant en valeur absolue augmente de 95 µA.cm-2 à 1216 µA.cm-2, démontrant la catalyse de l’ORR 

par l’électrode. 
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Figure 52: Chronoampérogramme d’une électrode comportant le liant chitosan, m = 30 mg, e = 0,3 cm, d = 0,5 cm, t = 3,29 h 
bullage d’oxygène, E = 100 mV vs ECS, T = 25°C, solution saline de PBS, contre électrode de platine 

La figure 53a représente un cyclovoltammogramme enregistré à 1 mV/s d’une électrode comportant 

le liant chitosan. La réponse électrochimique est dominée par l’important courant capacitif lié à la très 

grande surface développée de l’électrode. Il est difficile d’obtenir uniquement la signature de ce 

courant capacitif car même sous azote de l’oxygène reste piégé dans la structure poreuse de 

l’électrode, ceci même après de nombreux cycles. Aussi, il a été impossible, comme dans le cas des 

premières expériences en RDE, de soustraire la composante capacitive au courant total sous air pour 

isoler la composante faradique de l’intensité. Il est néanmoins possible d’observer une variation de 

courant enregistrée vers 0 V (vs ECS), correspondant à la réponse électrochimique de l’oxygène étudiée 

en RDE. 

 

L’intensité de ce signal faradique de réduction de l’oxygène peut être estimée à 175 µA.cm-2 (figure 

53c). Les courbes de chronoampérométrie et de chronopotentiométrie sont également fortement 

dépendantes de ce courant capacitif important, il est nécessaire d’attendre des temps long (≥10h) afin 

que la mesure soit représentative de la réaction de réduction de l’oxygène. D’autre part, le potentiel 

a été enregistré après avoir appliqué une contrainte (I = -1 mA) pendant 26 heures, l’électrode 

recouvre son potentiel initial après 40 heures durant lesquelles la contrainte est faible (I = -1 µA) (figure 

53b). 
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Figure 53:a/ Voltammétrie cyclique, 0,1 mV/s ; b/ Chronopotentiométrie I = -1µA après 26h de contrainte à I = -1 mA ; c/ 
Chronoampérométrie E = 100 mV vs ECS d’une électrode comportant le liant chitosan, m = 30 mg, e = 0,3 cm, d = 0,5 cm, T=25°C, 
solution saline de PBS, électrode de référence ECS, contre électrode de platine 

j (
µ

A
.c

m
-2

) 
j (

µ
A

.c
m

-2
) 

a 

b 

c 



83 
 Gauthier Menassol 

4.1.2.2 Biocathode compressée avec Chitosan-Génépine 

 
Une biocathode comportant le liant chitosan réticulé à l’aide d’une solution de génépine a également 

été développée [124] et des caractérisations par voie électrochimique ont été faites dans les mêmes 

conditions que pour les électrodes composées du liant chitosan. 

La figure 54 montre un chronoampérogramme obtenu à 200 mV en condition physiologique d’une 

électrode massique composée du liant chitosan réticulé à l’aide de génépine. On observe une 

diminution de la densité de courant cathodique lors de l’ajout d’azote (t = 73,5 h), puis, une forte 

augmentation de la densité de courant lors de l’ajout de l’oxygène (t = 74,9 h) qui atteint 45 µA.cm-2. 

Ce phénomène démontre la catalyse de l’ORR de l’électrode fabriquée. On peut également noter 

qu’après plus d’une heure en présence d’azote, le courant n’atteint pas une valeur nulle, soulignant la 

quantité d’oxygène emprisonnée dans l’électrode. 

 

Figure 54: Chronoampérogramme d’une électrode comportant le liant chitosan réticulé avec génépine, m = 30 mg, e = 0,3 cm, 
d = 0,5 cm, t = 73,5 h bullage d’azote, t = 74,9 h bullage d’oxygène, E = 200 mV vs ECS, T = 25°C, solution saline de PBS, 
électrode de référence ECS, contre électrode de platine 

La figure 55a représente un cyclovoltammogramme enregistré à 1 mV/s d’une électrode massive de 

chitosan réticulé. La réponse électrochimique est dominée par l’important courant capacitif lié à la très 

grande surface développée de l’électrode. De même que l’électrode comportant le liant chitosan, il est 

difficile d’obtenir uniquement la signature de ce courant capacitif car même sous azote de l’oxygène 

reste piégé dans la structure poreuse de l’électrode. Aussi, il nous est impossible comme dans le cas 

des premières expériences en RDE, de soustraire la composante capacitive au courant total sous air 

pour isoler la composante faradique de l’intensité. Il est néanmoins possible d’observer une variation 

de courant enregistrée vers 0 V (vs ECS). 

L’intensité de ce signal faradique de réduction de l’oxygène peut être estimée à 180 µA.cm-2 (figure 

55c). De même que pour les courbes observées en amont, les courbes de chronoampérométrie et de 

chronopotentiométrie sont également fortement dépendantes de ce courant capacitif important. 
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Comme précédemment, une contrainte a été appliqué pendant 26 heures (I = -1 mA), puis le potentiel 

de l’électrode a été enregistré pendant 40 heures (où I = -1µA) afin d’observer le retour au potentiel 

initial de l’électrode (figure 55b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 55: a/ Voltammétrie cyclique, 0,1 mV/s ; b/ Chronopotentiométrie I = -1 µA après 26 h de contrainte à I = -1 mA ; c/ 
Chronoampérométrie E = 100 mV vs ECS d’une électrode comportant le liant réticulé chitosan, m = 30 mg, e = 0,3 cm, d = 0,5 
cm, T = 25°C, solution saline de PBS, électrode de référence ECS, contre électrode de platine 
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4.1.2.3 Biocathode compressée avec PVA 

La figure 56 montre un chronoampérogramme obtenu à 200 mV vs ECS en condition physiologique 

d’une électrode massique composée du liant PVA. Il est observé qu’après bullage d’oxygène (t = 2,49 

h), la densité de courant augmente de 51 µA.cm-2 (sous air) à 242 µA.cm-2 (sous oxygène), démontrant 

la catalyse de l’ORR par notre électrode. 

 

Figure 56: Chronoampérogramme d’une électrode comportant le liant PVA, m = 30 mg, e = 0,3 cm, d = 0,5 cm, t = 2,49 h 
injection d’oxygène, E = 200 mV vs ECS, T=25°C, solution saline de PBS, électrode de référence ECS, contre électrode de platine  

La figure 57a montre un cyclovoltammogramme obtenu à 1 mV.s-1 compris entre [-1 ; 1] V, comme 

pour l’électrode comportant le liant chitosan ou encore le liant chitosan réticulé, le voltammogramme 

se rapproche de la forme proche de celle d’un rectangle, ce qui indique un courant capacitif très 

important. Il est également observé une variation de la densité de courant aux alentours de 0 mV vs 

ECS, comme les précédents résultats. La figure 57b montre une courbe de chronopotentiométrie où 

l’électrode a subi une contrainte (I = -1 mA) pendant 26 heures. Lorsqu’une intensité de courant plus 

faible est ensuite appliquée (I = -1 µA) le potentiel augmente et tend vers 300 mV après 15 heures 

d’expérience. La figure 57c montre également une étude de chronoampérométrie effectuée à 100 mV 

vs ECS, l’intensité de ce signal faradique de réduction de l’oxygène peut être estimée à 130 µA.cm-2. 

De même que pour les courbes observées en amont, les courbes de chronoampérométrie et de 

chronopotentiométrie sont également fortement dépendantes de ce courant capacitif important, et 

on la propriété de stocker de grande quantité d’oxygène, soulignant la difficulté à atteindre un état 

stationnaire. 
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Figure 57: a/ Voltammétrie cyclique, 0,1 mV/s ; b/ Chronopotentiométrie I = -1 µA après 26h de contrainte à I = -1 mA ; c/ 
Chronoampérométrie E = 100 mV vs ECS d’une électrode comportant le liant PVA, m = 30 mg, e = 0,3 cm, d = 0,5 cm, T = 25°C, 
solution saline de PBS, électrode de référence ECS, contre électrode de platine 
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La comparaison de ces résultats à ceux obtenus avec le liant chitosan et le liant chitosan réticulé, 

montre des densités de courant inférieures pour le liant PVA (à 100 mV vs ECS) :  

Liant j (µA.cm-2) 

Chitosan 175 

Chitosan-Génépin 180 

PVA 130 

 

On peut ainsi déduire de ces résultats une densité de courant optimale pour les électrodes comportant 

le liant chitosan et le liant chitosan réticulé, toutefois, il est difficile de comparer l’efficacité de la 

catalyse de l’ORR qui demande une investigation plus poussée. La différence des résultats observés ci-

dessus entre le liant PVA et chitosan peut être due au processus de mis en solution. En effet, afin de 

solubiliser le PVA, le solvant DMSO est employé, alors que pour le chitosan un ajout d’acide acétique 

est effectué afin d’ajouter un proton sur la fonction amine. Cette différence considérable permet 

l’obtention d’une chaine chargée positivement pour le chitosan qui est alors plus susceptible 

d’interagir avec des espèces chargées et donc d’impacter la conductivité électronique. On note 

cependant des valeurs très proches pour les électrodes comportant le liant chitosan et le liant chitosan 

réticulé. 
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4.1.2.4 Etude de la concentration de liant 

Afin de proposer une architecture d’électrode la plus performante possible nous avons souhaité 

étudier la variation de la quantité de liant employée au sein de l’électrode, dans cette étude la quantité 

de liant PVA a été variée d’un facteur 10. 

La figure 58a met en avant un cyclovoltammogramme dont la forme s’éloigne de celles observées lors 

des précédentes mesures. Une diminution des courants est observée, ce qui montre une électrode 

moins électroniquement conductrice. Également, la vague de réduction observée sur les précédentes 

cyclovoltammétries est ici moins explicite, ce qui montre que la réduction de l’oxygène est affectée. 

La figure 58b montre une étude de chronopotentiométrie similaire à celle obtenue pour la précédente 

électrode de PVA, démontrant que le potentiel n’est pas impacté par la variation de la concentration 

de liant. L’étude de chronoampérométrie (figure 58c) effectuée à 100 mV vs ECS pour laquelle 

l’électrode est capable de fournir une densité de courant de 125 A.cm-2. Cette étude montre que la 

variation en liant PVA ne semble pas affecter les performances électrochimiques, du moins pour les 

études en chronopotentiométrie et chronoampérométrie, en revanche, la cyclovoltammétrie montre 

un déclin du courant, ce qui est dû à l’ajout d’un composé isolant : le PVA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 58: a/ Voltamétrie cyclique, 0,2mV/s ; b/ Chronopotentiométrie I = 1 µA après 26 h de décharge ; c/ Chronoampérométrie 
E = 100 mV d’une électrode comportant le liant PVA 10%, m = 30 mg, e = 0,3 cm, d = 0,5 cm, T = 25°C, solution saline de PBS, 
électrode de référence ECS, contre électrode de platine 
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4.1.2.5 Impact de l’homogénéisation 

Les premières caractérisations des performances électrochimiques des 

biocathodes de même composition ont montré des résultats dispersés. 

Bien que ces résultats ont permis d’observer des tendances, la 

comparaison des performances électrochimiques des cathodes de 

différentes compositions (variation du ratio mliant / mcatalyseur) a donné des 

écarts type trop important pour conclure. Afin d’observer des résultats concordants entre des 

électrodes de même composition, une étude de l’homogénéisation des composants a été faite. Ainsi, 

un appareil mettant en jeu des rouleaux a été utilisé afin homogénéisant la pâte de catalyseur et le 

liant par compression (figure 59). Deux mélanges ont été préparés, un premier avec une solution de 

chitosan et de catalyseur, un second avec une solution de PVA et de catalyseur. Chaque mélange a été 

homogénéisé dans les mêmes conditions (même nombre de passages dans les rouleaux et temps de 

passage) et a ensuite été façonné en pastilles de même masse. A chaque pastille un contact électrique 

a été ajouté puis protégé à l’aide d’une solution de silicone. Une fois les électrodes préparées, elles 

furent caractérisées par électrochimie. La figure 60a montre des résultats de chronoampérométrie de 

biocathode toutes issues d’un même mélange de chitosan et catalyseur, et d’homogénéisation par 

dispositif à rouleaux. Suite à l’homogénéisation des composants, la disparité des résultats entre 

électrodes de même composition est fortement atténuée. En effet, les résultats électrochimiques 

obtenus lors des caractérisations des électrodes non homogénéisées et comportant le même ratio 

mliant / mcatalyseur ont montré des valeurs allant de 50 à 150 A.cm-2 (E = 100 mV vs ECS sous air). Or, la 

figure 60a montre des résultats groupés pour des densités de courant à 100 A.cm-2. 

Toutefois, la figure 60b montre des résultats dispersifs de chronoampérométrie de biocathodes de 

PVA homogénéisées par dispositifs à rouleaux, démontrant que l’homogénéisation de la pâte faite 

avec du PVA n’est pas complète. Cette différence de résultats homogènes entre les pastilles de PVA et 

de chitosane peut s’expliquer par le fait que le liant chitosan est, lors du processus, sous forme de 

polyélectrolyte du fait de l’ajout d’acide acétique. Afin de pallier à cette différence de résultats, il 

faudra augmenter le nombre de passages dans le système d’homogénéisation afin d’accentuer 

l’homogénéisation des composants PVA et catalyseur. 

Figure 59: Schéma du système 
d'homogénéisation à rouleaux 
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Figure 60: Chronoampérométries E = 100 mV, sous air, d’électrodes comportant le liant a/chitosan et b/PVA ; m = 30 mg, e = 
0,3 cm, d = 0,5 cm, T = 25°C, solution saline de PBS, électrode de référence ECS, contre électrode de platine 

 

4.1.2.6 Stabilité dans le temps des électrodes compressées 

Afin d’étudier la stabilité dans le temps des électrodes, nous avons effectué des mesures périodiques 

en CA après fabrication des électrodes puis après stockage en solution de PBS sur une période de 27 

mois. Afin de vérifier l’activité catalytique, des CA ont été effectuées durant lesquels la concentration 

en oxygène a été augmentée afin d’observer l’augmentation du courant faradique. 

4.1.2.6.1 Chitosan 

La figure 61 montre deux CA (E = 100 mV vs ECS) effectuées avec une même électrode à deux périodes 

différentes sur une période de 2 heures, l’une juste après fabrication de l’électrode (t=0) l’autre après 

27 mois de stockage en solution de PBS, température ambiante et à l’abri de la lumière. La 

comparaison des deux courbes met en avant une perte de la densité de courant, initialement de 315 

µA.cm-2 après fabrication, elle passe à 143 µA.cm-2 après 27 mois de stockage, soit une perte proche 

de 55%. Cette perte est la résultante de nombreux facteurs, comme entre autres la perte du liant 

chitosan en solution, ce qui diminue la perméabilité aux espèces chimiques, mais aussi la tenue 

mécanique, le catalyseur peut également être relargué en solution, du fait de la perte du liant chitosan 

mais aussi par phénomène de dégradation du liant, ou bien encore par rupture de la compression des 

feuillets de graphène par insertion de molécules d’eau et autres espèces chimiques présentes (ions 

phosphate, ions chlorure, ions sodium…) 
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Figure 61: Chronoampérométries effectuées à 100 mV, courbe bleu électrode après fabrication, courbe orange après 27 mois 
de stockage, liant chitosan, m = 30 mg, e = 0,3 cm, d = 0,5 cm, T = 25°C, solution saline de PBS, électrode de référence ECS, 
contre électrode de platine 

 

4.1.2.6.2 Chitosan génépine  

Le chitosan est un polymère qui au cours du temps se dégrade naturellement, 

aussi, l’ajout d’un réticulant, tel que la génépine (figure 62), permet d’améliorer la 

résistance du chitosan à la dégradation dans le temps. 

La figure 63 comporte deux courbes de chronoampérométrie (E = 200 mV vs 

ECS) effectuées sur une même biocathode composée du liant chitosan réticulé via une solution de 

génépine, comme pour l’étude faite précédemment, la courbe bleue correspond à une 

chronoampérométrie effectuée juste après fabrication de l’électrode et la courbe orange correspond 

à une chronoampérométrie faite 27 mois après stockage. En comparant ces deux courbes on observe 

que la différence de densité de courant entre les courbes t = 0 et t = 27 mois après 10 heures de 

fonctionnement est faible cela résulte d’un disfonctionnement de l’électrode de référence dont le 

potentiel interne variait légèrement, toutefois, le résultat obtenu reste interprétable et comparable à 

la mesure effectuée 27 mois plus tard, et l’on constate une très faible perte de l’ordre de 3%. Cette 

faible perte de performance obtenue est très probablement le résultat de la réticulation du chitosan 

par génépine, cet ajout de liaison inter polymère permet une meilleure rétention des chaines 

moléculaires au sein de l’électrode, et donc de maintenir la structure de l’électrode sur de plus longues 

périodes. 

Figure 62: Structure de 
la molécule de génépine 

j (
µ

A
.c

m
-2

) 



92 
 Gauthier Menassol 

 

Figure 63: Chronoampérométries effectuées à 200 mV, courbe bleu électrode après fabrication, courbe orange après 27 mois 
de stockage, liant chitosan réticulé avec génépine, m = 30 mg, e = 0,3 cm, d = 0,5 cm, T = 25°C, solution saline de PBS, électrode 
de référence ECS, contre électrode de platine 

4.1.2.6.3 PVA 

La figure 64 comporte deux courbes de CA (E = 200 mV vs ECS) effectuées sur une même biocathode 

composée de liant PVA. Comme les études précédentes, la courbe bleue correspond à une 

chronoampérométrie faite après fabrication de l’électrode délivrant une densité de courant de 30 

µA.cm-2 après deux heures d’expérience, ce qui est nettement inférieur aux densités de courant des 

systèmes précédents. La courbe orange correspond à une CA effectuée après 27 mois de stockage de 

la biocathode dans une solution de PBS salin, à température ambiante et à l’abri de la lumière. En 

comparant ces deux courbes, une perte des performances s’élevant à 55% est observée. Cette perte 

des performances est due à différents facteurs similaires à ceux décrits pour l’électrode de chitosan 

non réticulée, comme entre autres la perte du liant en solution, ce qui diminue la perméabilité aux 

espèces chimiques et la tenue mécanique, le catalyseur peut également être relargué en solution, du 

fait de la perte du liant PVA mais aussi par phénomène de dissolution du liant, ou bien par rupture de 

la compression des feuillets de graphène via insertion de molécules d’eau et autres espèces chimiques 

présentes (ions phosphate, ions chlorure, ions sodium…) 
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Figure 64: Chronoampérométries effectuées à 200 mV, courbe bleu électrode après fabrication, courbe orange après 27 mois 
de stockage, liant PVA, m = 30 mg, e = 0,3 cm, d = 0,5 cm, T = 25°C, solution saline de PBS, électrode de référence ECS, contre 
électrode de platine 

4.2 Biocathode lyophilisée 
Les bioélectrodes fabriquées par compression ont l’avantage d’offrir un système mécaniquement 

stable sur de longues périodes, toutefois, le fait de compresser le système apporte comme 

inconvénient de limiter la diffusion des espèces chimiques au sein de l’électrode et donc de limiter 

l’efficacité de l’ORR et inévitablement les performances de l’électrode. Nous avons donc cherché à 

développer une nouvelle architecture d’électrode capable d’offrir une porosité supérieure à celle 

proposée par la méthode de compression. Dans cette optique nous nous sommes intéressés aux 

propriétés de mises en œuvre qu’offrent le chitosan, en effet, ce dernier est capable de former un 

réseau en trois dimensions comportant de nombreux pores. Le processus met en jeu une solution de 

chitosan dissous congelée puis lyophilisée, ce qui forme un échafaud dont la taille des pores varie, 

selon Madihally et al. [148], avec différents paramètres, comme la concentration en chitosan dissous, 

la salinité de la solution utilisée mais surtout, avec la température de congélation. Madihally et al. 

[148] ont démontré que la température de congélation impacte la formation des cristaux de glace qui, 

une fois éliminés, formeront des pores. Ainsi, il s’agirait d’une question de cinétique et non 

thermodynamique, la solution de chitosan immergée dans des conditions de température proche du 

point de cristallisation permettrait une meilleure organisation des cristaux de glace et des chaînes 

carbonées et de former un réseau plus volumineux. A l’inverse, une immersion de la solution dans des 

températures éloignées du point de cristallisation figera la solution, diminuant le temps d’organisation 

des chaînes polymères et formant des cristaux de solvant moins volumineux, et donc des pores de 

tailles amoindries. Madihally et al. [148] ont observé également une disparité dans la distribution de 

la taille des pores, avec des pores de faible dimension situés proche de la paroi du contenant, et des 

pores plus conséquents au centre du matériau. Cette disparité à deux phases peut s’expliquer selon 

Madihally et al. [148] par le résultat de la différence de nucléation de la glace à l'interface solution-
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verre, par rapport aux conditions de nucléation secondaires à l'interface solution-glace. Madihally et 

al. [148] expliquent également que la formation des pores s’effectue préférentiellement de manière 

longitudinale, et donc sous forme de canaux, toutefois, ils notent que ces canaux sont reliés les uns 

aux autres par de nombreux pores. Ainsi, afin d’augmenter la diffusion des espèces chimiques au sein 

de l’électrode nous avons souhaité utiliser cette matrice de chitosan en tant que support de notre 

catalyseur. 

4.2.1 Fabrication 

Une solution de catalyseur et de chitosan est placée dans un flacon surmonté d’un bouchon percé par 

lequel on peut insérer l’hélice de l’ultraturax et limiter l’évaporation de la solution du chitosan. Une 

fois le système monté, la solution est homogénéisée pendant 30 min. Après homogénéisation, le 

mélange est coulé dans un récipient sous forme de cylindre, dont les dimensions correspondent à 

celles des électrodes compressées, puis placé à -20°C pendant une nuit, puis lyophilisé durant une nuit 

également. 

 

 

 

 

 

Après lyophilisation, l’électrode est obtenue et, de même que pour la cathode compressée, il faut alors 

ajouter un contact électrique à l’aide de pâte de carbone et le protéger à l’aide d’une solution de 

silicone. Une fois le silicone durcit, les électrodes sont progressivement hydratées à l’aide de bains 

d’éthanol-eau, une fois l’hydratation terminée, les électrodes sont stockées dans une solution de PBS 

et peuvent être caractérisées par électrochimie. La figure 66 montre un chronoampérogramme obtenu 

à 100 mV en condition physiologique d’une électrode lyophilisée. On observe une augmentation de la 

densité de courant lors de l’ajout de l’oxygène (t = 93,48 h). Ce phénomène démontre la catalyse de 

l’ORR par l’électrode lyophilisée. 

