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Résumé

Amplification exponentielle du signal par des réactions autocatalytiques :

vers une amplification électrochimiquement induite

Résumé

L'amplification moléculaire du signal est essentielle en bioanalyse pour détecter sensiblement
et rapidement des molécules d'intérét. Les réactions autocatalytiques, comme la PCR, sont
particulierement intéressantes pour obtenir une amplification exponentielle. Dans ce manuscrit, nous
présentons une nouvelle stratégie d'amplification exponentielle moléculaire par autocatalyse, qui
permet la détection de quelques nanomolaires de peroxyde d'hydrogene (H,0,), analyte clé dans de
nombreuses applications analytiques. Cette réaction autocatalytique repose sur la catalyse croisée
entre la déprotection catalytique par H,0, d'une naphtoquinone masquée et la production catalytique
d'H,0; via le cyclage redox de cette méme naphtoquinone en présence d'O; et d'un agent réducteur.

Dans un premier chapitre, ce mécanisme d'autocatalyse par réaction croisée entre deux
boucles catalytiques sera décrit analytiquement via une analyse formelle théorique afin de mieux
comprendre les parameétres clés pouvant intervenir dans les performances analytiques de
I'amplification exponentielle. Ensuite, dans un deuxiéme chapitre, I'analyse mécanistique détaillée du
systeme expérimental proposé sera décrite et discutée sur la base des données cinétiques
expérimentales déterminées par spectrophotométrie UV-Visible et de leurs simulations numériques a
partir d'hypotheéses raisonnables de schémas réactionnels. Si la réaction d'autocatalyse proposée peut
étre facilement suivie par spectrophotométrie UV-Visible, son suivi par voie électrochimique est
également une alternative intéressante car elle peut conduire a un dispositif de détection d'H,0,
simple, peu co(teux, et facile a intégrer dans un systéme miniaturisé. Cette approche originale de suivi
électrochimique de la réaction autocatalytique sera présentée dans un troisieme chapitre, sous
plusieurs approches, et I'impact de ce nouveau mode de lecture sera discuté. Enfin, dans un dernier
chapitre, un principe d'activation électrochimique de l'autocatalyse (dans lequel c'est I'électrode elle-
méme qui contribue a la réduction de la quinone) avec suivi électrochimique sera démontré. Une
premiere approche d'optimisation de cette stratégie via l'analyse du couplage entre réactions
homogeénes et réduction hétérogene sera d'abord présentée. L'influence de la nature du matériau de
|'électrode sur la réduction catalysée ou non de la quinone ainsi que sur les performances analytiques
du processus autocatalytique sera discutée. Enfin, la réactivité redox de la naphthoquinone sera
analysée quantitativement via I'étude de son schéma carré a neuf membres, ainsi que de son couplage
avec la réactivité redox de I'oxygene.

Mots clés : Autocatalyse ; Amplification exponentielle ; ORR (Réaction de Réduction de I'Oxygéne) ;
Spectroscopie UV-Visible ; Electrochimie moléculaire ; Enzymes redox ; Simulations numériques ;
Réactions radicalaires redox ; Bioanalyse ; Catalyseurs.




Abstract

Exponential signal amplification through autocatalytic reactions: towards

electrochemically-driven amplification

Abstract

Molecular signal amplification is crucial in bioanalysis for the sensitive and rapid detection of
target molecules. Autocatalytic reactions, such as PCR, are particularly interesting for achieving
exponential amplification. In this manuscript, we present a novel strategy for molecular exponential
amplification through autocatalysis, enabling the detection of nanomolar levels of hydrogen peroxide
(H203), a key analyte in numerous analytical applications. This autocatalytic reaction is based on the
cross-catalysis between the catalytic deprotection of a masked naphthoquinone by H,O, and the
catalytic production of H,0, through the redox cycling of the same naphthoquinone in the presence of
0 and a reducing agent.

In the first chapter, this autocatalysis mechanism through cross-reaction between two
catalytic loops will be analytically described via a formal theoretical analysis to better understand the
key parameters influencing the analytical performance of the exponential amplification. Then, in the
second chapter, the detailed mechanistic analysis of the proposed experimental system will be
described and discussed based on experimental kinetic data determined by UV-Visible spectroscopy
and their numerical simulations using reasonable assumptions of reaction schemes. While the
proposed autocatalytic reaction can be easily monitored by UV-Visible spectroscopy, its monitoring
through electrochemical means is also an interesting alternative as it can lead to a simple, cost-
effective, and easily integrable H,0, detection device in a miniaturized system. This original approach
of electrochemical monitoring of the autocatalytic reaction will be presented in a third chapter, using
multiple approaches, and the impact of this new readout mode will be discussed. Finally, in the last
chapter, a principle of electrochemical activation of autocatalysis (where the electrode itself
contributes to the reduction of the quinone) with electrochemical monitoring will be demonstrated.
An optimization approach of this strategy through the analysis of the coupling between homogeneous
reactions and heterogeneous reduction will be presented. The influence of the electrode material on
the catalyzed or non-catalyzed reduction of the quinone, as well as on the analytical performance of
the autocatalytic process, will be discussed. Lastly, the redox reactivity of the naphthoquinone will be
guantitatively analyzed through the study of its nine-membered square scheme, as well as its coupling
with the redox reactivity of oxygen.