Figure 65: Schéma de fabrication d’électrodes lyophilisées 
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Figure 66: Chronoampérogramme d’une électrode lyophilisée, m = 30 mg, e = 0,3 cm, d = 0,5 cm, t = 93,48 h injection 
d’oxygène, E= 100 mV, T = 25°C, solution saline de PBS, électrode de référence ECS, contre électrode de platine 

 

4.2.2 Caractérisation Electrochimique 

La figure 67a présente une étude de chronopotentiométrie (CP) de l’électrode développée par 

lyophilisation, cette étude montre une chute de potentiel dès l’application des premiers courants 

appliqués, on observe également l’apparition de palier de potentiel lors de l’application de I = -255 

µA.cm-2 (courbe jaune), phénomène dû à la limite de diffusion de l’oxygène au sein de l’électrode, 

également, on note un potentiel proche de 100 mV pour un courant de -50 µA soit une densité de 

courant de -255 µA.cm-2, ce qui est nettement supérieur aux potentiels que nous avons pu observer 

lors des mesures des électrodes compressées. La figure 67b montre les potentiels en fonction des 

courants appliqués, il est possible d’observer sur cette courbe que des potentiels négatifs seront 

observés pour des courants supérieurs à -70 µA. La figure 67c montre une étude de CA de l’électrode 

effectuée à 100 mV vs ECS sur une période de 10 heures, après étude on note une densité de courant 

de 230 µA.cm-2 ce qui est supérieure aux densités observées précédemment. Il faut également prendre 

en compte un facteur majeur lors de la comparaison des performances électrochimiques obtenues 

entre électrode lyophilisée et électrode compressée à savoir la quantité de catalyseur utilisé, lors du 

procédé par lyophilisation une solution mère de catalyseur et de liant chitosan est développée : 1 g de 

catalyseur pour 5 g de solution de chitosan, soit une composition en liant chitosan supérieure d’un 

facteur 3, de plus, lors du processus de compression il est observé une perte de solution de chitosan 

de l’ordre de 10 à 15 mg, augmentant l’écart de composition des électrodes lyophilisées/compressées. 

C’est pour cela qu’il est important de comparer les densités de courant massique entre les données 

des électrodes compressées et lyophilisées.  

O2 
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Ainsi, la lyophilisation a permis de modifier la structure de l’électrode en augmentant la porosité et la 

diffusion de l’oxygène au sein du système et donc les densités de courants obtenus. Toutefois, 

l’augmentation de la porosité du système s’est vue accompagnée d’une augmentation de la fragilité 

du réseau développé. En effet, les nouvelles électrodes fabriquées ont montré une sensibilité accrue 

Figure 67: a/ Chronopotentiométrie : bleu 5 µA.cm-2, orange 25,5 µA.cm-2, grise 51 µA.cm-2, jaune 255 µA.cm-2, bleu 510 
µA.cm-2 b/ Potentiels en fonction de la densité de courant c/ Chronoampérométrie E = 100 mV ; m = 30 mg, e = 0,3 cm, d = 
0,5 cm, T = 25°C, solution saline de PBS, électrode de référence ECS, contre électrode de platine 
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face à de faibles contraintes mécaniques (gonflement en solution, choc sur les parois des cellules 

électrochimiques etc…). 

4.3 Biocathode lyophilisée sur support conducteur 
Les électrodes développées par lyophilisation ont montré une densité de courant supérieure aux 

électrodes compressées, probablement dû à une meilleure diffusion des espèces chimiques au sein de 

l’électrode. Toutefois, les électrodes lyophilisées souffrent d’instabilité mécanique. Aussi, afin de 

bénéficier à la fois d’une densité de courant supérieure ainsi qu’une robustesse optimale, un support 

conducteur en mousse de polyuréthane carboné a été ajouté à une solution de liant chitosan et de 

catalyseur. Au préalable, un fil conducteur fut ajouté sur le support carboné à l’aide de pâte de 

carbone. 

4.3.1 Fabrication 

Comme pour les électrodes lyophilisées une solution de catalyseur et de polymère est placée dans un 

flacon surmonté d’un bouchon percé par lequel on peut insérer l’hélice de l’ultraturax et limiter 

l’évaporation de la solution du chitosan. Une fois le système monté, la solution est homogénéisée 

pendant 30 min. Après homogénéisation du mélange, le support conducteur en mousse de 

polyuréthane est plongé dans un récipient cylindrique, puis placé à -20°C pendant une nuit, puis 

lyophilisée durant une nuit. L’électrode est obtenue sous la forme d’un cylindre creux, l’électrode est 

ensuite progressivement hydratée à l’aide de bains d’éthanol-eau, une fois l’hydratation terminée, 

l’électrode est stockée dans une solution de PBS et peut être caractérisée par électrochimie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.2 Caractérisation Electrochimique 

Le figure 69a montre une étude de CA effectuée à 100 mV vs ECS d’une électrode avec support 

conducteur et sur une période de 10 heures. Sur la figure 69a on observe alors un courant de -1200 

µA. Toutefois et afin de comparer cette valeur aux précédentes, cette courbe a été convertie en 

Figure 68: Schéma de fabrication des électrodes lyophilisées sur support conducteur 
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diverses valeurs, les courbes 69b, c et d montrent ainsi les densités de courant : surfacique (courbe 

69b), volumique (courbe 69c) et massique (courbe 69d). Cette conversion est effectuée car la 

géométrie de l’électrode est fortement éloignée de celle obtenue par le processus de compression ou 

de lyophilisation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les densités de courant obtenues sont récapitulées dans le tableau suivant : 

Densité de courant Valeures 

Surfacique (µA.cm-2) -38 

Volumique (µA.cm-3) -372 

Massique (µA.g-1) -2400 

Ainsi la biocathode sur support conducteur offre des densités de courants surfacique et volumique 

nettement inférieures aux électrodes développées en amont. Ce phénomène est le résultat de la 

géométrie de l’électrode, en effet, du fait de rajouter un support carboné l’électrode ne possède plus 

la même géométrie que les configurations précédentes et offre une surface et un volume nettement 

supérieurs. Toutefois, la quantité de catalyseur utilisée offre une densité de courant massique 2 à 3 

fois supérieure aux densités massiques que les électrodes obtenues par compression, mais est 

également inférieure d’un facteur 2 à l’électrode obtenue par lyophilisation. Malgré cela, le but 

recherché a été atteint, puisque lors de la manipulation de l’électrode sur support celle-ci subit 

Figure 69: a/ Chronoampérométrie effectuée à 100mV vs ECS ; densité de courant d’après a/ exprimé en : b/ surfacique, 
c/ volumique, d/ massique ; E = 100 mV ; e = 0,3 cm, d = 0,5 cm, T =25°C, solution saline de PBS, électrode de référence 
ECS, contre électrode de platine 
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nettement moins les contraintes mécaniques, que cela soit lors de l’immersion en solution ou bien en 

cas de choc contre les parois des cellules électrochimiques. 

5 Mesure BET 
Les isothermes d’adsorption et de désorption d’azote des différentes électrodes fabriquées ainsi que 

ceux du catalyseur et du graphène commercial sont représentées sur la figure 70. 

 

Echantillon Surface (m2/g) Volume total des pores (cm3/g) 

Graphène Commerciale 940,71 1,590 

Fe/N-rGO 2567,56 3,518 

Fe/N-rGO chitosan 157,33 0,375 

Fe/N-rGO chitosan génépine 176,25 0,471 

Fe/N-rGO chitosan lyophilisée 637,87 0,821 

Fe/N-rGO PVA 1% 93,92 0,214 

Fe/N-rGO PVA 10% 22,86 0,102 

Figure 70: Mesure de surface spécifique par BET, adsorption-désorption de N2 à 77K 

Les valeurs de volumes adsorbés maximales sont observées pour le catalyseur, suivi par le graphène 

commercial et l’électrode lyophilisée, ces résultats sont observés du fait que le catalyseur est sous 

forme de poudre et non aggloméré, et du fait que l’électrode lyophilisée offre une plus grande 

porosité. Les volumes d’azote adsorbés sont similaires pour les cathodes composées de chitosan et 

chitosan réticulé. On notera un volume adsorbé minimal pour l’électrode comportant une 

concentration en liant maximale (PVA 10%), du fait des agglomérats plus volumineux formés par une 

quantité de liant supérieure. 

  

Graphène commercial 

Fe/N-rGO 

Fe/N-rGO chitosan 

Fe/N-rGO chitosan génépine 

Fe/N-rGO chitosan lyophilisée 

Fe/N-rGO PVA 1% 

Fe/N-rGO PVA 10% 
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6 Conclusion 
Au cours de ce chapitre il a été mis en évidence que le catalyseur Fe-N/rGO était capable d’effectuer 

l’ORR en condition physiologique, fort de ce résultat, des biocathodes ont été fabriquées à partir du 

catalyseur Fe-N/rGO et de liants polymères organiques par compression mécanique. Lors du processus 

de compression l’impact de la nature du liant (PVA vs chitosan), de sa réticulation (chitosan vs 

chitosan/genepin) ainsi que sa quantité (PVA1% vs PVA10%) ont été étudiés. En regardant le tableau 

(figure 71) résumant les performances des différentes électrodes obtenues par compression, il semble 

que de manière générale les biocathodes constituées du liant chitosan offrent des performances 

supérieures à celle du liant PVA, que cela soit du point de vue des potentiels ou bien des densités de 

courant. Cette différence observée peut être due à la présence de la fonction amine sur les chaines de 

chitosan qui permet une acceptation de proton. Lors du processus de dissolution du chitosan, l’ajout 

d’acide acétique permet cette protonation et, bien que l’électrode soit rincée dans une solution de 

PBS, il est possible que des amines protonées subsistent, offrant une charge positive sur les chaines de 

chitosan ce qui impacte de manière considérable la conductivité ionique et électronique, ainsi que la 

diffusion de l’oxygène, offrant ainsi de meilleures performances électrochimiques. Ce chapitre a 

permis de constater des densités de courant similaires entre le liant chitosan et le liant chitosan 

réticulé. Également, ce chapitre a permis de mettre en évidence que la variation de la quantité du liant 

PVA au sein de l’électrode impacte principalement la géométrie de l’électrode via un volume plus 

grand et donc une densité de courant volumique plus faible. Toutefois, on peut s’attendre à une 

diminution des performances électrochimiques en cas de trop grand ajout du fait que le PVA est un 

polymère non chargé et isolant électrique. Ce chapitre met en avant la mise en œuvre d’un nouveau 

procédé de développement des électrodes via lyophilisation. Ce nouveau procédé très prometteur a 

su démontrer des performances électrochimiques en biocathode nettement supérieures à celles 

développées précédemment via une augmentation de la porosité du système offrant une diffusion des 

espèces chimiques supérieure à celle obtenue par compression, néanmoins, l’augmentation de la 

porosité a également apporté comme inconvénient une sensibilité aux contraintes mécaniques 

conséquente, à tel point que l’effet de gonflement seul pouvait suffire à conduire à la destruction de 

l’électrode. Aussi, c’est pourquoi une optimisation du processus de lyophilisation a été effectuée avec 

l’ajout d’un support conducteur en mousse de polyuréthane carbonée, offrant une tenue mécanique 

supérieure mais impactant de manière considérable la géométrie de la biocathode, plus 

particulièrement le volume ainsi que la surface. De ce fait, un travail qui pourrait être effectué 

ultérieurement, serait d’étudier et optimiser la géométrie de cathodes développées à l’aide de ce 

processus. 
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Processus Compression Lyophilisation Lyophilisation sur 
support 

Liant PVA 
1% 

PVA  
10% 

Chitosan Chitosan 
Génépine 

Chitosan Chitosan 

I (µA) 100 mV vs ECS 24,5 23,8 34 35 45 1200 

j (µA.cm-2) 100 mV vs ECS 130 125 175 180 230 38 

j (µA.cm-3) 100 mV vs ECS 492 304 686 705 744 372 

j (µA.g-1) 100 mV vs ECS 820 796 1164 1153 4060 2400 

 

Figure 71: Tableau résumant les différentes performances des cathodes développées dans le chapitre 2 

Il a également été observé, lors de ce chapitre, différentes performances obtenues via 

chronopotentiométrie. Ces mesures ont permis de déduire les limites des systèmes fabriqués face à la 

diffusion de l’oxygène. Également, ces études ont permis d’anticiper les contraintes quant à combiner 

ces cathodes à des anodes afin de développer une biopile. 

Les auteurs Ahmed et al. [149] ont développé un catalyseur à partir de graphène auquel ils ont greffé 

des fonctions thiol, servant de support à des nanoparticules de platine. Le catalyseur ainsi fabriqué est 

nommé : GOS-Pt. Leur publication met en avant une étude du catalyseur en RDE en condition 

physiologique alors capable de fournir 3,3 mA.cm-2, avec une solution saturée en oxygène, à -0,5 V vs 

ECS, 900 rpm, et une vitesse de variation de potentiel de 20 mV.s-1 et un chargement de catalyseur sur 

l’électrode tournante de 50 µg.cm-2. Cette densité de courant est légèrement supérieure à celle 

obtenue au cours des travaux présentés dans ce manuscrit (figure 44) avec le catalyseur Fe/N-rGO 

dans des conditions similaires : 2,792 mA.cm-2 avec toutefois un dépôt de catalyseur supérieur (300 

µg.cm-2). Cependant, leur étude ne développe pas les performances de leur catalyseur une fois mis en 

forme d’électrode. Dans un autre contexte, Qazzazie et al. [150] ont développé un catalyseur de type 

N-rGO capable de catalyser l’ORR en condition physiologique. Leur catalyseur est obtenu par réduction 

de GO et après un traitement thermal en présence de cyanamide, qui joue le rôle de précurseur 

d’azote. Leur étude se concentre sur une caractérisation par RDE, leur catalyseur est alors capable de 

fournir 2,6 mA.cm-2, dans des conditions similaires que précédemment (900 rpm ; -0,5 V vs ECS et 5 

mV.s-1). Cette densité de courant est légèrement inférieure à celle obtenu avec le catalyseur Fe/N-rGO, 

mais reste du même ordre. Les auteurs ont comparé leurs données avec un catalyseur commercial de 

Pt/C avec lequel ils obtiennent 4,2 mA.cm-2 dans les mêmes conditions, ce qui est la densité de courant 

maximale alors observée. 

Les travaux de Ahmed et al. ainsi que ceux de Qazzazie et al. [150] permettent de situer les 

performances électrochimiques du catalyseur caractérisé dans ce manuscrit en condition 
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physiologique. Toutefois, leurs études ne développent pas les performances de leur catalyseur sous 

forme d’électrode, ce qui peut noter un écart sur les performances électrochimiques ainsi que sur 

l’étude de stabilité dans le temps. Comme expliqué précédemment, El Ichi et al. [55] ont développé 

des électrodes enzymatiques comportant la laccase sur support de nanotubes de carbone. Leur 

électrode est capable de délivrer 10 mA.ml-1 en condition physiologique et une solution saturée en 

oxygène, à 0,2V vs ECS. Ces performances sont supérieures à celles obtenues avec le catalyseur Fe/N-

rGO, toutefois, les auteurs démontrent qu’après une période de 90 jours d’implantation dans le corps 

d’un rat, leur cathode perd 90% des performances observées in vitro et mesurent 0,03 mA.ml-1 sous 

air. Également, après une période d’implantation de 167 jours, les auteurs montrent une cathode 

capable d’effectuer l’ORR en conditions in vitro et délivre 0,6 mA.ml-1 lorsque la solution est saturée 

en oxygène, soulignant une perte de performance de 50%. L’étude in vitro conduite dans ce chapitre 

montre une perte de 5% après 27 mois de stockage, soulignant ainsi que ce type de catalyseur est 

robuste et doit faire l’objet d’une étude in vivo afin d’être comparé aux résultats de l’enzyme employée 

par El Ichi et al. [55]. 
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 Chapitre 3 : Etudes biologiques de la biocathode et de 

ses composants 
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1 Introduction 
Comme tout dispositif destiné à être implanté dans un mammifère, la biopile doit être biocompatible. 

La biocompatibilité d’un implant peut être définie comme la capacité de l’implant à fonctionner 

correctement dans le corps sans provoquer des risques de blessure, de toxicité, de rejet par le système 

immunitaire ou encore d’effets locaux ou systémiques indésirables ou inappropriés. Un implant doit 

donc coexister avec l'environnement vivant sans provoquer d'effets indésirables dans le cadre d'une 

application biomédical spécifique [151]. Cependant, quelle que soit sa qualité, un implant reste 

toujours un corps étranger pour l’organisme et son introduction dans l’organisme, entraîne des 

réactions plus ou moins importantes du tissu environnant ce en quoi consiste la réponse inflammatoire 

du corps vis-à-vis de l’implantation. L’intensité de la réaction inflammatoire varie selon la nature de 

l’implant : taille, composition chimique, propriétés physico-chimiques de la surface, propriétés 

mécaniques.  

Lorsqu’un corps étranger ou encore des bactéries ont réussi à envahir un tissu d’un organisme, on 

assiste à un phénomène de défense de la part de l’organisme attaqué lié à une rupture de l’équilibre, 

ou homéostasie, tissulaire. Les cellules sentinelles comme les mastocytes, les dendritiques et les 

macrophages recrutent par chimiotactisme des leucocytes, ou globules blancs, circulant dans le sang 

qui sont alors capables de localiser le site d’infection, de sortir du torrent circulatoire et de migrer en 

direction du corps étranger pour intervenir et l’éliminer, c’est la réponse inflammatoire de l’organisme. 

Cette étape d’identification du corps étranger par l’organisme donne lieu au rejet ou à l’isolement du 

DMI, la réponse inflammatoire est une cascade de réactions biologiques qui débute par l’adhésion de 

protéines sur l’implant constituant un support permettant des interactions entre le corps étranger , 

les cellules (leucocytes, fibroblastes, cellules endothéliales…) et les macromolécules synthétisées par 

les cellules, ou d’ores et déjà présentes, du tissus conjonctif (collagènes, fibres élastiques, 

glycoprotéines, polysaccharides…) [18], [20], [152]–[154]. Ces interactions conduisent à une adhésion 

des éléments biologiques présents sur l’élément externe à l’organisme, ce phénomène d’adhésion et, 

dans le cas de DMIa, d’obstruction biologique est appelé en anglais : bioencrassement [155]. 

Ce phénomène de bioencrassement peut, lors de la réaction de l’organisme sur un corps étranger, 

former un réseau biologique autour du corps étranger, soit dans notre cas, la biopile à glucose et 

oxygène. Ce réseau biologique est un réseau complexe de macromolécules et de cellules pouvant être 

composé de collagène, de fibrine, de cellules fibroblastes et endothéliales. Ce phénomène de 

bioencrasement peut-être problématique pour le fonctionnement de la biopile puisqu’il en résulte une 

matrice extra cellulaire pouvant limiter l’apport en glucose et en oxygène. Toutefois, ce réseau 

biologique est également composé de cellules endothéliales, cellules qui forment les parois des 

vaisseaux sanguins. Cette formation de vaisseaux sanguin est appelée vascularisation. Ces vaisseaux 
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sont des conduits dont les flux qui circulent ont des concentrations en oxygène et glucose supérieures 

aux liquides extracellulaires présents en sous-cutané ou en intra-abdominale. 

Le phénomène de bioencrassement est un phénomène complexe car, comme démontré en amont, 

composé de nombreux phénomènes et entités biologiques, chimiques et biochimiques. Dans le cas de 

l’implantation de DMI impliquant l’échange de molécules avec l’organisme biologique, le phénomène 

de bioencrassement est à la fois problématique du fait de la limitation de la diffusion des espèces 

chimiques qu’il impose, mais peut être également bénéfique du fait du phénomène de vascularisation 

(figure 72). 

 

Figure 72 : Illustration des différentes sources potentielles de dysfonctionnement d'un biocapteur implanté selon les auteurs 
[20] 

La réponse inflammatoire se produit en plusieurs étapes incluant trois principaux processus : 

l'inflammation aiguë, l'inflammation chronique et la formation du tissu granulomateux. En bref, 

l‘inflammation aiguë est caractérisée par l'infiltration de mastocytes et de neutrophiles au niveau du 

site de l’implantation et de nombreuses protéines sanguines et tissulaires telles que les cytokines. Les 

facteurs de croissance sont libérés et les leucocytes adhèrent à l'endothélium des vaisseaux sanguins 

pouvant ainsi infiltrer le site d’implantation. L’inflammation chronique est caractérisée par la présence 

des macrophages et des cellules géantes de corps étrangers, ainsi que la prolifération des vaisseaux 

sanguins et du tissu conjonctif pour restructurer la zone de l’implant. La phase de restructuration se 

déroule comme suit : le caillot de fibrine, formé pendant la phase inflammatoire aiguë, est converti en 

un tissu de granulation hautement vascularisé par la prolifération des fibroblastes et des cellules 

endothéliales vasculaires. Ces dernières n’altèrent généralement pas le fonctionnement des dispositifs 

implantables qui ne nécessitent pas d’échanger avec le liquide extracellulaire, mais elles peuvent être 

néfastes pour le fonctionnement des dispositifs effectuant un tel échange, comme dans le cas des 
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biocapteurs de glucose et des biopiles. En effet, les réactions inflammatoires résultant de 

l’implantation de ces dispositifs entrainent différents phénomènes qui entrainent la dégradation du 

fonctionnement des électrodes (figure 72 d’après [20]).  

Dans le cas d’une biopile ou d’un biocapteur à glucose, l'attaque continue du système immunitaire 

contre l’implant compromet à la fois son intégrité structurelle et sa capacité à échanger des substrats 

(e.g. glucose), entraînant une défaillance électrique, une délamination des membranes, une 

dégradation des (bio)catalyseurs, une biodégradation des membranes à la surface du dispositif, une 

passivation des électrodes et une encapsulation fibreuse. 

Pour prévenir les effets combinés de l'encrassement biologique en surface et de l'inflammation locale 

sur la stabilité fonctionnelle et la durée de vie de ces dispositifs électrochimiques implantables (biopile, 

biocapteurs), différentes méthodes ont été proposées. Celles-ci sont principalement basées sur une 

approche des biomatériaux qui consiste à recouvrir la surface de membranes poreuses biocompatibles 

dotées de propriétés anti-bio-encrassement dans le but de réduire les phénomènes de 

bioencrassement et de minimiser les réactions inflammatoires provoquées par l'intrusion et 

l'implantation de tissus.  

Dans le cadre de ce projet, l’utilisation des membranes à base de PolyVinylAlcohol (PVA) a été favorisé. 

Ce choix est justifié par les travaux de Penven [144] qui, lors d’un projet de recherche réalisé dans le 

cadre d’une thèse de doctorat au sein de l’équipe SyNaBi, a optimisé l’utilisation du PVA lors de 

l’implantation biopile. Les résultats obtenus ont montré que le PVA en plus d’être biocompatible et 

non biodégradable possède des excellentes propriétés d’anti-encrassement qui lui permettent d’être 

un excellent matériau pour l’application biopile implantable (figure 73) 

 

 

 

 

 

Le but de ce chapitre est d’une part d’évaluer les propriétés de biocompatibilité de nos biocathodes et 

d’autre part d’étudier l’impact de leur implantation dans l’animal sur les performances 

électrochimiques.  

  

Figure 73 : Membranes d'hydrogel de PVA explantées après 24 jours [152] 
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2 Etude de la biocompatibilité d’un implant 
Les DMIs doivent suivre une procédure d’évaluation biologique décrite dans la norme ISO 10993-1 

[156]. Des tests in vitro et des tests in vivo sont recommandés afin de démontrer l'absence 

vraisemblable d'effet délétère du DMIs sur l’organisme. Le tableau (figure 72) résume les différents 

tests in vitro recommandés par la norme ISO 10993-1 [156]. Les tests in vitro sont la somme de 

nombreuses études et tests tels que des essais de cytotoxicité, génotoxicité, ou encore d’hémolyse. 

Les tests in vitro et in vivo incluent :  

Test Type 

Cytotoxicité In vitro 

Génotoxicité In vitro 

Hémocompatibilité In vitro, In vivo 

Implantation In vivo 

Irritation In vivo 

Carcinogénicité In vivo, in vitro 

Figure 74: Tableau récapitulant différents tests de biocompatibilité 

Puisque l’objectif principal de cette thèse n’est pas de réaliser une étude complète de la 

biocompatibilité des biocathodes mais plutôt de s’assurer qu’elles ne représentent aucun danger de 

toxicité sur l’animal lors des études in vivo, les études menées se sont focalisées sur : la cytotoxicité 

des composants des biocathodes, l’analyse des éventuelles réactions de rejet du corps de la 

biocathode, et l’interaction entre la surface des biocathodes et le tissu environnant. Pour cette 

dernière étude, le tissu a été analysé afin de vérifier d’une part le degré des réactions inflammatoires 

engendrées par l’implantation des biocathodes et d’autre part l’évolution des phénomènes de bio 

encrassement à la surface des biocathodes.  
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Comme décrit en détail dans le premier chapitre de cette thèse, l’application visée est l’implantation, 

ceci afin de fournir de l’énergie électrique à des dispositifs consommant des densités de puissance de 

l’ordre du microwatt : e.g. pacemaker = 30 µW.cm-3. Toutefois, implanter un dispositif médical est 

extrêmement complexe, que cela soit chez des animaux de laboratoire (rongeurs, ovins, bovins…) ou, 

bien évidemment, chez l’homme. Cette complexité réside dans la multitude d’interaction 

physicochimique entre le corps biologique et l’objet implanté. Ces interactions varient selon le degré 

de toxicité des matériaux qui composent l’implant, la taille du dispositif implanté, la réponse 

immunologique de l’hôte, le relargage d’espèce chimique par l’implant ou encore le vieillissement des 

composants. Anticiper et restreindre ces phénomènes est un enjeu de taille pour certains, toutefois 

pour d’autres, des méthodes peuvent être envisagées comme l’utilisation de matériaux 

biocompatibles, qui limitera l’impact de la toxicité, du relargage de molécules et du vieillissement dans 

le corps. 

Au cours de ce chapitre il sera étudié dans un premier temps des tests in vitro mettant en avant la 

cytotoxicité des différents composants de la biocathode connus de la littérature (chitosan, PVA…). Ces 

premiers résultats permettront de valider un protocole d’analyse qui permettra d’effectuer la 

première étude de cytotoxicité du catalyseur Fe/N-rGO. Ensuite, l’impact de ces composés en forme 

d’électrode sur une culture cellulaire fera l’objet d’une étude. Puis, l’influence de la présence de 

l’électrode chez le rongeur et réciproquement les effets de l’implantation sur notre cathode seront 

étudiés. 

3 Etude in vitro : Etude de cytocompatibilité 
Les tests de cytotoxicité sont considérés comme des tests de dépistage, ils sont utilisés afin d’évaluer 

la réaction des cellules vivantes face à un composant. Ces tests soulignent la viabilité cellulaire, la 

capacité de croissance des cellules et, selon le type cellulaire, leur adhésion. L’étude de 

cytocompatibilité d’un matériau consiste à observer et analyser le comportement de cellules en 

présence d’un matériau et comparer le comportement de ce même type de cellules en conditions 

usuelles. Généralement un matériau cytotoxique provoque des phénomènes de nécrose cellulaire 

dans lequel les cellules perdent leur membrane externe et meurent rapidement à la suite de la lyse 

cellulaire. Les cellules en cours de nécrose présentent généralement un gonflement rapide, perdent 

l'intégrité de la membrane, arrêtent le métabolisme et libèrent leur contenu dans l'environnement. 

Les cellules qui subissent une nécrose rapide in vitro ne disposent pas de suffisamment de temps ou 

d'énergie pour activer le mécanisme apoptotique et n'expriment pas de marqueurs apoptotiques, 

permettant aux cellules macrophages d’éliminer les débris cellulaires et ainsi empêcher une réaction 

inflammatoire. Ce phénomène renseigne rapidement et efficacement sur la toxicité d’un composé 

selon le type de cellule, de plus, il est facilement observable. Toutefois, il s’agit là d’un test spécifique 
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à un type unique de cellules pour un type de matériaux, aussi, le choix de la provenance ainsi que du 

type cellulaire renseigneront directement sur les interactions potentielles entre le corps et le matériau 

implanté. 

Les travaux de T. Koyano et al. [157] mettent en avant une étude de cytocompatibilité des matériaux 

d’hydrogel de PVA et mélange de chitosan et de PVA face à des cellules fibroblastes de souris (L929), 

lors de leur étude ils montrent que les matériaux semblent être cytocompatibles et montrent une 

faible adhésion cellulaire pour le matériau PVA en forme d’hydrogel. T. Koyano et al. [157] mettent en 

avant que lorsque la composition d’hydrogel de PVA varie avec l’ajout de chitosan, l’adhésion des 

cellules fibroblastes L929 augmente également, certainement à cause de la charge positive du 

chitosan. 

Ces premiers travaux montrent les prémices d’une étude de biocompatibilité des matériaux chitosan 

et PVA dont les résultats nous réconfortent dans nos choix quant à les utiliser en tant que liant 

polymère organique au sein de notre électrode. Ces travaux montrent que le matériau PVA sous forme 

d’hydrogel en plus d’être cytocompatible, limite également l’adhésion cellulaire. Cette propriété peut 

être bénéfique si l’électrode est encapsulée d’hydrogel de PVA, limitant ainsi la prolifération de cellules 

et de tissus cellulaire, limitant ainsi la diffusion des espèces chimiques au sein de l’électrode. Dans 

cette optique, les travaux de Penven et al. [144] montrent une étude de la biocompatibilité d’hydrogel 

de PVA. Ils développent et implantent des membranes d’hydrogel de PVA qui, selon les auteurs, 

peuvent servir de membrane protectrice et isolante. En effet, du fait des propriétés mécaniques 

d’élasticité, de souplesse et de résistance aux chocs, les membranes d’hydrogel de PVA possèdent 

également une taille et une quantité de pores permettant la diffusion des espèces chimiques telles 

que le glucose, de multiples propriétés qui font de la membrane d’hydrogel de PVA un candidat très 

intéressant afin d’encapsuler et protéger les DMIs. Penven et al. concluent dans leur étude sur la non-

toxicité cellulaire du PVA ainsi qu’une intégration relativement bonne dans l’organisme des rats. 

Également, les auteurs concluent que ce matériau n’engendre pas de réaction inflammatoire marquée 

ni de réaction toxique. De plus, Peven et al. notent une propriété particulièrement intéressante dans 

le cadre de l’enrobage de biopile : les cellules n’ont pas d’affinité marquée pour lui et se multiplient 

modérément à sa surface ce qui limite leur prolifération et l’apparition d’une couche cellulaire épaisse 

à leur surface. Néanmoins, les auteurs notent la formation, après implantation in vivo, d’une fine 

capsule de collagène. Cette formation peut être problématique, notamment pour la diffusion du 

glucose. De plus sur le long terme, la formation de collagène favorise l’adhésion cellulaire et donc le 

développement de tissus limitant une fois encore la diffusion des espèces chimiques. Les travaux de 

Srikanth [158] montrent une étude de cytotoxicité de différents matériaux organiques sous forme de 

nanoparticules, plus spécifiquement, il met en présence des cellules fibroblastes 3T3 issues de souris 
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avec des nanotubes de carbone, des fullerènes, du graphène et des nanoclays. Dans cette étude ils 

mettent en avant l’impact de la concentration en matériau sur la viabilité cellulaire, ils concluent sur 

une viabilité cellulaire de 70% pour des concentrations en graphène de 1 mg.ml-1 sur des cellules 3T3. 

Srikanth [158] explique que le graphène, lorsqu’il est bien dispersé dans le milieu de culture, possède 

un très bon rapport hauteur / largeur qui permet à ces structures en forme d’aiguilles de franchir et 

couper facilement les membranes cellulaires et ainsi accélérer leur mort. 

Wojtoniszaka et al. [159] se sont focalisés sur l’étude de la cytocompatibilité des matériaux oxyde de 

graphène (GO) et oxyde de graphène réduit (rGO). Dans celle-ci, les auteurs mettent les matériaux GO 

et rGO en présence de cellules fibroblastes de souris L929 et concluent qu’une cytocompatibilité existe 

pour une concentration en matériau compris entre 3,125 µg.mL-1 et 12.5 µg.mL-1 face aux cellules L929. 

Afin d’effectuer des études préliminaires de cytocompatibilité sur les matériaux choisis, des cellules de 

type fibroblastes embryonnaires issues de la souris, les 3T3-L1 (figure 75) ont été sélectionnées. 

Les cellules fibroblastes sont des cellules très connues de la littérature et sont également employées 

lors de l’obtention de norme ISO 10993-5 [156] afin de certifier une cytocompatibilité voire une 

biocompatibilité. Les fibroblastes sont aussi connues pour jouer un rôle crucial dans le processus de 

cicatrisation, il est admis qu’elles suivent les cellules inflammatoires jusqu’aux sites de lésions 

tissulaires et contribuent à la cicatrisation des plaies par la synthèse de protéines structurelles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 75: Cellules 3T3-L1 après 10 jours d’incubations à : T=37°C ; 5% CO2 ; en 
milieu de culture : DMEM (Dubelco Modified Eagle Medium) 
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De ce fait, les cellules fibroblaste 3T3-L1 sont un choix pertinent compte tenu des futures implantations 

chez le rongeur, ces cellules seront impliquées dans le processus de cicatrisation en cas d’implantation 

et ceci quel que soit la zone d’implantation. 

4 Culture cellulaire 

4.1 Chitosan 
Un test préliminaire de cytocompatibilité du chitosan, dont les propriétés ont été développées lors du 

chapitre 2 de ce manuscrit, a été effectué en présence des cellules 3T3-L1. Ce premier test préliminaire 

consiste à observer si la présence du matériau chitosan impacte drastiquement le cycle de vie 

cellulaire, si le matériau chitosan induit une toxicité aigüe conduisant à la mort prématurée des cellules 

observables. Toutefois, la solution de chitosan utilisée lors de la fabrication des électrodes étant à un 

pH très acide, il est nécessaire d’effectuer de nombreux rinçages qui ont pour conséquence de 

solubiliser une grande partie du chitosan. L’analyse du chitosan a donc été effectuée sous forme de 

membrane. Bien que la structure soit différente, une partie du chitosan reste soluble et pourra ainsi 

diffuser en solution, permettant ainsi d’étudier d’une part l’adhésion cellulaire sur une membrane et 

dans un même temps étudier la toxicité du chitosan en solution. Pour ce faire, une solution de chitosan 

a été déposée au fond du récipient de culture cellulaire, puis, après séchage, stérilisation et lavage au 

PBS, des cellules fibroblastes issues d’embryons de souris (cellules 3T3-L1) ont été ajoutées.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 76a montre des cellules 3T3-L1 en présence de membrane de chitosan après 48h d’incubation 

à 37°C. De même que l’oxyde de graphène réduit dopé au fer et à l’azote, ce résultat permet de 

conclure que le chitosan ne montre pas d’effet toxique sur les cellules 3T3-L1, et que ces dernières 

peuvent proliférer en présence du chitosan. La figure 76a montre également des cellules 3T3-L1 en 

forme allongée, forme typique des cellules fibroblastes, démontrant ainsi que le matériau ne semble 

pas affecter l’adhésion cellulaire. En comparant ce résultat (t = 72 heures) avec le résultat témoin 

(figure 76b) un nombre de cellules équivalent est constaté (7511 cellules.cm-2 vs contrôle : 7418 

Figure 76: Cellules 3T3-L1 a/ en présence de chitosan ; b/contrôle ; après 72 heures d'incubation à: T=37°C ; 5% CO2 ; 
DMEM 

a b 
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cellules.cm-2 +/- 200 cellules.cm-2), ce qui confirme une non-cytotoxicité du polymère chitosan vis-à-

vis des cellules 3T3-L1. Si l’on se réfère aux travaux de Mori et al. [160], ainsi que d’autres études [161], 

[162] publiées dans la littérature, le liant chitosan semble effectivement cytocompatible, il ne semble 

nullement impacter la cinétique de reproduction des fibroblastes auxquelles il a déjà été mis en contact 

lors de ces travaux. 

4.2 Hydrogel de PVA 
De même que pour le chitosan, des tests préliminaires de cytocompatibilité avec des membranes 

d’hydrogel PVA ont été effectués. Le PVA sous forme de membrane peut être utilisé en tant que 

membrane séparatrice d’un DMI implanté, de plus, bien que n’étant pas sous la même forme, ce 

résultat nous permettra de faire un parallèle avec le PVA sous forme de liant organique. La figure 77a 

montre des cellules fibroblastes 3T3-L1 en présence d’une membrane d’hydrogel de PVA après 7 jours 

d’incubation à 37°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 77: Cellules 3T3-L1 : a/en présence d'hydrogel de PVA ; b/ contrôle ; 7 jours après incubation à: T=37°C ; 5% CO2 ; 
DMEM 

Ce résultat nous informe d’une non toxicité aigüe que le PVA pourrait induire sur les cellules 3T3-L1. 

Cette figure montre que les conditions environnementales dans lesquelles se trouvent les cellules 

offrent un ancrage des membranes plasmiques en configuration fusiforme, qui est la forme typique 

des cellules 3T3-L1 lorsqu’elles sont ancrées et cultivées en 2D. 

  

a b 
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Toutefois, comme décrit en amont, les travaux de Penven et al. [144] concluent sur une forte 

probabilité quant à la biocompatibilité de l’hydrogel de PVA du fait de leur expérience d’implantation. 

D’autre part, T. Koyano et al. [157] concluent leurs travaux sur la cytocompatibilité du matériau 

hydrogel PVA, et démontrent aussi la faible voire nulle adhésion cellulaire des L929 sur ce matériau. 

4.3 Catalyseur Fe/N-rGO 
La figure 78a montre des cellules fibroblastes 3T3-L1 en présence de particules de catalyseur Fe/N-

rGO, ceci après 7 jours d’incubation à 37°C, 5% de CO2 et avec culture cellulaire obtenue après 7 jours 

d’incubation. Grâce à ce résultat il est possible d’affirmer que les cellules peuvent non seulement vivre 

en présence du catalyseur mais également se développer jusqu’à former un réseau, la présence du 

catalyseur n’empêche ainsi pas la prolifération des cellules, comme cela aurait été le cas pour un 

produit toxique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En comparant ce résultat avec celui du contrôle (figure 78b), on note une cinétique de croissance 

cellulaire inférieure, ce qui permet de conclure que la présence du catalyseur affecte le cycle de vie 

des cellules fibroblastes 3T3-L1. Comme démontré en amont, il est fort probable que le catalyseur 

Fe/N-rGO affecte le cycle de vie des cellules 3T3-L1, mais à ce stade d’expérimentation il est impossible 

de conclure sur une cytocompatibilité ou une cytotoxicité totale du catalyseur Fe/N-rGO face aux 

cellules fibroblastes 3T3-L1, pour cela des tests plus approfondis doivent être mis en place comme des 

tests MTT par exemple.  

Figure 78: Cellules 3T3-L1 : a/ en présence de Fe/N-rGO b/contrôle ; 7 jours après incubation à: T=37°C ; 5%CO2 ; DMEM 

b a 
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4.4 Cathodes : Chitosan-Fe/N-rGO et PVA-Fe/NrGO 
Après avoir effectué des tests de culture cellulaire sur les différents composants des cathodes, ce 

même test a été effectué sur des électrodes complètes. La figure 79a montre une électrode composée 

du catalyseur Fe/N-rGO et du liant chitosan et la figure 79b une électrode composée du même 

catalyseur et du liant PVA. Dans chaque cas, 100 000 cellules ont été ajoutées. Après 6 jours 

d’incubation à 37°C et 5%CO2, un tapis cellulaire est observable. 

Les figures 79a et 79b présentent des cellules pour lesquelles les conditions environnementales 

permettent aux membranes plasmiques de s’ancrer sur le fond de la plaque de culture et en 

configuration fusiforme démontrant un comportement typique des fibroblastes et soulignant des 

conditions propices à leur prolifération. 

Afin de compléter ce résultat d’autre tests doivent être envisagés tels que des tests de MTT afin de 

mesurer la viabilité des cellules.  

  

Figure 79: Cellules 3T3-L1 en présence d’une électrode compressée de : a/ Fe/N-rGO et chitosan et b/ Fe/N-rGO et PVA ; après 
incubation à: t=72 heures T=37°C ; 5% CO2 ; DMEM 

a b 
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5 Etude in vivo 
Une procédure de demande au comité d’éthique a été effectuée afin d’effectuer des implantations de 

notre dispositif chez l’animal. Les objectifs d’études in vivo sont légitimes par rapport à une réponse 

cellulaire, du fait qu’une réponse d’un organisme est plus complète. Le choix de l’animal s’est porté 

sur le rat, qui est un eucaryote supérieur vertébré dont la physiologie est proche de celle de l’homme. 

Le rat est un modèle de choix dont les processus biologiques et physiologiques d’acceptation d’un 

implant sont proches de ceux de l’homme. De plus, le choix de l’espèce pour l’implantation favorise 

toujours l’espèce la moins avancée dans le processus de l’évolution, c’est pour cela qu’une 

implantation chez le cochon ou le singe n’est pas envisageable à ce stade. Ce choix d’animal permet 

d’atteindre un nombre important de rongeur implantés, permettant d’obtenir des données 

statistiques et des résultats reproductibles. 

 

5.1 Choix du lieu d’implantation 
Du fait de la taille importante de l’implant, les implantations ont été effectuées chez le rat en intra-

abdominal, de plus, il s’agit d’un compartiment où les fluides extracellulaires sont très présents et où 

les mouvements des viscères peuvent permettre une diffusion facilitée du glucose et de l’oxygène. Ce 

choix se justifie également grâce aux travaux de Alcaraz et al. [19] qui ont démontré l’intérêt d’une 

implantation dans la cavité abdominale concernant la biodisponibilité du glucose. Lors de leurs 

travaux, les auteurs ont injecté une solution saline dépourvue de glucose en intrapéritonéal par 

l’intermédiaire d’un cathéter chez un rat anesthésié sous isoflurane, puis ils ont effectué une 

laparotomie en maintenant les bords de la plaie soulevés pour éviter la présence de sang dans la cavité 

abdominale. Alcaraz et al. [19] ont ensuite installé un glucomètre directement dans la cavité 

abdominale pour doser la quantité de glucose intra-abdominal. De cette manière ils ont pu observer 

que le glucose diffuse librement du sang jusqu’au compartiment de la cavité abdominale et que 

l’équilibre est atteint en 30 minutes. 

Le compartiment intra-abdominal chez le rat nous a donc semblé être le lieu le plus approprié pour 

effectuer nos implantations. 
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5.2 Implantation de Biocathodes compressées et lyophilisées autoportées 

5.2.1 Design des électrodes 

Deux biocathodes ont été fabriquées par compression composées de chitosan et comme catalyseur 

Fe/N-rGO, ainsi que deux biocathodes lyophilisées autoportées. Comme lors du procédé décrit dans le 

deuxième chapitre, un contact électrique a été ajouté à l’aide de pâte de carbone ainsi qu’une 

protection à l’aide de silicone. Une fois l’électrode fabriquée, des premières caractérisations 

électrochimiques ont été effectuées, notamment une chronoampérométrie à 100 mV vs ECS. 

Comme évoqué en amont, les électrodes ont été encapsulées avec une membrane séparatrice 

d’hydrogel de PVA, permettant à la fois de jouer le rôle de protection des électrodes fabriquées et 

diminuant la réponse inflammatoire. La littérature renseigne sur l’existence d’un grand nombre de 

membranes séparatrices/protectrices. Il existe différents types de matériaux synthétiques permettant 

de fabriquer des prothèses jouant le rôle de séparateur et dont la fabrication est facilement 

contrôlable : le polypropylène, le polyuréthane (PU), le polytétrafluoroéthylène expansé (e-PTFE) et le 

polyéthylène téréphtalate (PET) commercialisé sous le nom de Dacron® [163]–[166]. Ces membranes 

ont été optimisées par des dépôts de protéines visant à limiter l’adhésion cellulaire, mais les 

recherches actuelles s’orientent surtout vers l’utilisation de biomatériaux biodégradables de type 

polycaprolactone, acide poly(lactique-co-glycolique), fibroïne de soie… et l’utilisation de nouvelles 

techniques de fabrication, notamment le dépôt de fibres par electrospinning ou electrospraying pour 

créer des architectures 3D mimant la matrice extracellulaire. 