Key words: Autocatalysis; Exponential amplification; ORR (Oxygen Reduction Reaction); UV-Visible
spectroscopy; Molecular electrochemistry; Redox enzymes; Numerical simulations; Redox radical
reactions; Bioanalysis; Catalysts.







Remerciements

Remerciements

Je souhaite tout d’abord remercier Maria-Rita MEUNIER-PREST et Vincent FOURMOND d’avoir
accepté d’évaluer mon manuscrit, ainsi que Manon GUILLE-COLLIGNON de participer au jury en tant
gu’Examinatrice. Je remercie également Guillaume GINES de m’avoir suivi tout au long de ma these et

d’avoir accepté d’en étre Examinateur.

Mes remerciements vont également a Elodie ANXOLABEHERE-MALLART, Directrice du Laboratoire

d’Electrochimie Moléculaire, pour m’avoir accueilli au sein de son unité durant ces trois ans.

Je remercie mon Directeur de these Benoit LIMOGES, pour m’avoir guidé et aidé tout au long de ma
these. Votre disponibilité pour répondre a toutes mes questions a été essentielle durant toute cette
aventure. Jai grandement apprécié nos nombreuses discussions scientifiques qui m’ont permis
d’apprendre sur beaucoup de points grace a votre sens de la pédagogie et du partage. Je tiens
également a remercier mon Co-encadrant Mathieu BRANCA, pour son implication et son
enthousiasme sur ce projet, et désolé de t’avoir peut-étre assommé d’ennui avec tous ces

chronoampérogrammes lors de mes meetings interminables.

Je tiens également a exprimer toute ma gratitude a Frangois MAVRE, qui m’a permis de mener a bien
cette these grace a son encadrement bienveillant. J'ai énormément appris a tes cotés, tant sur le plan
scientifique qu’humain. Je te suis reconnaissant de m’avoir fait confiance et soutenu pour la direction
que je voulais donner a cette these et les longs moments de réflexion devant le potentiostat a scruter
mes résultats de plus en plus irreproductibles. Merci également pour les discussions en dehors de la
thése et pour ton soutien lors de mes premiers pas dans I'enseignement universitaire (et de m’avoir

cédé les tant convoités TP d’électrochimie).

Un merci chaleureux aux visages du LEM, Sihem, Esther, Julie, Rabia et Armand pour leur disponibilité
et leur gentillesse. Un merci spécial a Alexandra pour son implication dans mon projet et pour toutes

les discussions et rires échangés.

Un immense merci a Necka, Assia, Linda et Mathéo qui ont contribué au cours de leur stage a ce travail

et avec qui il a été un réel plaisir de travailler et d’échanger. Je vous souhaite le meilleur pour la suite.

Je tiens a remercier Justine pour m’avoir transmis tout son savoir et pour ses conseils a mon arrivée
au labo, avec beaucoup de gentillesse et de pédagogie malgré sa période stressante de rédaction. Ce

manuscrit s’inscrit dans la suite du tien et j'espere qu’il refletera la qualité de celui-ci.




Remerciements

Je tiens a exprimer ma gratitude aux futurs troisiemes années Aude, Sercan, et Francesco. Bonne
chance pour cette fin de these, les échanges scientifiques et les rires ont été un réel plaisir. Merci
également a Hamid et Jaya, avec qui je suis arrivé au laboratoire et partagé cette aventure. Merci
également a Tom puis sa doublure Yashna pour les supers moments autour de la balance de la 718 ou

en dehors du labo. Plus que des collegues, j'ai rencontré ici des amis.
Merci également a toutes les personnes avec qui j’ai échangé au LEM au cours de ces trois années.

Je tiens a remercier également mes amis en dehors du laboratoire, tout d’abord Marc et Elodie, avec

gui nous nous sommes suivis de la licence a la thése (mais eux dans la plus jolie ville de France).

Merci également aux génies des procédés Clémentine, Romain, Mathis, Rayan, Lucas, Florian et

Laurie pour ces deux formidables années en master et pour ce qui en a suivi.

Un trés grand merci a Baratte, Gautier, Samy et Tacos, qui plus que des amis sont des fréres pour moi.
Merci entre autres pour tous les moments d’absurdités. Les parties d’échecs au square Albin Cachot,
les tournois Smash a porte Maillot, les tennis a la Faluére et le jeu du 98 tout autour du monde sont

de formidables souvenirs.

Merci de tout coeur a mes parents, mes soeurs Marjorie et Charlotte et mes grands-parents pour leur
soutien infaillible. Tout ce travail est grace a vous, et je vous suis reconnaissant d’avoir fait de moi la

personne que je suis aujourd’hui.