Comme décrits en amont, les travaux de Penven et al. mettent en avant l’utilisation de PVA sous forme 

d’hydrogel en tant que membrane [167]. Cette forme de PVA apparait comme une solution très 

prometteuse afin de jouer le rôle de membrane séparatrice. En plus de posséder des pores élevés et 

nombreux, l’hydrogel de PVA limite l’adhésion cellulaire à sa surface, le PVA est de plus biodégradable 

et inerte une fois implanté, en d’autres termes, il ne semble pas engendrer de réactions du corps non 

souhaitées [168]. C’est pour ces nombreuses raisons qu’une membrane d’hydrogel de PVA est ajoutée 

sur les électrodes (figures 80a-d).  
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5.2.2 Stérilisation 

L’étape de stérilisation d’un implant est primordiale car elle permet d’éviter une infection pouvant 

donner lieu à des complications telle qu’une éventration, ou bien une septicémie. Il existe différents 

procédés de stérilisation, par action chimique ou bien physique d’un dispositif. Parmi les méthodes les 

plus courantes, l’utilisation de l’autoclave est la plus populaire. Toutefois, l’utilisation d’une membrane 

hydrogel de PVA n’autorise pas cette option, car les propriétés de cette membrane seront affectées 

par la pression et la température (figures 81). 

 

 

 

 

 

 

Il subsiste ainsi deux types de stérilisation à froid, l’une utilisant le peroxyde d’hydrogène sous vide, la 

seconde, par ionisation à l’aide de faisceaux d’électrons ou rayons gamma. La stérilisation au peroxyde 

d’hydrogène est un procédé couramment utilisé dans les hôpitaux pour les dispositifs médicaux 

implantables. Toutefois, ce procédé n’est pas adapté aux électrodes fabriquées, l’utilisation d’un 

oxydant fort aurait des conséquences sur la membrane de PVA ainsi que sur le liant employé.  

  

  

 Figure 80:a-b Electrodes compressées de Fe/N-rGO et chitosan (électrode a et b), électrodes enrobées de PVA avec 
contact électrique 
c-d Electrodes lyophilisées de Fe/N-rGO et chitosan (électrode c et d), électrodes enrobées de PVA avec contact 
électrique 

a b 

c d 

  

Figure 81: Photos de membrane d’hydrogel de PVA avant (a) et après (b) stérilisation à l’étuve 

a b 
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Dans leurs travaux, Penven et al. [144] ainsi que Alcaraz et al. [19], ont étudié l’impact des rayons 

gamma sur les différents composants de leurs biopiles enzymatiques ainsi que sur des spores de 

Geobacillus stearothermophilus. Ils définissent, grâce à leurs travaux, une dose idéale de radiation au 

cobalt (Co60) de 12 kGy qui permet de neutraliser les spores. Les auteurs justifient également ce choix 

de stérilisation par un faible impact de la radiation du cobalt sur l’activité enzymatique. Dans le cas des 

catalyseurs abiotique Fe/N-rGO, cette stérilisation ne devrait pas, ou très peu, impacter la structure ni 

l’activité du catalyseur. 

Les électrodes ont donc été stérilisées au rayonnement gamma à l’aide d’une source de cobalt 60Co.  

 

5.2.3 Implantation 

Les électrodes compressées ont été implantées dans un rat et celles lyophilisées dans un autre rat sur 

une période de 1 mois. Les rats ont été anesthésiés à l’aide d’isoflurane, l’opérateur a ensuite effectué 

une laparotomie latérale sur la ligne blanche, puis, les électrodes ont été insérées. Après implantation, 

le chirurgien a effectué un surjet musculaire en points cintrés de bas en haut et une suture cutanée 

point à point. Ces implantations ont été effectuées afin de répondre à deux questions principales : 1/ 

Quel impact notre électrode peut-elle avoir sur l’organisme et le comportement d’un rat ? 2/ Est-ce 

que l’implantation inhibe le catalyseur Fe/N-rGO et est-ce que celui-ci catalyse toujours l’ORR après 

implantation ? 

Le suivi des paramètres physiologiques s’est limité à la mesure de la masse corporelle et de 

l’alimentation, l’observation des fèces et du comportement général de l’animal. L’implantation 

d’électrodes ou de biopiles chez l’animal ne doit pas générer de douleur. La réussite des implantations 

tient en partie au fait que les animaux sont en bonne santé physique et psychologique, de préférence 

peu agressifs. Les réponses biologiques au stress incluent la réponse du système immunitaire, et il est 

primordial pour nos expériences de favoriser une bonne cicatrisation ainsi qu’un état de bien-être 

évitant des pathologies opportunistes. En pratique, l’enrichissement du milieu couvre de nombreuses 

initiatives techniques ingénieuses et imaginatives pour occuper les animaux captifs. Différentes actions 

ont permis de diminuer le stress chez le rat. 

-Un programme d’enrichissement du milieu a été mis en place, avec l’introduction d’un tunnel 

cartonné de 80 mm de diamètre et d’une quinzaine de cm de long avec lequel le rat joue. Un jeu en 

copeaux de bois est aussi introduit dans la cage et permet à l’animal de se cacher, ce qui a un effet 

apaisant pour lui. L’amélioration des conditions d’hébergement a permis de diminuer le stress et a 

favorisé la récupération post- opératoire. 
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-Au niveau de la gestion de la douleur, un anti-inflammatoire non stéroïdien (Rimadyl) a été prescrit et 

systématiquement injecté pendant les premiers jours suivant l’implantation puis de façon moins 

systématique en fonction du comportement de l’animal. Les signes de douleur ont été cherchés dans 

les comportements classiques comme la prostration, le dos voussé, le poil hérissé, mais aussi en 

utilisant l’échelle du « grimace facing » (plissement des yeux, nez et joues moins bombées, oreilles 

repliées, moustaches rassemblées vers l’arrière du museau). 

L’observation des paramètres physiologiques et comportementaux des animaux a montré l’innocuité 

des implantations pratiquées : 

-Aucune manifestation de douleur n’a été observée. 

-Les rats implantés avaient un comportement d’exploration et de toilettage normal. 

-La cicatrice laissée par la laparotomie était rapidement résorbée après quelques jours. 

-La pesée bi-hebdomadaire des rats a montré que leur poids augmentait de façon régulière avec 

cependant une légère inflexion due à l’opération chirurgicale pendant les 2 ou 3 premiers jours. 

5.2.4 Euthanasie 

Après 1 mois d’implantation, le chirurgien a procédé à l’euthanasie des rats à l’aide d’injection de 

pentobarbital. Une fois les animaux euthanasiés l’autopsie a pu être effectuée (figure 82a et 82b).  

  

  

 Figure 82: a/ Rat comportant les électrodes compressées b/ rat comportant les électrodes lyophilisées 

a b 
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Les cicatrices au niveau du derme et de l’épiderme n’étaient plus visibles et les points cutanés s’étaient 

résorbés, seuls les points musculaires de la laparotomie subsistaient. Les organes de chacun des rats 

étaient sains, aucune anomalie n’a été constatée au niveau du foie, des reins, du cœur et des poumons. 

On constate la présence de tissus biologiques autour de trois des échantillons implantés (figures 83a, 

83b et 83c), alors que le quatrième échantillon (figures 83d et 83e) n’a pas fait l’objet de recouvrement 

de tissus, ce qui s’explique par la propriété d’anti-bioencrassement qu’offre le PVA. 

Les tissus que comportaient les cathodes compressées (figures 83a et 83b) n’ont montré aucune 

adhérence à l’électrode lors de leurs retraits. Le tissus adipofibreux entourant la cathode était 

adhérent aux organes par un bourrelet de graisse mésentérique. Il fut de même pour la cathode 

lyophilisée enrobée de tissus adipofibreux (figure 83c), avec toutefois des adhérences hépatiques. 

Afin de compléter l’étude de biocompatibilité, les tissus présents autour de l’électrode ont ensuite fait 

l’objet d’une caractérisation histologique alors que l’électrode a été caractérisée par une 

chronoampérométrie à 100 mv vs ECS. 

 

  

   

 

a b 

c d e 

Figure 83: a/ biocathode a compressée de Fe/N-rGO-chitosan après 1 mois d’implantation 
b/ biocathode b compressée de Fe/N-rGO-chitosan après 1 mois d’implantation 
c/ biocathode c lyophilisée de Fe/N-rGO-chitosan après 1 mois d’implantation 

d/ et e/ biocathode d lyophilisée de Fe/N-rGO-chitosan après 1 mois d’implantation 
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5.3 Etude histologique 

5.3.1 Electrode de Fe/N-rGO et chitosan compressée a (Fils vert) 

 

Les figures 84a et 84b nous montrent une coupe des tissus au contact de l’implant, nous observons 

qu’une densité de fibroblastes au contact de l’implant ainsi que quelques globules rouges, informant 

d’une zone inflammatoire d’une épaisseur de 40 à 50 µm (double flèche verte), cependant, lorsque 

l’on s’éloigne de la zone d’implantation, on note un réseau composé de graisse mésantérique.  

 

Figure 84: a et b: analyse microscopique des tissus enrobant la biocathode compressée a 

La figure 84b souligne la démarcation de la zone inflammatoire (double flèche verte) au contact de 

l’implant, cette zone reste malgré tout de faible épaisseur (de l’ordre de 20 µm) et constituée de 

cellules inflammatoires ainsi que de macrophage. Cette figure renseigne également sur un réseau 

faiblement constitué de fibrine et collagène, d’autre part, on note la présence de vaisseaux sanguins.  

  

a b 
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5.3.2 Electrode de Fe/N-rGO et chitosan Compressée b (Fils orange) 

Les figures 85a et 85b montrent une coupe effectuée au microtome du tissus en contact avec l’implant 

composé de l’électrode de Fe/N-rGO et chitosan compressée b et enrobée d’hydrogel de PVA. On note 

sur la partie droite en contact avec l’implant une densité de cellules inflammatoires, de fibroblastes et 

de macrophages imposants et d’une épaisseur allant de 20 à 40 µm. Au-delà de cette zone 

inflammatoire nous observons un réseau typique de tissus adipeux, dans notre cas, composé de graisse 

mésentérique.  

 

Figure 85: a/ et b/ Analyse des tissus enrobant la biocathode compressée b 

La figure 85b est le prolongement du tissu observé dans la figure 85a, les deux étoiles désignant la 

jonction du tissu, on observe une zone inflammatoire (double flèche verte) plus réduite que celle 

observée sur la figure 85a, également, on peut noter une forte vascularisation du tissu en observant 

des vaisseaux sanguins à une dizaine de micromètres de la zone où se trouvait l’implant. Cette 

vascularisation est de bon augure, car les vaisseaux sanguins sont des canaux où les flux sont riches en 

oxygène et en glucose, traduisant donc une meilleure diffusion de ces espèces chimiques au plus 

proche de notre implant. 

  

a b 
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5.3.3 Electrode de Fe/N-rGO et chitosan lyophilisée c (Fils blanc) 

 

La figure 86a montre une coupe des tissus qui furent en contact direct avec la membrane de PVA et 

au-delà, l’électrode compressée a. On note un tissu vascularisé, avec la présence de quatre vaisseaux 

sanguins à une distance de 100 – 200 µm de l’implant sous forme d’artériole et veines (flèches noires), 

indiquant un milieu riche en glucose et oxygène. On note également la présence d’une couche de 

fibrine peu structurée et lâche en adéquation avec une densité relativement modeste des cellules 

inflammatoires. 

 

Figure 86: a/b/c/ analyse microscopique des tissus enrobant la biocathode lyophilisée c 

La figure 86b, qui résume convenablement l’observation effectuée sur l’échantillon, montre une zone 

très inflammatoire près de l’implant du fait de la présence de nombreuses fibroblastes et 

macrophages. Toutefois, lorsque l’on s’éloigne de la zone d’implant, on note une diminution des 

fibroblastes et des cellules inflammatoires et une augmentation du collagène et de la fibrine, montrant 

un processus de cicatrisation ou encore, d’encapsulation du dispositif. 

La figure 86c montre un débris de l’électrode au contact avec des cellules inflammatoires. La présence 

de ce matériau résulte probablement d’un enrobage de PVA défectueux ou d’une rupture 

microscopique de la membrane d’hydrogel de PVA. On note cependant que les débris sont inclus et 

entourés de fibroblastes. La figure 86c nous montre un réseau de fibrine et collagène à proximité des 

débris de l’électrode, ce qui montre un début d’encapsulation.  

 

 

a b 

c 

Implant 

Implant 
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5.4 Mesures électrochimiques après implantation 
L’une des interrogations majeures de ce projet de thèse était de savoir si l’environnement et les 

conditions impliquées par l’in vivo désactiveraient ou non le catalyseur Fe/N-rGO. Pour cela, les 

performances électrochimiques de quatre biocathodes ont été analysées avant et après implantation. 

La figure 87 montrent quatre chronoampérométries effectuées avec les biocathodes à 100 mV vs ECS 

après leur implantation. 

 

Figure 87: Mesures de chronoampérométrie après implantation effectuées à 100 mV vs ECS en solution saline de PBS en 
condition physiologique sous air puis ajout de O2. Dans l’ordre : a/ biocathode compressée a ; b/ biocathode compressée b ; 
c/ biocathode lyophilisée c et d/ biocathode lyophilisée d 

Pour les quatre biocathodes, la saturation en oxygène induit une augmentation du courant ce qui 

démontre que les biocathodes restent électro actives et sont capables de catalyser la réduction de 

l’oxygène. Les biocathodes compressées délivrent des courants, sous oxygène, entre 6 et 45 µA.cm-2 

et celles lyophilisées entre 20 et 60 µA.cm-2. Il est difficile de conclure, avec ce nombre d’échantillons 

et cette dispersion des valeurs de courants catalytiques, laquelle des deux biocathodes : compressée 

ou lyophilisée, est la plus stable.  

Cependant, si l’on compare les densités de courant obtenues avant et après implantation (175 µA.cm-

2 pour la cathode compressée avec liant chitosan, 230 µA.cm-2 pour cathode lyophilisée), une chute 

des courants catalytiques d’un facteur allant de quatre à vingt après un mois d’implantation est 

observé. Cette diminution est due à un cumule de différent phénomène. Une des premières causes 

est due à d’une désactivation de sites catalytiques ou bien, une diminution de la surface électro active 
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de la biocathode due à des phénomènes de dégradation des biocathodes durant la période 

d’implantation. Cette hypothèse semble la plus probable du fait que les courants capacitifs mesurés 

après implantation diminuent d’un facteur d’environ trois, comparés aux courants capacitifs mesurés 

avant implantation (figures 88). 

En effet, le courant capacitif dépend principalement de la surface électro active de la bio cathode. Le 

catalyseur Fe/N-rGO est relativement peu impacté par les conditions in vivo, contrairement aux autres 

catalyseurs abiotiques testés in vivo tel que le platine qui souffre des risques d’empoisonnement. Ce 

résultat montre le potentiel prometteur de ce catalyseur pour l’application biopile implantable. 

D’autre part, lors de l’application de la membrane d’hydrogel de PVA sur la surface de la biocathode, 

on observe une perte de l’électrode. En effet, la membrane d’hydrogel de PVA adsorbe une partie de 

l’électrode. Des mesures en chronoampérométrie sur diverses électrodes ont été effectuées avant et 

après ajout de la membrane afin de mesurer l’impact de ce phénomène. Une perte moyenne des 

performances électrochimiques allant de 20 à 71% a été observé après ajout de la membrane de PVA 

autour des cathodes Cette perte de performance peut être anticipée en ajoutant un séparateur en 

silicone poreux permettant d’éviter tout contact entre l’hydrogel de PVA et la biocathode. Suite à ces 

résultats, il est clair que la géométrie, la tenue mécanique ainsi que la stabilité chimique dans les 

conditions in vivo jouent un rôle majeur dans l’évolution des performances électrochimiques de la 

biocathode après implantation. 

  

 
Figure 88:a/ Mesures de chronoampérométrie avant (gris) et après (bleu) implantation effectuées à 100 mV vs ECS en solution 
saline de PBS en condition physiologique de la biocathode lyophilisée C ; b/ détails du chronoampérogramme a/ 

a b 

j (
µ

A
.c

m
-2

) 



126 
 Gauthier Menassol 

6 Conclusion 
Au cours de ce chapitre, les résultats obtenus sont en accords avec la littérature et confirment la 

cytocompatibilité du chitosan et de l’hydrogel de PVA [144], [157]. Nous avons montré pour la 

première fois que le catalyseur Fe/N-rGO sous forme de particules et nanoparticules, ne présente pas 

de toxicité aigüe, ce qui est en concordance avec les résultats obtenus par Srikanth et al. [158] ainsi 

que par Wojtoniszaka et al. [159] sur le graphène. Cependant, nous avons observé que la présence du 

catalyseur Fe/N-rGO affecte la cinétique de croissance cellulaire, chose qui aura besoin d’études plus 

approfondies. Pour cela et pour les études in vivo, il a été décidé que le catalyseur présent dans les 

biocathodes implantées ne devra pas être en contact direct avec l’organisme vivant.  

De manière plus générale, aucun des constituants susceptibles de composer la biocathode ne semble 

être cytotoxique. Bien que ces études soient préliminaires et demandent à être complétées par 

d’autres tests, notamment étudier les effets qui peuvent apparaitre à long terme, ces résultats restent 

un bon indicateur et ont permis d’aller vers les études in vivo. 

L’implantation des biocathodes dans les rats, qu’elles soient compressées ou bien lyophilisées, n’ont 

pas impacté le comportement de leurs hôtes. En effet, après un mois d’implantation les rats avaient 

une activité normale, une consommation régulière de nourriture et une prise de poids commune et ne 

montraient aucun signe de souffrance. Les euthanasies n’ont révélé aucune anomalie au niveau du 

foie, des reins, des poumons et du cœur. Après explantation, trois des quatre échantillons étaient 

entourés d’un tissu cellulaire d’épaisseur fine, de plus, une très faible adhésion a été observée du tissu 

sur la surface des biocathodes. Ceci indique des réactions inflammatoires, post-opération, peu intenses 

très certainement dues à la présence de la membrane de PVA dont la surface possède d’excellentes 

propriétés d’anti encrassements, ceci en accord avec les travaux de Peven et al. [144]. L’histologie 

effectuée sur les trois tissus obtenus, montre une réaction inflammatoire dans chacune des situations, 

ainsi que la présence de tissus adipeux pour les deux premiers implants. Il a également été observé 

une forte vascularisation proche de la zone d’implantation offrant ainsi des concentrations en oxygène 

et en glucose propices au bon fonctionnement de notre électrode une fois combinée en biopile. On 

note également la présence d’une matrice de fibrine et de collagène relativement dense et lâche pour 

le dernier implant.  

En outre, les performances électrochimiques ex vivo montrent que les biocathodes restent électro 

actives après un mois d’implantation. Une baisse des performances électrochimiques de 80% a été 

observée. Cette baisse est largement due à la présence de la membrane de PVA qui a tendance à 

désorber une partie du catalyseur de la cathode. Toutefois, cet effet pourrait être évité en ajoutant un 

séparateur empêchant le contact entre l’électrode et la membrane de PVA. (e.g. silicone poreux). 
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 Chapitre 4 : Utilisation de la biocathode en biopile  
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1 Introduction 
Le but de ce chapitre est de développer une biopile à partir de cathodes constituées de Fe/N-rGO et 

capables d’alimenter un DMIa tel que le pacemaker, soit de fournir 30 µW [20] et ceci in vivo. La 

littérature nous informe sur les différents travaux qui ont approché cet objectif avec notamment les 

travaux de Holade et al. [65], développés dans le chapitre 1, ont démontré une biopile abiotique 

capable de fournir 105 µW avec une d.d.p. de 350 mV et une densité de courant de 0,65 mA.cm-2. 

Toutefois ces travaux sont en condition in vitro (5,4 mM de glucose) et ne tiennent donc pas compte 

de la dimension biologique. Southcott et al. [169] ont fabriqué une biopile dont les enzymes, la laccase 

et la quinoprotéine glucose déshydrogénase, étaient immobilisées sur du buckypaper. La biopile, 

parcourue par un flux constant de sérum humain mimant la circulation sanguine (6,4 mM en glucose), 

a généré une densité de courant de 0,83 mA.cm-2, une ddp de 470 mV et une puissance générée de 77 

µW.cm-2. Cette puissance fut suffisante pour alimenter un pacemaker sur une période de cinq heures. 

Un autre exemple de la littérature sont les travaux de Zebda et al. [170], les auteurs ont fabriqué et 

implanté une biopile enzymatique de glucose oxidase et laccase capable de fournir 570 mV et 193,5 

µW.cm-2 sur une période de 110 jours. 

Après avoir démontré la biocompatibilité des graphène dopés et leur sélectivité face au glucose, ce 

chapitre sera consacré à leur utilisation pour réaliser une pile complète. Pour cela les cathodes 

abiotiques précédemment mises au point seront associées à des anodes. Deux types d’anodes ont été 

employés : abiotiques ou enzymatiques. Les premières ont été développées par le laboratoire IC2MP 

de l’université de Poitiers et sont à base de nanoparticules métalliques (or, platine et alliages) 

supportées sur du graphène [171]. La cytocompatibilité de ces composés a été étudiée dans un premier 

temps avant de mettre en forme ces catalyseurs dans des anodes et de les tester électrochimiquement 

in vitro. La même approche a été suivie avec les anodes enzymatiques, deux enzymes décrites dans la 

littérature et déjà étudiées au laboratoire ont été mises en œuvre : la glucose oxydase (GOx) et la 

glucose déshydrogénase (GDH). 

Des implantations de ces différentes piles (abiotiques ou hybrides) ont été réalisées dans des rats en 

intra-abdominal pour évaluer les effets sur les performances électrochimiques et la réaction de 

l’organisme face à ces composés. Les performances et stabilités des biopiles fabriquées seront 

finalement comparées à celle de la littérature. 
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2 Fabrication et caractérisation de bioanodes enzymatiques et abiotiques 
Les catalyseurs d’oxydation du glucose, enzymatiques ou abiotiques doivent répondre aux mêmes 

exigences que les catalyseurs de réduction de l’oxygène : sélectivité, stabilité, biocompatibilité. Dans 

le cas des systèmes enzymatiques la stabilité concerne également la résistance des enzymes à la 

dénaturation lors des processus de mise en forme de l’anode.  

 

2.1 Anodes Abiotiques 
Dans le cadre du projet ANR « IMaBiC », le laboratoire IC2MP a développé plusieurs types de 

catalyseurs abiotiques en utilisant la méthode BAE (Bromide Anion Exchange). Cette méthode permet 

la synthèse de nanoparticules de platine (Pt), d’or (Au) ou d’or/platine (Au/Pt) ancré à la surface de 

différents supports carbonés (vulcan ou rGO). La taille de ces particules varie de 2 à 15 nm pour les 

particules d’or et des tailles inférieures à 5 nm pour les particules de platine. Les supports carbonés 

mis en œuvre sont le Vulcan, l’oxyde de graphène (GO) et l’oxyde de graphène réduit (r-GO). Dans tous 

les cas ce dernier support (r-GO), s’est révélé le plus performant. De plus il s’agit du même r-GO utilisé 

comme point de départ pour la synthèse des catalyseurs de réduction de l’oxygène. Les catalyseurs à 

base de nanoparticules de platine pur sur r-GO ainsi que les deux formulations mixtes avec un mélange 

de 50% d’or et 50% de platine (Au50Pt50/rGO) et 70% d’or et 30% de platine (Au70Pt30/rGO) se sont 

révélés les plus efficaces. 

Dans un premier temps, la cytotoxicité de ces catalyseurs a été étudiée sur une culture cellulaire de 

3T3-L1, puis les performances et limites électrochimiques en conditions physiologiques de ces 

catalyseurs mis sous formes d’électrodes ont été évaluées. 

 

2.1.1 Culture cellulaire en présence de catalyseur abiotique 

Une culture des cellules 3t3-L1 à 37°C, 5% CO2, en milieu DMEM a été effectuée en présence de 

particules de catalyseur Pt-rGO, Au70Pt30/rGO et Au50Pt50/rGO. Les figures 89a et 89b montrent des 

cellules 3t3-L1 en présence des catalyseurs Pt-rGO et Au70Pt30/rGO. On note la présence de cellules 

fusiforme, soulignant l’adhérence des cellules en présence des particules et nanoparticules de 

catalyseurs à la plaque de culture. De plus, des cellules en phase de mitose sont observables (cercles 

verts), démontrant que les 3T3-L1 sont capables de proliférer en présence des catalyseurs Pt-rGO et 

Au70Pt30/rGO. 
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Figure 89: Cellules 3T3-L1 en présence de catalyseur a/ Pt-rGO, b/ Au70/Pt30-rGO, c/ Au50/Pt50-rGO, à 50 µg/mL, après 2 jours 
d’incubation à 37°C, 5% CO2, DMEM cercle vert cellules en mitose, cercle violet cellules fusiformes 

Après 48 heures d’incubation à 37,5°C des cellules 3t3-L1 fusiforme en présence du catalyseur 

Au50/Pt50-rGO, on observe que la présence du catalyseur n’empêche pas l’adhésion cellulaire sur la 

plaque de culture. De plus, plusieurs cellules sont observées en contact avec des particules de 

catalyseur Au50/Pt50-rGO, confirmant ainsi, que le catalyseur ne présente pas de toxicité aiguë face au 

temps d’exposition.  

Après 48h d’exposition, aucun des catalyseurs testés n’a montré de toxicité pouvant éliminer 

la totalité des cellules 3t3-L1. Les cultures cellulaires effectuées en présence des trois catalyseurs ont 

démontré des cellules fusiformes, forme spécifique aux cellules 3t3-L1 lorsqu’elles sont en culture et 

qu’elles cherchent à former un réseau cellulaire, ce qui démontre que ces conditions n’affectent pas 

le comportement des cellules 3t3-L1. Lors des tests mettant en jeu les catalyseurs Pt-rGO et 

Au70Pt30/rGO, il a été observé des cellules en phase de mitose, ce qui démontre que ces catalyseurs 

n’empêchent pas les cycles de reproduction des cellules 3t3-L1. Il serait pertinent d’implanter ces 

catalyseurs afin d’étudier sur une autre échelle, l’impact qu’ils pourraient avoir sur un organisme entier 

(e.g. rats). 

2.1.2 Fabrication des anodes abiotiques 

Les anodes caractérisées au cours de ce chapitre ont été fabriquées par compression, dans la mesure 

où ce procédé est le mieux maitrisé et offre une résistance aux contraintes mécaniques satisfaisante. 

Chacune des anodes a été fabriquée en compressant 30 mg de catalyseur et sans ajout de liant, en 

revanche, les anodes furent encapsulées d’une membrane de chitosan. Cet ajout permet d’apporter 

un maintien de la structure de l’électrode. Toutefois, les membranes de chitosan ne permettent pas 

de limiter le bio-encrassement lors des implantations, il faudra donc ajouter une membrane de PVA si 

des implantations sont envisagées. Aucun liant n’a été ajouté car les premières anodes fabriquées à 

l’aide de liant chitosan ou PVA, se démantelaient sous l’effet du gonflement lors de l’immersion de 

l’électrode en solution. Une solution alternative a donc été mise au point par encapsulation, toutefois, 

la diffusion des espèces chimiques pourrait être impactée. 

a b c 
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2.1.3 Performances électrochimiques d’anodes abiotiques 

2.1.3.1 Après fabrication 

En raison des forts courants capacitifs de ces électrodes (difficulté de réaliser des 

cyclovoltammogrammes) celles-ci ont été caractérisées par des expériences de CA. Ces dernières 

permettent l’observation des phénomènes faradiques une fois le régime stationnaire atteint. Lors de 

nos premiers tests électrochimiques, une sensibilité aux chlorures de l‘ensemble de ces catalyseurs a 

été observée. Aussi, des mesures en présence de glucose et différentes concentrations en ions 

chlorure ont été effectuées, afin d’estimer les densités de courants qu’il serait possible d’atteindre en 

milieu physiologique.  

  

 

Les figures 90a et 90b représentent les courbes d’évolution de l’intensité en fonction du temps pour 

un potentiel de 0 V vs ECS (potentiel donné par le laboratoire IC2MP) enregistrées pour l’anode 

composée du catalyseur Au70Pt30/rGO. Après une première période sans réactifs, du glucose est ajouté 

(5 mM concentration finale), puis après 30 min de stabilisation, des ions chlorures sont ajoutés par 

incrément de 1 M pour atteindre une concentration représentative du milieu physiologique (150 mM). 

Une densité de courant initialement négative est obtenue, suivie d’une forte augmentation de la 

densité de courant après ajout de glucose : 1763 A.cm-2. L’addition de chlorure de sodium par fraction 

provoque une diminution importante, par paliers, de la densité de courant jusqu’à atteindre un état 

stationnaire à : 255 A.cm-2. 

  

Figure 90: a/ Chronoampérométrie d’une anode composée de 30 mg Au70Pt30/rGO à 0V vs ECS sous air avec ajout de 
glucose (total de 5 mM) et de NaCl (total de 150 mM) b/ Vue d’ensemble du chronoampérogramme (a) 
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Les mêmes études ont été effectuées sur les anodes comportant les catalyseurs Pt-rGO et 

Au50Pt50/rGO. Le tableau suivant résume les densités de courant des trois anodes fabriquées, les 

densités sont obtenues avant et après ajout de glucose et ions chlorures : 

Anode Initiale Glucose 5mM NaCl 150mM 

Au50Pt50/rGO -45 µA.cm-2 520 µA.cm-2 94 µA.cm-2 

Au70Pt30/rGO -278 µA.cm-2 1763 µA.cm-2 255 µA.cm-2 

Pt-rGO -280 µA.cm-2 2004 µA.cm-2 470 µA.cm-2 

Figure 91:Densités de courant des anodes compressées comportant les catalyseurs de Lemoine et al. 0 V vs ECS, contre 
électrode de platine 

Les catalyseurs Pt-rGO et Au70/Pt30-rGO présentant de meilleures performances électrochimiques en 

présence de chlorure et étant non-cytotoxiques ils ont été choisi afin de réaliser des anodes qui seront 

implantées. 

2.1.3.2 Après implantation 

Comme décrit dans le chapitre 3 de ce manuscrit, les électrodes ont dans un premier temps été 

encapsulées dans une membrane d’hydrogel de PVA afin de limiter l’encrassement biologique et 

d’éviter un contact direct de l’anode avec l’organisme biologique. Les implants ont subi une 

stérilisation aux rayons gamma (12 kGy) et ont été implantés en intra abdominal chez le rat. Après 

implantation, les rats n’ont montré aucun signe de souffrance ou de mal être. Après 4 semaines 

d’implantation les rats ont été euthanasiés, l’autopsie n’a révélé aucun organe endommagé, le foie, le 

cœur, les poumons et les reins étaient tous sains. 

 

 

 

 

 

 

Les figures 92a et 92b montrent les bioanodes constituées de Au70Pt30/rGO et Pt-rGO explantées, un 

tissu biologique s’est développé autour de chaque anode, toutefois, ce tissu n’a montré aucune 

adhérence sur la membrane de PVA, ce qui souligne le rôle anti-encrassement biologique de cette 

dernière. L’observation montre également la présence de vaisseaux sanguins, démontrant une 

vascularisation de ces tissus. 

  

a 
b 

Figure 92 : a: Anode explantée et composée de 30 mg de Au70Pt30/rGO; b : Anode explantée et composée 
de 30 mg de Pt-rGO 
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Les anodes ont ensuite été caractérisées par chronoampérométries, la figure 93 montre une 

chronoampérométrie obtenue à 0 V vs ECS pour l’anode composée du catalyseur Pt-rGO explantée.  

 

 

La courbe de chronoampérométrie montre une densité de courant proche de 110 µA.cm-2 en présence 

de 50 mM de glucose (soit dix fois la concentration physiologique), de 150 mM d’ions chlorures et 

après 5 heures de stabilisation. En comparant les densités de courant avant (470 µA.cm-2) et après 

implantation, on note une très forte diminution des propriétés électrochimiques. Après ajout de la 

solution de chlorure à t = 2 h, puis à t = 6,3 h, la densité de courant chute et atteint 10 µA.cm-2 

soulignant une désactivation du catalyseur anodique par les ions chlorures. 

La figure 94 montre une chronoampérométrie effectuée après implantation sur une anode de 

Au70Pt30/rGO à 0 V vs ECS sur une anode de Au70Pt30/rGO.  

 

Figure 94: Chronoampérométrie d’une anode explantée et composée de 30 mg de Au70Pt30/rGO à 0 V vs ECS, en présence de 
50 mM Glucose 

La chronoampérométrie est effectuée en solution saline de PBS (150 mM de Cl-) et avec 50 mM de 

glucose. Une densité de courant de l’ordre de -7 µA.cm-2 est observée après 5 heures de stabilisation. 

Figure 93: Chronoampérométrie d’une anode explantée et composée de 30 mg de Pt-rGO à 0 V vs ECS, en 
présence de 50 mM Glucose dans une solution saline de PBS 
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Bien qu’on note une légère augmentation de la courbe en fin de mesure, les performances 

électrochimiques sont très éloignées de celles obtenues avant implantation (255 µA.cm-2) et 

également très faible. 

2.1.3.3 Conclusion sur les performances électrochimiques 

Les tests de cytotoxicité et les observations réalisées après implantation sur les catalyseurs développés 

par Lemoine et al. [171], suggèrent aucun risque de toxicité pour l’organisme vivant. Les études 

électrochimiques montrent que ces catalyseurs abiotiques ont une excellente activité 

électrocatalytique pour l’oxydation du glucose et les densités de courants mesurées en 

chronoampérométrie à 0 V vs ECS, en présence de 5 mM de glucose, sont comprises entre 2000 et 500 

µA.cm-2. Cependant, les études effectuées en CA ont révélé la sensibilité des catalyseurs face aux ions 

chlorures. En effet, la présence des ions chlorures a tendance à diminuer l’activité électro catalytique 

de ces catalyseurs, ce qui se traduit par une forte diminution des courants d’oxydation du glucose. Ces 

diminutions peuvent être expliquées par un phénomène de complexation des ions chlorures en surface 

des nanoparticules d’or et de platine qui affectent grandement les densités de courants. 

Après implantation, et comme dans le cas des biocathodes, les performances des bioanodes ont 

diminué considérablement, certainement due à des phénomènes de dégradation des bioanodes 

induits, entre autres, par la présence des ions chlorures. D’autre part, l’implantation n’affecte pas 

l’organisme biologique des rats qui n’ont démontré aucun signe de souffrance ou de gêne. En 

revanche, les implantations ont fortement impacté les densités de courants des anodes constituées 

des catalyseurs Pt-rGO et Au70/Pt30-rGO. 

Suite à ces résultats et compte tenu du fait qu’en milieu physiologique la perte d’activité de ces anodes 

est trop importante, des anodes mettant en jeu des systèmes enzymatiques ont été choisies afin d’être 

combinées en biopile (Bfc) avec des cathodes composées de Fe/N-rGO 

2.2 Anode Enzymatique 

2.2.1 Choix des matériaux 

Il existe plusieurs enzymes capables d’effectuer l’oxydation du glucose, les plus connues de la 

littérature sont la glucose oxydase (GOx), la glucose déshydrogénase (GDH), la cellobiose 

déshydrogénase (CDH), la pyranose déshydrogénase (PyDH), la pyranose oxydase (PyOx) ou encore la 

glucose déshydrogénase FAD-dépendante (FAD-GDH). Afin d’effectuer des tests en biopile, deux 

enzymes ont été sélectionnées pour développer deux types d’anode : la glucose oxydase ou la glucose 

déshydrogénase FAD-dépendante ou FAD-GDH 
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2.2.1.1 La Glucose oxydase (GOx) 

La glucose oxydase est probablement la protéine la plus utilisée pour catalyser la réaction d’oxydation 

du glucose à l’anode des biopiles glucose-O2. L’une des principales raisons est qu’elle fut utilisée à 

grande échelle depuis les années 1950 [172], elle est notamment utilisée pour la fabrication des 

biocapteurs métaboliques [173]–[175]. 

La GOx, est une enzyme constituée de deux unités identiques ou homodimère, qui contiennent le 

cofacteur organique rédox: la Flavine Adénine Dinucléotide (FAD) (figure 95 d’après [176]). 

 

Figure 95: Représentation de l’enzyme GOx et son groupement rédox [175] 

Grâce à ce cofacteur organique et à l’environnement protéique de ce dernier, la GOx réalise l’oxydation 

du glucose en gluconolactone par un processus à deux électrons, quant au gluconolactone produit, 

celui-ci est spontanément hydrolysé en acide gluconique. Après oxydation du glucose, la GOx se trouve 

alors sous forme réduite (FADH2), qui peut alors s’oxyder spontanément à l’aide d’un accepteur 

d’électron naturel : l’oxygène (figure 94 selon [177]). 

 

Figure 96:Mécanisme réactionnel d’oxydation du glucose par un groupement FAD selon [176] 

Cette réaction a pour conséquence de limiter le transfert électronique entre la protéine et l’électrode, 

de plus, comme il est constaté sur le schéma de Wiit et al. [177] cette réaction met en jeu un processus 

à deux électrons, ce qui favorisera la production de peroxyde d’hydrogène. Cependant, cette réaction 

peut être limitée en employant une co-enzyme : la catalase, capable de dismuter le peroxyde 

d’hydrogène en oxygene et eau. 
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2.2.1.2 La Glucose Déshydrogénase FAD dépendante (FAD-GDH) 

Comme pour l’enzyme GOx, cette enzyme possède un site actif, la FAD, siège de l’oxydation du glucose, 

notons que cette enzyme est également susceptible d’oxyder d’autres sucres comme le D-xylose ou 

encore le 2-deoxy-D-glucose. 

 

Figure 97: Représentation de la FAD-GDH et son groupement rédox [177] 

L’enzyme FAD-GDH (figure 97 [178]) présente l’avantage, de ne pas utiliser l’oxygène comme 

accepteur d’électrons [179], [180]. Cette propriété est un avantage considérable pour l’application en 

tant que biopile à glucose et oxygène, compte tenu du fait que d’une part l’oxygène est uniquement 

consommé à la cathode, et d’autre part qu’il n’y ait pas de production de peroxyde d’hydrogène. 

L’enzyme FAD-GDH fait l’objet de nombreuses recherches du fait de son utilisation dans les 

biocapteurs à glucose mais aussi en tant qu’anode pour les biopiles enzymatiques à glucose et oxygène 

[181]–[183]. 

2.2.1.3 Connexion de l’enzyme à l’électrode 

Si l’utilisation des enzymes présente des avantages (sélectivité, cinétique élevée) la principale difficulté 

est de les ancrer de manière à pouvoir transférer les charges entre le site actif et la surface de 

l’électrode. Comme vu lors du premier chapitre de ce manuscrit, il existe différentes méthodes pour 

cela : 

- Adsorption 

- Réticulation 

- Encapsulation 

- Assemblage supramoléculaire 

- Immobilisation par lien covalent 

Chaque méthode de connexion possède des avantages et des inconvénients, l’adsorption permet 

d’éviter de dénaturer les enzymes et sauvegarde le mécanisme catalytique initial, toutefois, les 

enzymes adsorbées peuvent se désorber de l’électrode et ainsi partir en solution. La méthode par 

réticulation permet la formation d’agrégat d’enzymes à l’aide d’agent de couplage (ou de réticulation). 

L’agent de réticulation possède généralement deux fonctions identiques qui lui permet, via une 
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réaction intermoléculaire, de coupler des protéines à ses deux extrémités [184], [185]. Cette méthode 

offre des électrodes plus stables dans le temps que l’adsorption et reste simple à mettre en œuvre, 

toutefois après réticulation les enzymes peuvent se dénaturer et être inactives. La méthode 

d’encapsulation consiste à « piéger » l’enzyme à l’aide d’un réseau tridimensionnel, bien souvent un 

polymère. Celui-ci peut être d’origine naturelle comme le chitosan [186] ou bien synthétique, comme 

le nafion [187]. L’encapsulation peut aussi se faire via une électropolymérisation de monomères 

électroactifs, l’enzyme est alors piégée en surface de l’électrode une fois le polymère obtenu (e.g. 

polyméthylène vert…) [188]. L’encapsulation présente l’avantage d’éviter la désorption et le relargage 

de l’enzyme en solution, en revanche, cette méthode limite la diffusion des espèces chimiques et peut 

diminuer les performances de l’électrode. La méthode d’assemblage de molécules repose sur un 

principe d’interactions moléculaires. Des modifications peuvent être effectuées en surface de 

l’électrode ou bien sur l’enzyme permettant des interactions favorisant l’adsorption à la désorption de 

l’enzyme. Cette technique présente l’avantage de mettre en jeu des interactions électrostatiques ou 

hydrophobes, cette technique peut également mettre en jeu des complexes de coordination [189], 

[190]. Ces interactions sont spécifiques entre l’enzyme et les supra-molécules utilisées et n’altèrent 

pas les propriétés de l’enzyme. Toutefois, dans le cas de la modification de l’enzyme, la chimie mise en 

jeu peut être complexe et modifier les propriétés catalytiques de l’enzyme. L’immobilisation de 

l’enzyme par la formation de lien covalent entre l’enzyme et l’électrode permet une immobilisation 

efficace de l’enzyme. Cette technique met souvent en jeu la formation de liaisons amides, du fait des 

nombreuses fonctions amines présentes sur les enzymes. Bien que cette méthode permette une 

immobilisation efficace, il est observé qu’elle engendre également un greffage aléatoire en surface de 

l’électrode et l’enzyme peut alors être mal orientée, limitant ainsi la réaction d’oxydation du glucose 

et aussi les performances de l’électrode. 

Dans le cas des anodes enzymatiques fabriquées par compression, l’enzyme est encapsulée à 

l’intérieur d’une matrice 3D poreuse composée d’un composite de nanotubes de carbone (MWCNTs) 

et du liant chitosan. Cette méthode présente l’avantage de combiner l’immobilisation par adsorption 

et l’immobilisation par encapsulation, ce qui a un impact positif sur sa stabilité. 

2.2.1.4 Transfert d’électron de l’enzyme à l’électrode 

Les électrodes enzymatiques mettent en jeu des échanges d’électrons entre les centres catalytiques 

des enzymes et le collecteur d’électrons employé, c’est de ces échanges que dépendra l’efficacité 

catalytique de l’électrode. Ces transferts d’électrons, sont effectués de deux manières : direct ou 

indirect. 

Le transfert direct d’électrons (DET) est un phénomène connu de la littérature et qui a été observé à 

plusieurs reprises et pour différentes enzymes [181], [191]–[197]. Toutefois, il arrive que le DET ne 
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s’effectue pas ou soit défavorisé, généralement pour des raisons de mauvaise affinité entre l’enzyme 

et l’électrode. Pour remédier à cette lacune, il est possible d’ajouter une molécule redox capable de 

substituer les électrons mis en jeu au centre de l’enzyme et joue le rôle de « navette » électronique 

entre l’électrode et l’enzyme (figure 98). Ce type de molécule est généralement de faible masse 

moléculaire afin de favoriser sa diffusion. Ces molécules sont communément nommées : médiateurs 

redox et le transfert d’électrons est alors appelé : transfert électronique médiaté (MET). 

 

Figure 98: Schéma mettant en jeu un DET et un MET à partir de l’oxydation du glucose 

Les médiateurs, peuvent être liés à l’électrode ou à l’enzyme via des procédés similaires à ceux décrits 

en amont (encapsulation, lien covalent…) pour l’enzyme. Le choix du médiateur lors de la fabrication 

de l’électrode est crucial car il permet d’optimiser les courants catalytiques en connectant les sites 

actifs à l’électrode. Toutefois, du fait que les potentiels redox des médiateurs doivent permettre 

d’oxyder ou réduire l’enzyme, l’ajout de médiateur(s) a pour conséquence de diminuer la force 

électromotrice (f.e.m.) (ou tension) de la biopile dans lesquels ils sont employés (figure 99). 

 

Figure 99: Exemple de l'impact du médiateur sur la f.e.m. 
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Certaines enzymes sont connectées à l’électrode et permettent le DET, pour beaucoup d’autres, un 

médiateur est bien souvent nécessaire afin de transférer les électrons. La littérature est très riche en 

variété de médiateurs, parmi les plus connus et utilisés on peut trouver des complexes métalliques tels 

que les dérivés du ferrocène ou les complexes d’osmium, on trouve également de nombreux dérivés 

des quinones, des azines ou encore des viologènes. 

Le potentiel du médiateur doit favoriser thermodynamiquement la catalyse de la 

réaction redox. Le potentiel redox du médiateur doit obligatoirement être supérieur 

à celui de l’enzyme à l’anode et inférieur à celui de l’enzyme à la cathode afin de 

permettre les réactions redox. Le potentiel du médiateur ne doit pas être trop 

proche de celui de la biomolécule redox sous peine de diminuer l’efficacité de 

l’échange électronique. La structure chimique de la sonde redox ne doit pas être trop volumineuse du 

fait de l’encombrement stérique dont souffre l’enzyme, en effet, un médiateur trop volumineux aura 

difficilement, voire nullement, accès au site actif. L’utilisation de médiateur a des avantages et des 

inconvénients, il améliore la connexion de l’enzyme, le transfert d’électron ainsi que la densité de 

courant, mais il diminue la d.d.p. de la biopile. Dans le cadre des enzymes sélectionnées, GOx et FAD-

GDH, le DET est encore aujourd’hui sujet à discussion pour la GOx [198]–[200] et n’a, à ce jour, pas été 

démontré pour la FAD-GDH, aussi, un médiateur sera incorporé aux anodes fabriquées : la 1,4-

naphtoquinone (NQ) (figure 100). Les avantages de ce médiateur sont nombreux, en plus d’être de 

petite taille, ce qui permet des échanges rapides, la NQ donne des courants catalytiques élevés à des 

potentiels rédox attractifs [201], [202]. On notera toutefois pour la NQ, la possibilité d’effectuer des 

réactions secondaires en présence d’amines aliphatiques ceci dans des conditions douces. 

2.2.1.5 Support conducteur de l’électrode : les nanotubes de carbone 

Les nanotubes de carbone (NTCs) sont des matériaux à base de carbone qui présentent une 

conductivité électronique élevée. Les NTC sont particulièrement recommandés pour l’électrochimie 

de molécules organiques et biomolécules, vis-à-vis desquelles ils ont de bien meilleures propriétés 

électrochimiques que les métaux nobles [203]. Les NTCs sont très utilisés dans le domaine de 

l’électronique imprimé, pour des dispositifs de bio-analyse en raison de leur biocompatibilité et 

conductivité. Lors de la synthèse des NTCs il est possible de contrôler leur diamètre et ainsi 

selectionner un diamètre favorisant l’approche des sites actifs de protéines redox comme la GOx ou la 

FAD-GDH [204]. Il a également été démontré que la stabilité des enzymes était supérieure en surface 

des NTCs que sur celle du graphite [205] et que les enzymes en surface des NTCs semblent moins se 

dénaturer lors de leur fonctionnement [206]. La synthèse des NTCs offre différentes structures des 

NTCs qui peuvent être obtenues à mono (en anglais : Single Walled Carbon Nanotubes ou SWCNTs) ou 

multi feuillets (en anglais : Multi-Walled Carbon Nanotubes ou MWCNTs). 

Figure 100: Formule de 
la 1,4-naphtoquinone 



140 
 Gauthier Menassol 

Un autre point fort des CNTs est leurs propriétés mécaniques exceptionnelles. Du fait de la présence 

de la double liaison C=C et d’un système π hautement conjugué au sein du système aromatique du 

graphène, les CNTs offrent une tenue mécanique exceptionnelle avec un module de Young moyen 

d'environ 1,28 TPa pour des SWCNTs [207] et des modules d’Young de 0,1 à 0,3 TPa pour des MWCNTs 

[208], [209]. De plus, les CNTs démontrent une flexibilité certaine et peuvent également reprendre 

leur forme initiale après une déformation [210]. Les propriétés mécaniques des CNTs sont considérées 

parmi les meilleures recensées à ce jour. Par conséquent, les nanotubes de carbone sont d’excellents 

candidats pour des applications multifonctionnelles comme le renfort mécanique des matériaux. Enfin 

du fait de leur hybridation sp2 qui leur confère des électrons π délocalisés parallèles aux feuillets, les 

CNTs possèdent une conductivité électronique élevée. 

C’est pour le cumul de ces nombreuses et prometteuses propriétés, que les MWCNTs seront utilisés 

comme support du médiateur NQ, des enzymes GOx et FAD-GDH, ceci afin de fabriquer deux types 

d’anodes. 

2.2.2 Fabrication des anodes enzymatiques 

Afin de fabriquer des bioanodes enzymatiques, le procédé par compression mécanique a été choisi. Le 

protocole de fabrication des anodes enzymatiques diffère par rapport à celui des cathodes abiotiques, 

toutefois quelques étapes restent similaires, notamment dans la préparation et intégration du liant 

organique (ici : le liant chitosan). 

Dans une première étape, le médiateur (NQ) est mélangé au MWCNTs, puis adsorbé à l’aide du solvant 

acétonitrile (dissolution de la NQ). L’acétonitrile est ensuite évaporé et le mélange NQ-MWCNTs séché. 

L’enzyme est ensuite ajoutée (GOx et Catalase pour le premier type d’anode, et FAD-GDH pour le 

deuxième) et mélangée. Suite à cela, une solution de liant est ajoutée et le mélange est homogénéisé. 

Après homogénéisation, le mélange est transvasé dans un moule puis compressé à l’aide d’une presse 

hydraulique (voir annexe). 

Un contact électrique est ensuite ajouté à l’aide de pâte de carbone puis protégé à l’aide de silicone. 

Les électrodes peuvent ensuite être testées via mesures électrochimiques. 

2.2.3 Performances électrochimiques des anodes enzymatiques 

2.2.3.1 FAD-GDH-Naphtoquinone-MWCNTs 

Les anodes ont été fabriquées de même dimension que précédemment, soit 0,5 cm de diamètre et 0,3 

cm d’épaisseur composées de 3 mg de FAD-GDH, 30 mg de MWCNTs et 30 mg de NQ. La NQ est ajoutée 

en excès et son surplus est relargué par lavage de l’anode. Ces bioanodes étant fonctionnelles en 

conditions physiologiques, toutes les études électrochimiques ont été faites dans un tampon 

phosphate à pH = 7,4. Comme pour les précédentes électrodes, ces électrodes ont été caractérisées 
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par chronoampérométrie à 0 V vs ECS (figure 101). Consécutivement à l’ajout d’une solution de glucose 

au milieu (concentration après ajout 5 mM), un courant catalytique de 50 µA (255 µA.cm-2) est observé. 

 

 

Figure 101: Chronoampérométrie d'une anode FAD-GDH-NQ-MWCNTs à 0 V vs ECS avec ajout de Glucose (Cfinale 5 mM) en 
condition physiologique PBS 

Si l’on compare cette densité de courant à celles obtenues en amont, nous observons que les anodes 

enzymatiques FAD-GDH-NQ-MWCNTs offrent des densités supérieures aux anodes abiotiques 

comportant les catalyseurs bimétalliques : Au70Pt30/rGO et Au50Pt50/rGO, pour lesquels ont été obtenus 

respectivement 94 A.cm-2 et 255 A.cm-2, avant implantation. Toutefois, notons que l’anode 

abiotique monométallique (Pt-rGO) offre une densité de courant supérieure (470 µA.cm-2). On peut 

également observer sur la figure qu’après ajout du glucose la densité de courant augmente très 

rapidement, soulignant ainsi la sensibilité de l’anode face au glucose ainsi qu’une cinétique de catalyse 

élevée. Egalement, à l’inverse des anodes abiotiques, aucune sensibilité aux ions chlorures n’est 

constatée (150 mM d’ions chlorures présents dans la solution de PBS). 

 

2.2.3.2 GOx-Catalase-Naphtoquinone-MWCNT 

Comme pour les anodes composées avec l’enzyme FAD-GDH, les anodes mettant en jeu les enzymes 

GOx et catalase ont été fabriquées par compression et de mêmes dimensions (épaisseur : 0,3 cm ; 

diamètre 0,5 cm). 

Les anodes comportent un mélange de 10 mg de GOx, 10 mg de catalase, 30 mg de NQ et 30 mg de 

MWCNTs. Ces anodes, comme les précédentes anodes enzymatiques, fonctionnent en conditions 

physiologiques, aussi les mesures électrochimiques ont été effectuées à pH 7,4 et dans une solution 

saline de phosphate (PBS). 
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La figure 102 montre une chronoampérométrie effectuée à 0 V vs ECS d’une anode de GOx-Catalase-

NQ-MWCNTs. Après ajout d’une solution de glucose permettant d’obtenir une concentration de 5mM, 

un courant catalytique de 16,7 µA (85 µA.cm-2) est observé. 

 

Figure 102: Chronoampérométrie d'une anode GOx-catalase-NQ-MwCNTs à 0 V vs ECS à 5 mM de Glucose et en conditions 
physiologiques 

Les densités de courant que peuvent fournir ce type d’anode sont inférieures d’un facteur 3 à celles 

obtenues avec l’anode comportant l’enzyme FAD-GDH. Ceci peut être attribué à une meilleure activité 

catalytique de la FAD-GDH en présence de glucose et de NQ et du fait que la FAD-GDH est plus soluble 

que la GOx, ce qui peut induire une meilleure distribution de la FAD-GDH dans l’électrode. 

Une réponse au glucose plus lente que l’anode enzymatique FAD-GDH-NQ-MWCNTs est observée, ce 

qui peut résulter d’une diffusion plus lente du glucose au sein de l’électrode. 

 

2.2.4 Conclusion sur les performances électrochimiques 

Les anodes enzymatiques développées ont l’avantage d’être insensibles aux ions chlorures tout en 

offrant, des densités de courants intéressantes. En comparant les anodes enzymatiques entre elles, 

nous notons des performances supérieures pour les anodes composées de l’enzyme FAD-GDH. 

Toutefois les anodes comportant l’enzyme GOx montrent des efficacités similaires à celles obtenues 

dans la littérature [176], [178], [211], il en est de même pour les anodes composées de l’enzyme FAD-

GDH [176], [178]. 
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3 Fabrication et caractérisation de la biopile 

3.1 Résultats in vitro 
Les Bfc constituées de deux bioélectrodes compressées de mêmes dimensions, soit un total de 120 µL 

pour les deux électrodes, ont été caractérisées en conditions physiologiques (pH = 7,4, solution saline 

de tampon phosphate, 5 mM de glucose, sous air), par la méthode de voltampérométrie à balayage 

linéaire (ou LSV pour Linear Sweep Voltammetry). Cette technique permet de déduire la différence de 

potentiel offrant la puissance optimale de la Bfc. 

3.1.1 Biopile FAD-GDH-NQ-MwCNTs et Fe/N-rGO 

Sur les figures 103a et 103b sont représentés les densités de courant et de puissance en fonction de la 

tension aux bornes d’une pile constituée d’une cathode à base de catalyseur Fe/N-rGO et liant 

chitosan, combiné à un système d’anode enzymatique de type FAD-GDH. Ce type de système est donc 

capable de fournir 95 W.cm-2 ou encore 600 W.g-1 ceci pour une tension de 295 mV et en conditions 

physiologiques. 

 

 

Figure 103: LSV d’une Bfc FAD-GDH-NQ-MwCNTs et Fe/N-rGO effectuées à 0,2 mV/s en condition physiologique avec 5 mM 
de glucose sous air 

a/ résultats exprimés en surfacique b/ résultats exprimés en massique 

 

 

  

j (
µ

A
.c

m
-2

) 

j (
µ

A
.c

m
-2

) 



144 
 Gauthier Menassol 

3.1.2 Biopile GOx-Catalase-NQ-MwCNTs et Fe/N-rGO 

De même que précédemment, une mesure LSV en conditions physiologiques et avec 5 mM de glucose 

a été effectuée pour une biopile constituée d’une anode de GOx, catalase, NQ et MWCNTs et une 

cathode comportant le catalyseur Fe/N-rGO. Les deux électrodes ont été fabriquées par compression 

et comportaient le liant chitosan. 

 

Figure 104: LSV d’une Bfc GOx-Catalase-NQ-MwCNTs et Fe/N-rGO effectuées à 0,2 mV/s en condition physiologique avec 5 
mM de glucose sous air 

a/ résultats exprimés en surfacique b/ résultats exprimés en massique 

Sur les figures 104a et 104b, il est possible d’observer des densités de puissances optimales de 85 

W.cm-2 ou encore 560 W.g-1 ceci pour une tension de 250 mV. 

En comparant les deux biopiles développées, le système électrochimique mettant en jeu l’anode 

composée de FAD-GDH offre des densités de puissance et une f.e.m. supérieure à la biopile composée 

de GOx et Catalase, ce qui est en adéquation avec les mesures effectuées sur les anodes enzymatiques. 

3.2 Fabrication des biopiles implantables 
Il n’est pas possible pour le moment au laboratoire de suivre en direct le fonctionnement d’une biopile 

implantée. Cela suppose d’utiliser l’équivalent d’un potentiostat miniaturisé et implanté capable de 

télé-transférer les données de fonctionnement de la biopile. Pour compenser cela et simuler un 

fonctionnement de la biopile (décharge), cette dernière a été connectée à une résistance électrique. 

Deux valeurs de résistances, 80 ou 40 kΩ, ont été choisies en accord avec la tension et le courant que 

le biopile est en mesure de fournir et également en accord avec des expériences faites au laboratoire 

TIMC-IMAG. La résistance est connectée aux deux électrodes à l’aide de pâte de carbone, puis isolée 

du milieu physiologique par une résine acrylique. 

  

j (
µ

A
.c

m
-2

) 

j (
µ

A
.g

-1
) 



145 
 Gauthier Menassol 

Afin d’enrober les Bfc et de les isoler du milieu physiologique, une membrane d’hydrogel de PVA a été 

choisie. Toutefois, l’enrobage direct des électrodes par cette membrane de PVA induit une forte chute 

(70%) des performances électrochimiques. Aussi pour éviter cela, le système biopile / résistance a été 

inséré dans un tube silicone percé qui a ensuite été enrobé par la membrane de PVA (figure 105).  

   

 

Figure 105: Photos des différentes étapes de fabrication des biopiles implantées : 
a/ Anode et cathode connectées à une résistance de 40 kOhms 

b/ Electrodes et résistance insérées dans un tube de silicone 
c/ Ajout d’une membrane de PVA autour d’une biopile 

d/ Scellage de la membrane de PVA 

Une fois la membrane de PVA ajoutée autour de la Bfc, suit une étape de scellage qui consiste à 

appliquer une force constante sur la membrane de PVA, ce qui est le rôle de la pince observée sur la 

figure 105c. 

Le dispositif est ensuite exposé à des rayonnements ionisants (source de 60Co) afin d’être stérilisé. 

Cette méthode est la moins contraignante vis-à-vis du dispositif. Des traitements thermiques ou par 

solvants (éthanol) pouvant modifier la structure des différentes membranes. Toutefois, cette méthode 

de stérilisation requiert une étape de déshydratation de la membrane hydrogel afin de garantir une 

stérilisation homogène de notre implant. Aussi, il est nécessaire avant implantation de réhydrater 

l’ensemble de la biopile et particulièrement de la membrane de PVA afin de garantir la diffusion des 

espèces chimiques au sein de l’implant. Pour garantir une réhydratation homogène de l’implant, une 

solution saline de glucose (5 mM) est ajoutée à l’intérieure du dispositif via un tuyau de polypropylène 

(figure 105c). Le dispositif est ensuite immergé dans une solution de même composition. Le fait 

d’ajouter une solution physiologique glucosée permet également de garantir que la Bfc est en 

fonctionnement lors de son implantation, et facilitera l’équilibre entre la solution implantée et les 

liquides de l’organisme. Après ajout de la solution au sein du dispositif, le tuyau est retiré et la 
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c 

d 



146 
 Gauthier Menassol 

membrane de PVA scellée via compression mécanique. Après cette dernière étape de scellage, le 

dispositif peut alors être implanté. 

Au total de 28 Bfc ont été fabriquées avec succès avec cette méthode. Parmi ces 28 Bfc hybrides, 18 

comportaient des bioanodes mettant en jeu le système enzymatique GOx et catalase, et les 10 biopiles 

hybrides restantes comportaient FAD-GDH. Dans chacun des cas, la moitié des anodes a été reliée à 

une résistance de 40 kΩ et l’autre moitié à une résistance 80 kΩ. Toutes ces Bfc comportaient une 

biocathode compressée de Fe/N-rGO avec le liant chitosan. 

Ce nombre élevé d’implantation a été réalisé en vue d’obtenir une étude statistique permettant à la 

fois de conclure sur l’impact de l’implantation d’une Bfc en fonctionnement sur l’organisme de rats 

vivants, et réciproquement. Ces implantations ont été effectuées sur 3 durées différentes afin de 

déduire l’impact de la durée de l’implantation sur le fonctionnement des Bfc. 

 

3.3 Implantation 

3.3.1 Zone d’implantation 

Les implantations ont été réalisées dans la zone intra abdominale, zone riche en glucose et oxygène et 

dont les mouvements musculaires permettent une diffusion efficace des espèces chimiques. 

3.3.2 Résultats préliminaires 

3.3.2.1 Euthanasies anticipées 

3.3.2.1.1 Résultats Biologiques 

Après avoir effectué les implantations, une première euthanasie anticipée a dû être effectuée 

5 jours après implantation. L’euthanasie a été pratiquée car l’animal présentait des symptômes de 

douleur (prostration, dos voussé avec poils hérissés, douleur à la préhension, fermeture des yeux, 

orientation anormale des vibrisses…). Après autopsie, aucune anomalie au niveau cardio-pulmonaire 

n’a été constaté, ni d’infection due à un micro-organisme. Toutefois, une grande quantité d’ascite 

(V>15 ml) a été observée, de couleur beige-marron. Une couleur anormale et hétérogène a été 

constatée au niveau des organes qui étaient tous agglomérés les uns aux autres avec une très forte 

adhérence. Un très important dépôt de fibrine a également été observé au niveau du foie, des intestins 

et des reins. Du matériau des électrodes a été observé en zone intra abdominale de l’animal. L’autopsie 

a également révélé une perforation abdominale due au délitement des intestins. 

L’autopsie conclut à un choc toxique vraisemblablement dû à une fuite du matériel d’électrode ou à 

un dysfonctionnement du scellage de la membrane de PVA. 
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Figure 106: Biopiles explantées après 5 jours :  
a/ Bfc avec FAD-GDH et R = 40 kΩ 
b/ Bfc avec FAD-GDH et R = 80 kΩ 

Les figures 106a et 106b montrent deux biopiles comportant chacune une anode de FAD-GDH et une 

cathode de Fe/N-rGO, chaque électrode reliée à une résistance de 40 kΩ (figure 106a) et 80 kΩ (figure 

106b). L’observation détaillée de la figure 103b, démontre une zone fragilisée de la membrane de PVA, 

soulignant l’hypothèse de la fuite de matériau d’électrode. Toutefois, il ne nous est pas possible à ce 

jour de conclure définitivement sur la cause de la toxicité aigüe observée, cependant, compte tenu des 

résultats d’implantations effectuées sur la cathode, une suspicion portée sur les composants de 

l’anode peut être envisagée. 

3.3.2.1.2 Résultats Électrochimiques 

Après avoir retiré la membrane protectrice de chacune des deux Bfc, les anodes des Bfc étaient 

endommagées et ne pouvaient faire le sujet d’une étude électrochimique. Après avoir retiré les 

électrodes du tube en silicone, le contact entre la pâte de carbone et la cathode de la Bfc de la figure 

106a était rompu, aussi, une étude électrochimique sur la cathode restante de la Bfc de la figure 106b 

a été effectuée.  

 

Figure 107: Chronoampérogramme d’une cathode composée de Fe/N-rGO et du liant chitosan après 5 jours d’implantation, 
PBS, 100 mV vs ECS, contre Pt 
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La figure 107 est le résultat d’une chronoampérométrie effectuée à 100 mV (vs ECS) en condition 

physiologique et avec 5 mM de glucose. Cette chronoampérométrie a été effectuée sur une cathode 

implantée 5 jours en intra abdominale chez le rat. La cathode démontre toujours une réponse 

catalytique du fait de l’augmentation de la densité de courant lors de l’ajout d’oxygène au milieu à 

t=55,5h, puis, lorsque le barbotage d’oxygène est stoppé et que la concentration en oxygène dissout 

diminue, on observe une baisse de la densité de courant (en valeur absolue). Ceci démontre que la 

biocathode constituée du catalyseur Fe/N-rGO est capable de conserver son activité catalytique après 

5 jours de décharge en continue dans le corps d’un rat. 

3.3.2.2 Euthanasies après 1 mois d’implantation 

3.3.2.2.1 Résultats Biologiques 

Après un mois d’implantation, un total de cinq rats ont été euthanasiés par le chirurgien, ceci 

conformément au planning mis en place. 

Les cicatrices au niveau du derme et de l’épiderme n’étaient plus visibles et les points cutanés s’étaient 

résorbés, seuls les points musculaires de la laparotomie subsistaient. Les organes de chacun des rats 

étaient sains, aucune anomalie n’a été constatée au niveau du foie, des reins, du cœur et des poumons. 

On constate la présence de tissus autour des dix échantillons implantés qui n’ont toutefois montré 

aucune adhérence aux biopiles, ces tissus pourront faire l’objet d’une étude histologique afin 

d’observer la composition du tissu (fibrine, collagène, fibroblaste, cellules polynucléaires…). 

3.3.2.2.2 Résultats Électrochimiques 

Après euthanasie, dix biopiles des cinq rats ont été explantées. Six biopiles comportaient des anodes 

GOx-Catalase et quatre biopiles des anodes FAD-GDH. 

3.3.2.2.2.1 Biopiles GOx-Catalase-NQ-MWCNTs et Fe/N-rGO 

Les anodes GOx-Catalase n’ont pas résisté aux contraintes mécaniques imposées par l’implantation, 

seulement deux anodes ont gardé une architecture en forme de pastille permettant d’effectuer des 

tests électrochimiques. La première biopile, une fois plongée dans un milieu physiologique s’est 

révélée non fonctionnelle (d.d.p. de l’ordre du millivolt).  
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Figure 108: f.e.m. d’une Bfc GOx-catalase et Fe/N-rGO après 1 mois d’implantation, PBS, 5 mM glucose, sous air 

Des chronoampérométries ont été effectuées sur l’anode et la cathode (séparément) en condition 

physiologique avec 5 mM de glucose et respectivement à 100 et 0 mV vs ECS (figure 106a et 106b).  

 

Figure 109: a/ Chronoampérogramme d’une cathode composée de Fe/N-rGO et du liant chitosan après 1 mois 
d’implantation, PBS, 100 mV vs ECS, contre Pt 
b/ Chronoampérogramme d’une anode composée de GOx-Catalase-NQ-MWCNTs et du liant chitosan après 1 mois 
d’implantation, PBS, 5 mM Glucose, 0 mV vs ECS, contre Pt 

Le chrono-ampérogramme enregistré avec la cathode (figure 109a) présente un courant réducteur et 

donc une cathode toujours active dont la densité de courant augmente lorsque la concentration en 

oxygène augmente (injection d’oxygène à t = 27,75 h). En revanche, le chrono-ampérogramme 

enregistré avec l’anode (figure 109b) présente un courant négatif pour une anode qui se trouve être 

en présence de 5 mM de glucose. Lors de cette expérience une grande quantité de glucose a été 

ajoutée jusqu’à atteindre 150 mM en solution, sans réponse visible sur le chrono-ampérogramme. La 

conclusion est que l’anode n’a pas supporté l’implantation, qu’elle est défectueuse et donc 

responsable de la faible d.d.p. observée pour la pile.  

La seconde biopile implanté a été caractérisée de la même manière. Après avoir retiré la membrane 

de PVA, la d.d.p. de la biopile a été mesurée en conservant les électrodes connectées à leur résistance 

de 80 kΩ. 
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Figure 110: f.e.m. d’une Bfc GOx-catalase et Fe/N-rGO après 1 mois d’implantation, PBS, 5 mM glucose, sous air 

La figure 110 représente cette d.d.p. mesurée en fonction du temps dans un milieu physiologique. 

Après 30 h de stabilisation, une d.d.p. de 353 mV a été enregistrée pendant plus de 60 h. Ceci démontre 

un système stable et fonctionnel après un mois d’implantation. La résistance a ensuite été 

déconnectée et la biopile a été analysée par LSV en conditions physiologiques (avec 5 mM de glucose) 

et pour une variation du potentiel de 0,2 mV.s-1 (Figure 111a et 111b). 

 

 

Figure 111: LSV d’une Bfc GOx-Catalase-NQ-MWCNTs et Fe/N-rGO effectuées à 0,2 mV/s en condition physiologique avec 5 
mM de glucose après 1 mois d’implantation 

a/ résultats exprimés en surfacique b/ résultats exprimés en massique 

Les figures 111a et 111b représentent l’évolution de la densité de courant et de puissance en fonction 

de la tension de la pile. Une puissance maximale (118,85 µW.cm-2) est observée pour une différence 

de potentiel de 270 mV. Une augmentation importante des performances est observée par rapport 

aux expériences précédentes (85 µW.cm-2). Il faut cependant relativiser ces performances car un fort 

gonflement des électrodes dues à une plus longue immersion en solution est également constaté. 
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Les 4 cathodes restantes ont ensuite été étudiées, l’une d’entre elles démontrait un potentiel aberrant 

dû à un problème de connexion entre le contact électrique et l’électrode. Par ailleurs, les trois cathodes 

restantes ont été caractérisées par chronoampérométrie à 100 mV vs ECS en conditions physiologiques 

avec un ajout d’oxygène afin d’observer la catalyse de l’ORR (figures 112). 

 

 

Figure 112: Chromatogrammes de cathodes composées de Fe/N-rGO et du liant chitosan après 1 mois d’implantation, PBS, 
100 mV vs ECS, contre électrode de Pt 

L’observation des figures 112a, 112b et 112c permet de conclure que les biocathodes implantées 

fonctionnent toujours et permettent d’effectuer l’ORR en conditions physiologiques, ceci après 1 mois 

d’implantation. Soit une perte d’environ 70% en moyenne en comparaison aux performances 

électrochimiques obtenues après fabrication (perte calculée avec les données de la figure 71). 

 

3.3.2.2.2.2 Biopiles FAD-GDH-NQ-MWCNTs et Fe/N-rGO 

Après explantation, les contacts électriques des anodes de FAD-GDH ne résistaient pas aux contraintes 

mécaniques imposées par l’implantation, il a été observé que sur les quatre biopiles implantées 

seulement une anode avait gardé sa connexion électrique, toutefois, à l’inverse de l’observation faite 

pour les anodes de GOx et catalase, les architectures observées de chacune des anodes étaient sous 

forme de pastille. Après avoir enlevé la membrane de PVA, la différence de potentiel aux bornes de la 

résistance de 80 kOhms a été enregistrée (figure 113). 
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Figure 113: f.e.m. d’une Bfc FAD-GDH-NQ-MWCNTs et Fe/N-rGO après après 1 mois d’implantation, PBS, 5 mM glucose 

La figure 113 montre l’obtention d’une d.d.p. stable après 30 h de mesure et de 226 mV. L’obtention 

de cette f.e.m. démontre un système stable et fonctionnel ceci après un mois d’implantation. Après 

cette mesure, la résistance a été déconnecté et la biopile analysée par LSV en conditions physiologique 

(avec 5 mM de glucose) et avec une variation du potentiel à 0,2 mV.s-1 (figures 114a et 114b). 

 

Figure 114: LSV d’une Bfc FAD-GDH-NQ-MWCNTs et Fe/N-rGO effectuées à 0,2 mV.s-1 en conditions physiologiques avec 5 
mM de glucose après 1 mois d’implantation 

a/ résultats exprimés en surfacique b/ résultats exprimés en massique 

Les figures 111a et 111b montrent une puissance maximale de 65,6 µW.cm-2 pour une différence de 

potentiel de 170 mV en conditions physiologiques avec 5 mM de glucose. Si l’on compare avec les 

précédentes données (95 µW.cm-2), une diminution des performances est observée. Cette diminution 

peut être expliquée par une désactivation ou une désorption du système enzymatique. 

3.3.2.3 Euthanasies après 3 mois d’implantations 

Après trois mois d’implantation, un total de quatre rats ont été euthanasiés par le chirurgien, ceci 

conformément au planning mis en place. Chaque rat comportait deux biopiles, soit un total de huit 

biopiles. Parmi ces biopiles, six comportaient l’anode de : GOx-Catalase-Naphtoquinone et les deux 

autres Bfc contenaient des anodes de : FAD-GDH-Naphtoquinone. Toutes les cathodes étaient 

composées du catalyseur Fe/N-rGO et du liant chitosan. 
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3.3.2.3.1 Résultats Biologiques 

Les cicatrices au niveau du derme et de l’épiderme n’étaient plus visibles et les points cutanés s’étaient 

résorbés, seuls les points musculaires de la laparotomie subsistaient. Les organes de chacun des rats 

étaient sains, aucune anomalie n’a été constatée au niveau du foie, des reins, du cœur et des poumons. 

Il a été constaté la présence d’un tissu autour des six Bfc composées de l’anode de GOx, en revanche, 

les Bfc composées de l’anode de FAD-GDH, n’ont démontré aucune adhérence et aucun tissu. Dans les 

cas des six Bfc, les tissus prélevés pourront faire l’objet d’une étude histologique afin d’observer la 

composition du tissu (fibrine, collagène, fibroblaste, cellules polynucléaire…). 

3.3.2.3.2 Résultats Electrochimiques 

 

Les deux biopiles comportant les anodes FAD-GDH ont démontré une rupture du contact électrique au 

niveau de l’anode. Une chronoampérométrie a été effectuée sur l’une des deux cathodes implantées 

(figure 115) :  

 

Figure 115: Chronoampérogramme d’une cathode composée de Fe/N-rGO et du liant chitosan après 3 mois d’implantation, 
PBS, 100 mV vs ECS, contre électrode de Pt ; sous air puis ajout de O2 à t = 70 h 

L’observation de la figure 115 nous permet de conclure que la biocathode implantée fonctionne 

toujours et permet d’effectuer l’ORR en conditions physiologiques, ceci après 3 mois d’implantation. 

Le chrono-ampérogramme montre une augmentation de 42,5 µA.cm-2 à 178 µA.cm-2 lors de l’ajout 

d’oxygène à la solution. 

  

O2 

j (
µ

A
.c

m
-2

) 



154 
 Gauthier Menassol 

4 Conclusion 
Au cours de ce chapitre, différentes anodes capables d’être mises en connexion avec le système 

cathodique Fe/N-rGO ont été développées par compression et avec le liant chitosan. Dans un premier 

temps, des anodes abiotiques ont été fabriquées à partir des catalyseurs développés par Lemoine et 

al. dans le but de créer une biopile complètement abiotique. Ces catalyseurs, à base de graphène, d’or 

et de platine, ont démontré des densités de courant de l’ordre de 1500 µA.cm-2 (figure 90) à 0 V vs ECS 

et en présence de 5 mM de glucose en conditions physiologiques. La culture des cellules 3T3-L1 

effectuée en présence de ces catalyseurs n’a soulevé aucune toxicité aigüe et ne semble pas impacter 

le cycle de prolifération des cellules 3T3-L1. Toutefois, les catalyseurs abiotiques sélectionnés ont 

démontré un empoisonnement aux ions chlorures irrémédiables impactant drastiquement les 

performances des systèmes anodiques. Aussi, dans un deuxième temps, deux types d’anodes ont été 

fabriquées impliquant deux systèmes enzymatiques : FAD-GDH et GOx-catalase, offrant des densités 

de courant en conditions physiologiques respectivement de 255 µA.cm-2 et 85 µA.cm-2 à 0 V vs ECS 

avec 5 mM de glucose. Par la suite, les caractéristiques des systèmes anodiques et cathodiques ont été 

analysés en biopiles par LSV, il a ainsi été mesuré, en conditions physiologiques avec 5 mM de glucose, 

des puissances de 85 W.cm-2 pour une biopile comportant le système GOx pour une tension de 250 

mV et catalase et 95 µW.cm-2 pour le système FAD-GDH pour 295 mV, soit des puissances spécifiques 

suffisantes pour alimenter un pacemaker. Ces puissances obtenues in vitro sont voisines et même 

supérieures à celles obtenues par Holade et al. [65] ou encore Southcott et al. [169], qui ont développé 

des biopiles capables de fournir respectivement 52,5 µW.cm-2 et 77 µW.cm-2. Toutefois, les systèmes 

développés au cours de ce chapitre révèlent une f.e.m. inférieure : 250 mV et 295 mV contre 350 mV 

pour Holade et al. [65] et 470 mV pour Southcott et al. [169]. Cette différence de d.d.p. est due au 

potentiel de la cathode, en effet, l’OCP de la cathode de Fe/N-rGO est plus faible (350 mV vs ECS) par 

rapport à celles de Holade et al. et Southcott et al.  

Après avoir obtenu des résultats concluants in vitro, un système permettant d’implanter une biopile 

en fonctionnement a alors été développé. Ce système mettait enjeu une résistance reliée à une 

cathode et une anode composée soit du système GOx et catalase ou bien FAD-GDH. Deux types de 

résistances de hautes valeurs (80 et 40 kOhms) ont été sélectionnés afin de relier anodes et cathodes. 

Les électrodes et résistances ont ensuite été protégées par une combinaison de silicone et d’hydrogel 

de PVA. Une série de 28 Bfc ont été fabriquées et implantées, dont 10 comportant le système FAD-

GDH et 18 GOx-Catalase, dans des rats. Ces implantations ont été effectuées sur plusieurs périodes : 

de 1, 3 et 6 mois. 

Cette expérience est toujours en cours et prendra fin après la rédaction de ce manuscrit, aussi, seul 

une partie des résultats a pu être étudiée dans ce manuscrit. 
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Les résultats préliminaires suite à ces implantations ont permis de souligner différents défauts de 

fabrication et conception, notamment sur la membrane de PVA. En effet, il faudra vérifier et contrôler 

l’architecture des membranes de PVA afin d’éviter une mauvaise soudure de cette membrane et 

empêcher une diffusion des composants des électrodes dans l’organisme. Ces expériences ont 

également révélé que la membrane de PVA pouvait limiter, et même bloquer la diffusion du glucose, 

aussi, il faudra prévoir d’une part, de vérifier la résistance à la déchirure de la membrane de PVA en 

contrôlant le module de Young par essai de traction. D’autre part, il faudra contrôler la taille des pores 

afin de garantir une diffusion optimale du glucose, un contrôle peut être fait en mesurant la diffusion 

du glucose à l’aide d’une chambre de diffusion et d’une mesure à trois électrodes. Les défaillances sur 

les anodes ont pu être observées, plus exactement, les défaillances dans le maintien des architectures 

des anodes composées de GOx et catalase une fois immergées en solution. Ce phénomène est 

probablement dû à une mauvaise formulation, le liant a dû être incorporé en quantité insuffisante. 

Une défaillance sur le contact électrique des anodes composées de FAD-GDH a été relevée, pour palier 

cet inconvénient, il faudra faire attention à appliquer une solution de silicone adaptée permettant, le 

cas échéant, de limiter les contraintes mécaniques.  

D’autre part, sur les 10 cathodes explantées, une seule n’a plus répondu à l’ajout de l’oxygène, de plus, 

il est fort probable que ce phénomène soit dû à un mauvais contact électrique du fait que l’on obtienne 

un potentiel aberrant (proche de 0 V vs ECS). De même, deux biopiles comportant des cathodes de 

Fe/N-rGO étaient actives après leur implantation. La première biopile, composée de GOx et Catalase, 

a démontré après implantion une OCP de 353 mV et a de fourni une puissance maximale de 118,9 

µW.cm-2 pour une différence de potentiel de 270 mV. La deuxième biopile explantée, constituée d’une 

anode de FAD-GDH, montrait une d.d.p. de 226 mV et une puissance de 65,6 µW.cm-2 pour une tension 

de 170 mV. Si l’on compare ces valeurs à celles obtenues par Zebda et al. [170], soit une puissance de 

193,5 µW.cm-2 pour une tension de 570 mV, on note une différence notable sur la puissance et la d.d.p. 

mesurées. Ces biopiles, fonctionnant après 1 mois d’implantation, ont montré des performances 

électrochimiques pouvant alimenter un pacemaker. Du moins en termes de puissance, car la f.e.m. 

n’est pas suffisante pour délivrer une tension de 1 à 2 V (tension généralement utilisée pour les 

pacemakers sur le marché), toutefois, cet inconvénient peut être anticiper via un système de 

régulateur de tension. Ce chapitre a également pu mettre en évidence des cathodes fonctionnant 3 

mois après implantation dans le corps de rats, comme il a été montré dans le chapitre 2, El Ichi et al. 

[125] ont développé et implanté deux anodes comportant l’enzyme laccase, après une période de 90 

et 167 jours ils ont pu mesurer des pertes de performances électrochimiques respectivement de 90% 

et 50% après implantation.  
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Cette thèse s’inscrit dans la suite des travaux réalisés dans l’équipe SyNaBi sur le développement des 

biopiles à glucose et oxygène implantables. Cette thèse s’inscrit également dans le projet ANR : 

« Biopile Abiotique Implantable » (IMaBic), dont l’objectif est de développer des catalyseurs abiotiques 

pour une biopile implantable. 

Bien que les travaux réalisés par l’équipe SyNaBi sur les biopiles implantables ont permis de réaliser 

des progrès considérables, la stabilité dans le temps de ces biopiles enzymatiques est devenue un 

verrou majeur dans le développement de cette technologie. 

Ce travail de thèse avait pour objectif d’optimiser la fabrication d’une biocathode abiotique à base de 

graphène dopé au fer et à l’azote. La biocathode fabriquée devait être capable de catalyser la réaction 

de réduction de l’oxygène (ORR) en condition physiologique et montrer une stabilité sur de longues 

périodes, ceci en tenant compte des conditions imposées par l’in vivo. Le choix du catalyseur abiotique 

s’est porté sur un oxyde de graphène réduit et dopé au fer et à l’azote (Fe/N-rGO). Ce choix a été 

motivé par des études préliminaires réalisées dans le cadre d’une collaboration entre l’équipe CAMPE 

du laboratoire SyMMES et l’équipe SyNaBi du laboratoire TIMC-IMAG et dont les résultats ont motivé 

ce projet de thèse. 

Il nous a paru nécessaire de définir dans une première partie de ce manuscrit, la fonction d’un dispositif 

médical actif (DMIa) ainsi que leurs besoins, notamment en termes d’alimentation électrique. A titre 

d’exemple, cette première partie a traité le cas d’un DMIa bien connu : le pacemaker. Les pacemakers 

ont, historiquement, rythmé la recherche et les découvertes sur le domaine du stockage énergétique 

en créant une demande de source d’énergie électrique stable sur une décennie. Leurs besoins en 

énergie électrique ont été explicités via la littérature [20] et calculés à l’aide de données de 

constructeurs [21]–[23], ainsi, un pacemaker a besoin de 20 à 50 µW afin de fonctionner. 

Actuellement, ces DMIas sont alimentés par des piles au lithium, dont la dangerosité, le coût, la 

disponibilité et la quantité d’énergie limitée sont problématiques. Une solution alternative à cette 

source d’énergie serait de développer un système capable de récupérer une énergie stockée dans le 

corps humain et de la convertir en énergie électrique. Parmi ces solutions, la plus prometteuse est la 

biopile à glucose et oxygène. Cette biopile est capable de transformer l’énergie chimique du glucose 

et de l’oxygène disponible dans un corps en énergie électrique. Les problématiques dont sont victimes 

les biopiles implantables résident principalement dans leur capacité à fonctionner sur de longues 

périodes. En effet, les biopiles implantables utilisent des catalyseurs enzymatiques afin de transformer 

par électrochimie l’énergie chimique du glucose et de l’oxygène dissous dans le corps en énergie 

électrique. La faible stabilité de ces biopiles est due en grande partie à la désactivation des enzymes 

employées. Ce phénomène est d’autant plus accentué à la cathode qui doit composer avec la faible 
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disponibilité de l’oxygène in vivo (40 µM [1]). Afin d’améliorer de manière conséquente cette stabilité 

dans le temps, le catalyseur enzymatique qu’avait employé Zebda et al. [170] lors de leurs 

implantations a été substitué par un catalyseur abiotique à base de graphène dopé au fer et à l’azote 

(Fe/NrGO) dont de nombreuses études ont démontré la capacité de ce type de catalyseur à réduire 

l’oxygène [86], [87], [90], [91], [212]. 

Le deuxième chapitre de cette thèse a permis d’étudier le comportement électrochimique du 

catalyseur Fe/N-rGO et de démontrer sa capacité à catalyser l’ORR en conditions physiologiques. De 

plus, il a été constaté, à l’aide d’une étude en RDE, que ce catalyseur est sélectif et que la présence du 

glucose ne nuit pas à son fonctionnement, ce qui est un atout de taille face aux catalyseurs à base de 

platine [86]. Plusieurs électrodes ont ensuite été fabriquées par un procédé de compression. Ces 

électrodes volumiques ont un courant capacitif très important qui ne permet pas d’observer le courant 

faradique en voltampérométrie cyclique et ont été caractérisées par chronoampérométrie, 

démontrant ainsi des densités de courant de 175 µA.cm-2 à 100 mV vs ECS. Les électrodes comportant 

le liant réticulé de chitosan ont démontré une faible perte de 5% après 27 mois de stockage en 

condition physiologique, soulignant la robustesse du catalyseur et de l’électrode. 

Afin d’améliorer les performances des biocathodes, un nouveau procédé original basé sur la 

lyophilisation d’une encre de catalyseur et de chitosan a été mis en place. Grâce à ce nouveau procédé, 

des architectures d’électrodes optimisées ont permis d’atteindre 220 µA.cm-2, toutefois, ces 

performances sont plus appréciables en densité massique du fait de la diminution de la quantité de 

catalyseur utilisée lors du procédé (4060 µA.g-1 vs 1150 µA.g-1 pour les électrodes compressées). 

Cependant, ce nouveau procédé a généré une porosité importante rendant l’électrode fragile. Afin 

d’apporter une réponse à cette problématique, un support conducteur à base de mousse de 

polyuréthane a été ajouté. L’électrode fabriquée a permis d’obtenir une densité de courant massique 

de 2400 µA.g-1. Ce nouveau procédé a ainsi permis de multiplier les performances des électrodes 

compressées par un facteur 2 : de 800 à 1150 µA.g-1 pour les électrodes compressées contre 2400 µA.g-

1 pour les lyophilisées sur support. Ce nouveau procédé a également permis d’améliorer la tenue 

mécanique qui faisait défaut aux électrodes lyophilisées. 

Dans le chapitre trois de ce manuscrit, un protocole d’étude de la biocompatibilité, plus précisément 

de la cytotoxicité, des différents candidats susceptibles de constituer la biocathode a été mis en place. 

Les résultats de la littérature sur la cytocompatibilité des liants chitosan et PVA ont été confirmés, 

d’autre part, les premiers tests de cytotoxicité du catalyseur Fe/N-rGO ont été développés et ont 

permis de conclure qu’il pouvait affecter le cycle de vie des cellules 3T3-L1. Ces résultats étant les 

premiers de la littérature, il n’est pas possible d’effectuer de comparaison, toutefois, des études 
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menées sur le graphène [158], [159] permettent d’observer des résultats similaires et concordant. Ce 

résultat indique que le contact direct de la biocathode avec l’organisme vivant devra être évité. Des 

biocathodes compressées et lyophilisées ont été implantées dans des rats. Pour ce faire, une 

membrane de PVA a été utilisée afin de limiter l’encrassement biologique. Sur les quatre échantillons 

implantés, trois étaient entourés d’une gangue cellulaire qui n’a montré qu’une très faible adhésion 

sur les implants. La présence de la membrane de PVA a donc permis de réduire considérablement les 

phénomènes de physisorption et d’encrassement biologique. L’histologie effectuée sur les trois tissus 

obtenus montre une faible réaction inflammatoire dans chacune des situations, réaction 

principalement localisée au voisinage de l’implant. L’étude histologique a également révélé la présence 

de tissus adipeux pour les deux premiers implants. Une forte vascularisation près de la zone 

d’implantation a été observée, assurant ainsi une alimentation en oxygène propice au bon 

fonctionnement de l’électrode une fois combinée en biopile. Les implantations ont pu démontrer que 

le catalyseur Fe/N-rGO effectuait toujours l’ORR après 1 mois en intra-abdominal chez le rat. 

Cependant, une baisse des performances électrochimiques a été constatée. Il a été observé que l’ajout 

de la membrane de PVA désorbait une partie du catalyseur de la surface de l’électrode, impactant 

jusqu’à 70% les performances électrochimiques. 

Le quatrième chapitre de ce manuscrit s’est intéressé à l’étude de différentes anodes afin de 

développer une biopile. Dans un premier temps, des anodes abiotiques ont été fabriquées à partir des 

catalyseurs développés par Lemoine et al. [171] dans le but de créer une biopile complètement 

abiotique. Ces catalyseurs, à base de graphène, d’or et de platine, ont démontré des densités de 

courant allant jusqu’à 1500 µA.cm-2 à 0 V vs ECS et en présence de 5 mM de glucose en conditions 

physiologiques. La culture des cellules 3T3-L1 effectuée en présence de ces catalyseurs n’a soulevé 

aucune toxicité aigüe et ne semble pas impacter le cycle de prolifération des cellules 3T3-L1. Toutefois, 

les catalyseurs abiotiques sélectionnés ont démontré un empoisonnement aux ions chlorures 

impactant irrémédiablement les performances des systèmes anodiques. Suite à ces résultats, la 

fabrication des anodes s’est alors orientée vers des catalyseurs enzymatiques. Un travail 

d'optimisation a été conduit sur deux types de bioanodes impliquant : la FAD-GDH et la GOx. Ces deux 

anodes ont délivré des densités de courant en conditions physiologiques respectivement de 255 

µA.cm-2 et 85 µA.cm-2 à 0V vs ECS avec 5 mM de glucose. Les caractéristiques des systèmes anodiques 

et cathodiques ont été analysées en biopile par LSV, une densité de puissance de 85 W.cm-2 à 250 

mV a été mesurée pour une biopile comportant le système GOx et 95 µW.cm-2 à 298 mV pour le 

système FAD-GDH. Par la suite, des systèmes permettant d’implanter une biopile hybride en 

fonctionnement ont été développés et implantés en intra-abdominale dans des rats. Ce système 

mettait en jeu une résistance reliée d’un côté à une biocathode de Fe/N-rGO et de l’autre à une 
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bioanode composée soit de GOx ou bien de FAD-GDH. Deux types de résistances de hautes valeurs (80 

et 40 kOhms) ont été sélectionnés. Une série de 28 Bfc a été fabriquée et implantée, dont 10 

comportant le système FAD-GDH et 18 le système GOx. Ces implantations ont été effectuées sur 

plusieurs périodes : de 1, 3 et 6 mois. Cette expérience est actuellement toujours en cours et prendra 

fin après la rédaction de ce manuscrit, aussi, seule une partie des résultats peut être étudiée dans ce 

manuscrit. 

Les résultats obtenus montrent que 90% des biocathodes implantées pendant un mois ont conservé 

leur activité catalytique. Ceci prouve que les biocathodes Fe/N-rGO sont capables de fonctionner en 

continu et sans être fortement impactées en condition in vivo. Bien qu’à ce stade une comparaison 

entre catalyseur enzymatique et abiotique soit prématurée, il faut d’ores et déjà souligner que ce 

catalyseur comparé à la laccase et la BOD et même, dans une autre mesure, la FAD-GDH et la GOx 

testées dans cette étude, est plus prometteur et peut être sérieusement considéré comme une 

alternative aux catalyseurs de l’ORR actuels des biopiles implantables à glucose et oxygène. 

Lors de ce travail de thèse, un nouveau procédé de fabrication des biocathodes innovant basé sur la 

lyophilisation d’une encre de chitosan et de catalyseur a été développé. Ce protocole devra toutefois, 

faire l’objet d’études plus approfondies notamment concernant la géométrie de l’électrode, mais aussi 

afin de définir précisément sa porosité et ses performances en électrochimie. L’étude de 

cytocompatibilité devra être complétée avec des tests mettant en avant la viabilité cellulaire et de 

nouveaux types de cellules issues cette fois-ci de l’homme. Pour compléter les tests effectués en in 

vivo, une mesure en temps réel devra être effectuée sur les biopiles fabriquées. 

Concernant la partie anodique, les résultats obtenus ont démontré des défaillances dans le maintien 

des architectures des anodes composées de GOx une fois immergées en solution. Ce phénomène est 

très certainement dû à une mauvaise formulation ainsi qu’à une mauvaise incorporation du liant. Une 

autre défaillance a été notée au niveau du contact électrique des bioanodes composées de FAD-GDH, 

soulignant l’importance de la protection du contact électrique par le silicone. Cette étude montre à 

quel point les propriétés mécaniques des électrodes sont primordiales et impactent la durée de vie et 

la stabilité des Bfc. Il est donc nécessaire de mettre en œuvre des protocoles d’étude des propriétés 

mécaniques des biopiles. En effet, jusqu’à aujourd’hui l’accent a été porté sur les propriétés des 

performances électrochimiques et de biocompatibilité, deux aspects majeurs dans le développement 

des Bfc implantables, mais cette étude montre clairement qu’un troisième aspect doit impérativement 

être pris en compte : la tenue mécanique des bioélectrodes et de la Bfc. En effet, un déficit de cet 

aspect entraînera inexorablement sur le long terme la désintégration de la Bfc. 
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Ces implantations ont permis de souligner d’autres défauts de fabrication et conception, notamment 

sur la membrane de PVA. En effet, il faudra vérifier et contrôler l’architecture des membranes de PVA 

afin d’éviter une mauvaise soudure de cette membrane et empêcher une diffusion des composants 

des électrodes dans l’organisme. Ces implantations ont révélé également que la membrane de PVA 

pouvait limiter et même bloquer la diffusion du glucose, aussi, il faudra prévoir d’une part, de vérifier 

la résistance à la déchirure de la membrane de PVA en contrôlant le module de Young pour des essais 

de traction et d’autre part, de contrôler la taille des pores afin de garantir une diffusion optimale du 

glucose. Un contrôle peut être fait en mesurant la diffusion du glucose à l’aide d’une chambre de 

diffusion et d’une mesure à trois électrodes. 

En résumé, ce travail de thèse démontre le potentiel prometteur du catalyseur Fe/N-rGO permettant 

l’ORR en condition in vitro et in vivo afin de développer une biocathode pour la biopile à glucose et 

oxygène implantable. Le procédé de fabrication des électrodes par compression a été optimisé et a 

permis d’obtenir des biocathodes performantes et stables dans le temps. De plus, sa compatibilité avec 

le vivant et sa stabilité sur de longues périodes a également été démontrée. Les résultats obtenus lors 

de ce travail de thèse montrent que la voie abiotique, souvent écartée pour des raisons liées à la non 

sélectivité des catalyseurs abiotiques ainsi qu’à leur sensibilité au milieu physiologique, peut 

aujourd’hui être reconsidérée pour l’application biopile implantable. En effet, nos études montrent 

que le catalyseur Fe/N-rGO est un bon exemple de la capacité des catalyseurs abiotiques à fonctionner 

dans le milieu vivant sans être sujet à des phénomènes de désactivation et sans être la cause ou à 

l’origine de réaction nocive pour l’organisme vivant. Cependant, il faudra effectuer des études plus 

poussées afin d’étudier l’impact, sur le long terme, de sa présence in vivo. Pour finir, ces résultats 

montrent aussi la nécessité quant à développer de nouveaux catalyseurs abiotiques sélectifs pour la 

partie anodique, ceci, afin de développer une biopile abiotique à glucose et oxygène stable sur le long 

terme. 
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 Solvants 

Acide acétique 100% v/v (CAS 64-19-7) de VWR 

Solution saline de tampon phosphate de Dominique Dutscher 

Diméthyle sulfoxyde (CAS 67-68-5) de Carlo Erba 

Hydroxyde de potassium de J T Baker (Deventer, Hollande) 

Eau a été purifiée (0,055 µS.cm−1, TOC 1 ppb) avec Purelab pulse + Flex ultra-pure water (Elga Veolia, 

Milan, Italie) 

 

 Matériels 

Chitosan à poids moléculaire moyen (CAS 9012-76-4) degré de désacetylation 75-85% 

Glucose Oxydase (Aspergillus niger, 139 U.mg-1) et PVA à Mw 85000-124000 99+% Hydrolysé (CAS 

9002-89-5) de chez Sigma-Aldrich 

Penicilin-Streptomycin (PS) 100x Gibco de chez Dominique Dutscher 

TRYPSIN 0,05% (ref : 25300054), Sérum bovin de fœtus (FBS) originaire de Nouvelle-Zélande (ref : 

10091148), DMEM, haute concentration en glucose, GlutaMAX™ avec supplément pyruvate (ref : 

10569010) ont été achetés chez ThermoFischer  

MWCNTs 95 (ref cyl-310) de chez Nanocills 

Catalase (du foie de bovin, 16000 U.mg-1) et FAD-Glucose Dehydrogenase (du Pseudomonas sp., 566 

U.mg-1), de chez Sorachim. 
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 Préparations des liants et membranes 
o Solution de liant PVA 

Dissoudre 2 g de PVA (Mw= 85000 – 124000 g/mol) dans un mélange de 16 ml de DMSO et 4 ml d’eau 

distillée à T° = 80°C. Une fois le PVA dissous, laisser revenir à température ambiante, puis, placer le 

mélange sous vide afin d’éliminer l’oxygène dissout en solution en prenant soin d’éviter les projections. 

Le mélange est ensuite replacé sur une plaque chauffante pendant 30 min. Laisser revenir la solution 

à température ambiante. 

La solution de liant est prête à l’emploi. 

 

o Solution de chitosan 

Dissoudre 0,2 g de chitosan dans un mélange de 20 ml d’eau désionisée (ED) et 0,1 ml d’acide acétique 

100% à T° = 80°C. Après 2 h sous agitation mécanique, la solution est agitée jusqu’à température 

ambiante pendant 1 h. 

La solution de liant est prête à l’emploi. 

 

o Solution de chitosan réticulé 

Dissoudre 0,2 g de chitosan dans un mélange de 20 ml d’eau désionisée (ED) et 0,1 ml d’acide acétique 

100% à T° = 80°C. Après 2 h sous agitation mécanique, ajouter 150 µL d’une solution de génépine à 6 

mg.ml-1. (génépine dissous dans un mélange ED/DMSO à 9/1). Après 1 h sous agitation, faire revenir la 

solution à température ambiante pendant 1 h, toujours sous agitation mécanique. 

La solution de liant est prête à l’emploi. 

o Membrane d’hydrogel de PVA 

Dans un bécher de 20 ml, faire chauffer 16 ml de DMSO et 4 ml d’eau désionisée (ED) (T° = 55°C), peser 

1,000 g de PVA (Mw= 85000 – 124000 g/mol) ajouté à la solution. Après 4 h d’homogénéisation, 

augmenter la température à 75-80°C pendant une heure. Une fois le PVA dissous, placer le bécher sous 

vide afin d’éliminer l’oxygène dissous en solution en prenant soin d’éviter les projections. Puis replacer 

le bécher sur la plaque chauffante pendant 15-30 min. 

 

La solution de PVA obtenue est ensuite coulée dans un moule adapté, puis, afin d’obtenir un hydrogel 

de PVA, la solution doit être congelée à -20°C pendant 8h. La membrane est ensuite décongelée dans 

une solution d’eau distillée. Effectuer 10 rinçages dans un grand volume d’eau distillée (500 ml ED) 

répartis sur 48h. 
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 Fabrication des électrodes 
o Fabrication d’une cathode Fe/N-rGO-PVA par compression 

Les électrodes par compression ont été fabriquées en mélangeant 30 mg de catalyseur Fe/N-rGO et 30 

mg d’une solution de liant de PVA. La pâte homogène obtenue est ensuite compressée à l’aide d’une 

presse hydraulique afin d’obtenir une électrode sous la forme de pastille de diamètre 5 mm et de 3 

mm d’épaisseur. Un fil de cuivre est ensuite connecté à une face à l’aide d’une colle conductrice. Du 

silicone est ensuite ajouté de manière à recouvrir le fil conducteur et la colle, et laissant ainsi une face 

de l’électrode correspondant à la surface électrochimique active de 0,195 cm2. Après 12 h de séchage, 

la cathode est alors plongée dans une solution de PBS (0.14 M NaCl ; 0.0027 M KCl ; 0.01 M Phosphate 

buffer) pendant 12 h afin de l’équilibrer. 

o Fabrication d’une cathode Fe/N-rGO-Chitosan par compression 

Le même protocole que pour l’électrode compressée avec le liant PVA est utilisé, toutefois, la solution 

de liant est remplacée par une solution de chitosan et la quantité ajoutée est de 60 mg au lieu de 30 

mg de PVA. 

o Fabrication d’une cathode Fe/N-rGO-Chitosan-Génépine par compression 

Le même protocole que pour l’électrode compressée avec le liant chitosan est utilisé, toutefois, la 

solution de liant est remplacée par une solution de chitosan réticulé avec génépine. 

o Fabrication des bioanodes GOx-Cat-NQ-MWCNTs 

Les électrodes ont été obtenues en mélangeant 30 mg de nanotubes de carbone, 10 mg de p-

naphtoquinone, 10 mg de glucose oxidase provenant d’Aspergillus Niger (139 U.mg-1), 10 mg de 

catalase d’origine bovine et 100 µL d’ED. La pâte homogène est ensuite compressée à l’aide d’une 

presse hydraulique afin d’obtenir une électrode sous la forme de pastille de 5 mm de diamètre et de 

3 mm d’épaisseur. Un fil de cuivre est ensuite connecté à une face à l’aide d’une colle conductrice. Du 

silicone est ensuite ajouté de manière à recouvrir le fil conducteur et la colle, et laissant ainsi une face 

de l’électrode correspondant à la surface électrochimique active de 0,195 cm2. Après 12h de séchage, 

l’anode est alors plongée dans une solution de PBS (0.14 M NaCl ; 0.0027 M KCl ; 0.01 M Phosphate 

buffer) pendant 24h afin d’éliminer le surplus de p-napthoquinone et de l’équilibrer. 

o Fabrication des anodes FAD-GDH-NQ-MWCNTs 

Le même procédé que pour l’anode GOx-Cat-NQ-MWCNTs a été utilisé en remplaçant la GOx par 3 mg 

de FAD-GDH et en supprimant la catalase. 

o Fabrication d’une cathode Fe/N-rGO par lyophilisation 

Dans un flacon en polypropylène surmonté d’un bouchon perforé à l’emporte-pièce au diamètre de la 

tige d’homogénéisation de l’utra-Turrax, peser 1,5 g d’oxyde de graphène réduit dopé Fe/N, ajouter 

15 ml de solution de chitosan et 15 ml d’ED. Homogénéiser la solution à l’aide de l’ultra-Turrax pendant 

30 min à 20 000 rpm. 

Après homogénéisation, couler la solution dans un moule adapté comportant un puit de 0,5 cm de 

diamètre et 0,6 cm d’épaisseur, puis congeler la solution à -20°C pendant 12 h. Le mélange est ensuite 

lyophilisé à -20°C pendant 72°C. 

Après Lyophilisation, les électrodes sont pesées et mesurées (diamètre et épaisseur), puis plongées 

dans une solution d’éthanol absolu pendant une heure, les électrodes sont ensuite séchées via une 
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étuve à 60°C pendant 12h. On ajoute ensuite un contact électrique aux électrodes à l’aide de pâte de 

carbone, une fois la pâte sèche (12h) isoler le contact électrique à l’aide d’une solution de silicone 

laissée ensuite sécher (2h). Les électrodes sont ensuite plongées dans une série de bains d’éthanol à 

différentes compositions (éthanol/ED), pendant une heure pour chaque composition : 100/0 ; 80/20 ; 

60/40 ; 50/50 ; 40/60 ; 20/80. Enfin, les électrodes sont plongées et stockées dans une solution saline 

de PBS et peuvent être étudiées via électrochimie. 

o Fabrication d’une cathode Fe/N-rGO par lyophilisation sur support 

conducteur 

Le même procédé que les électrodes lyophilisées a été effectué, à la différence que la solution a été 

coulée sur un support conducteur en mousse de polyuréthane contenant un fil conducteur en or. 

 Mesures électrochimiques 

Les caractérisations électrochimiques du catalyseur par RDE ont été effectuées dans des solutions 

aqueuses de PBS (0.14 M NaCl ; 0.0027 M KCl ; 0.01 M Phosphate buffer), dans une cellule 

électrochimique à trois électrodes à l'aide d'un potentiostat Biologic. L’électrode tournante de carbone 

vitreux de 3 mm de diamètre a été dans un premier temps poncée, puis chargée avec de 300 µG.cm-2 

en Fe/N-rGO (2 mg de catalyseur dissout dans une solution de 220 µL de Naffion117 et 780 µL 

d’isopropanol). Un fil de platine a été utilisé comme contre-électrode et une électrode au calomel 

saturé (ECS) a servi d'électrode de référence. Tous les potentiels donnés dans ce travail sont référés à 

l'électrode de référence ECS. 

Les caractérisations électrochimiques de toutes les électrodes (voltampérométrie cyclique, 

chronoampérométrie, potentiel en circuit ouvert et mesures de décharge à charge constante) ont été 

effectuées dans des solutions aqueuses de PBS, dans une cellule électrochimique à trois électrodes à 

l'aide d'un potentiostat Biologic. Un fils de platine a été utilisé comme contre-électrode et une 

électrode au calomel saturé (SCE) a servi d'électrode de référence.  

Pour la caractérisation électrochimique des biopiles, l'anode a été identifiée en tant qu’électrode de 

travail tandis que la cathode a été branchée comme électrode de contre-référence. Toutes les 

expériences ont été menées dans une solution saline de tampon phosphate (PBS, 0.14 M NaCl ; 0.0027 

M KCl ; 0.01 M tampon Phosphate pH 7,4) comme électrolyte de support à 25, 30 ou 37 °C. 
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 Biologie 
o Tests de Cytocompatibilité des matériaux 

La cytocompatibilité des différents matériaux a été testée dans une plaque de 24 puits (P24) face aux cellules 

fibroblaste 3T3-L1. Trois tests ont été effectués dans 3 différents puits pour chaque échantillon, ainsi une plaque 

de 24 puits (P24) permet de caractériser 7 matériaux avec en plus une série de 3 puits témoins (sans matériau). 

La P24 est organisé de la manière suivante : 

1. Témoins : 

2. Chitosan : 

Dépôt de 100 L de solution de chitosan dans une série de trois puits. Une fois sec, 100 µL d’éthanol 

70° sont ajoutés dans chaque puits. 

3. Chitosan-Génépine : 

Dépôt de 100 L de solution de chitosan réticulé dans une série de trois puits. Une fois sec, 100 µL 

d’éthanol 70° sont ajoutés dans chaque puits. 

4. PVA : 

A l’aide d’un emporte-pièce, on découpe l’hydrogel d’un diamètre inférieur à ceux des puits de la 

plaque d’ensemencement. L’opération est répétée trois fois, les hydrogels découpés sont ensuite 

pesés. 

Une fois pesés, les échantillons sont placés dans des tubes séparés, on ajoute une solution d’éthanol 

à 70° afin de recouvrir le matériau. 

5. Fe/N-rGO : 

Dans un tube adapté, 15 mg de catalyseur sont pesés auxquels sont ajoutés 1,5 ml d’éthanol. La 

solution est ensuite homogénéisée pendant 20 mn. 100 µL du mélange sont déposés dans une série 

de trois puits. 

6. Au50/Pt50-rGO: 

Dans un tube adapté, 15 mg de catalyseur sont pesés auxquels sont ajoutés 1,5 ml d’éthanol. La 

solution est ensuite homogénéisée pendant 20 mn. 100 µL du mélange sont déposés dans une série 

de trois puits. 

7. Au70/Pt30-rGO : 

Dans un tube adapté, 15 mg de catalyseur sont pesés auxquels sont ajoutés 1,5 ml d’éthanol. La 

solution est ensuite homogénéisée pendant 20 mn. 100 µL du mélange sont déposés dans une série 

de trois puits. 

8. Pt-rGO : 

Dans un tube adapté, 15 mg de catalyseur sont pesés auxquels sont ajoutés 1,5 ml d’éthanol. La 

solution est ensuite homogénéisée pendant 20 mn. 100 µL du mélange sont déposés dans une série 

de trois puits. 

 

La plaque est ensuite laissée sous hotte de culture cellulaire pendant 48 h afin que l’éthanol soit 

évaporé. Chaque échantillon est ensuite rincé 4 fois avec du milieu culturel DMEM. Puis on recouvre 

l’échantillon de milieu cellulaire et on place la P24 dans une étuve à 37°C avec flux de CO2 à 5% pendant 

2h, après quoi les cellules 3T3-L1 sont ajoutées (M = 2.104 cellules par puit). 

L’observation est effectuée le lendemain. 

o Tests de Cytocompatibilité des électrodes 

Le même protocole a été effectué que précédemment en remplaçant les matériaux par les 

électrodes. 
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 Implantations 
o Methode : 

Un total de 30 rats a été utilisé pour l’étude qui a été approuvée par le comité d’éthique des 

expériences animales de l’université de Grenoble. Le bien-être et la santé des animaux ont été 

approuvés par le comité de protection et d’utilisation des animaux de la directive du Conseil des 

Communautés européennes et les expériences ont été réalisées conformément à leur principes 

(Directives du Conseil des Communautés Européennes L358-86 / 609 / CEE) et également sous licence 

française du ministère de l’agriculture (numéros 38018 et 381141). Deux implants ont été préparés et 

implantés dans chaque rat en région intra-abdominale pour la caractérisation histologique. Tous les 

implants ont été revêtus d’hydrogel de PVA comme membrane séparative. Les rats ont été 

anesthésiés, une laparotomie médiane a été réalisée pour insérer les cathodes dans l’espace 

rétropéritonéal en position latérale gauche. La paroi abdominale musculaire et la peau ont été 

suturées séparément et les animaux ont pu se remettre de l’anesthésie. Pour la période 

postopératoire, jusqu’à 180 jours, les rats ont été nourris avec un régime standard et de l’eau à volonté 

dans une pièce avec un cycle lumière/obscurité de 12 h à une température de 22°C +/- 2°C. 

Après la période d’implantation, les implants ont été analysés ex vivo. 

Immédiatement après leur extraction du corps des rats, les échantillons biologiques ont été immergés 

pendant 24 h dans une solution de formaldéhyde à 4% et les cathodes ou biopiles dans une solution 

saline de PBS (0.14 M NaCl ; 0.0027 M KCl ; 0.01 M tampon Phosphate pH 7,4 et 5 mM glucose). Le 

traitement des cassettes contenant ces échantillons de tissus a été effectué automatiquement dans 

un processeur de tissus semi-fermé de paillasse Leica TP1020. La coupe en tranches de 50 µm a été 

réalisée à l’aide d’un microtome rotatif semi-automatisé Leica RM2245. Une investigation de routine 

de la cloration histologique HES (Hematoxyline – Eosin – Safran) a été réalisée. Les échantillons de 

cathodes et biopiles ont été caractérisés par électrochimie (CA, CP, LSV…) après avoir retiré la 

membrane de PVA. 
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