Pour finir, je remercie la personne la plus importante, ma moitié, Marion. Merci pour nos escapades,
nos moments de rire, les barbecues coréens, de te droitiser en acceptant d’étre ma partenaire de
tennis les dimanches, des bandes dessinées que tu me prétes, des séances cinémas dans tous les Pathé
d’lle-de-France... Merci simplement d’étre |la et pour tout. Tu es une inspiration pour moi. Ton soutien,
ta patience et ta positivité ont été clés tout au long de la rédaction de ce manuscrit et je n’y serai jamais

arrivé sans, et c’est pour tout cela que je te le dédie. J’espere gu’il te rendra fiére de moi, je t'aime.







Table des matiéres

Table des matiéres

RESUME ..o e 3
ABSTRACT ...ttt r e s s n e s e n e s e e nen 4
REMERCIEMENTS ..o e 6
TABLE DES MATIERES ...t 9
INTRODUCTION GENERALE ......coniiiri ittt 17

CHAPITRE1: AMPLIFICATION EXPONENTIELLE DU SIGNAL PAR DES REACTIONS

AUTOCATALYTIQUES : GENERALITES ET ETAT DE L'ART....coiiieeceee e e cvee e enee e e e 23
1. Détection de molécule d’intérét : amplification du Signal..........eeeeeeeeeeeeeeeeeenenennneneenneeneeeeeeeseseesessssssssanes 26
1.1. Détection sans amplification : 'exemple du test antigénique a flux latéral.........cccccceeevvvieecineeiineennn. 27
1.2 Détection par amplification linéaire : I'exemple du test ELISA...........oooiiiieieiiee e e 28
1.3. Détection par amplification exponentielle : 'exemple de 'EXPAR .....ccccoviieriiienieeniieenieeneee e 29

2. Schémas autocatalytiques reposant sur une chimie redox inorganique..........cccoeeeiiiiiniiiiinissssssssssssssnnns 33
2.1. Réaction autocatalytique entre le permanganate et I'oXalate........cccceecvieeecciee e, 33
2.2. Réactions autocatalytiques d’oxydation Par CO(I).......cuuiiiiiiiieeiiiiee et e e e 34
2.3. Une réaction oscillante autocatalytique : la réaction de Belousov-Zhabotinski .........cccceveievirnnenn. 37

3. Schémas autocatalytiques basés sur de la chimie moléculaire.........ccccoeveriiriiiiiiiiiiiiiircccrrccrcrcrrccer e, 39
3.1. Amplification exponentielle du signal pour la détection de dérivés thiols ..........cccceeevviiieciieeencneenn. 39
3.2. Amplification exponentielle du signal par des réactions dendritiques en chaine........ccccceecvevevcnveenn. 42
3.2.1. Détection autocatalytique de I'ion fluorure par une réaction dendritique en chaine................ 42
3.2.2. Détection autocatalytique de I'’eau oxygénée par une réaction dendritique en chaine ............ 45

3.3. Amplification du signal par autocatalyse photorédoX......ccccevcveeieiciieeieiiie e 47
3.4. Réaction autocatalytique basée sur un mécanisme de catalyse CroiSée.......ccccvvvveeeerciereieceeeesiveeenn. 48

4. Schémas autocatalytiques basés sur des réactions électrochimiques .........ccccceeeeeeeeiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 53
4.1. Mécanisme autocatalytique lors de la réduction de Zn?" en milieu non tamponné.............ccoveuvneeee. 53
4.2. Réduction autocatalytique d’H20: sur électrode d’argent en milieu acide.......ccccceevceeerieeniieiniieennenn. 55

4.3. Etude par voltamétrie cyclique de la réduction électrochimique autocatalytique d’halogénures

G AIKYIES vttt ettt ettt e e ettt e e e ettt e e e e tteeeeetbeeeeebeeeeetbeeeeaabaaaeabbeaeatbaeeaaabaaaeabaeaeaantaeeeanaeaeaatreaaans 57




Table des matiéres

L oo 1 1] (11 1 ] TP RPN 60

6. Références BibliographiqUes.........cccceeriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisiisssisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 61

CHAPITRE2: DESCRIPTION THEORIQUE D’UN MODELE AUTOCATALYTIQUE SIMPLE PAR

CATALYSE CROISEE .....ciiiiiiiiiiieieiiieieeeeeeeeerereeeeeeesesesesesesesesesesesesesesesessaesesessaeseseseseseseseseseseneseaenens 69
1. Description du modéle et des équations différentielles adimensionnelles ..........ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenennnes 70
2. Déclenchement direct de la réaction autocatalytique par un des deux catalyseurs ........cccceeeeveeeerncnnnnns 72

2.1. O T (o 1= Tol [T ol =T U | PP P 72

2.2, (O3 =TS oo =Tl 1= o 1ol oY= U O ST P TP OUPTPPRO 79
3. Mécanisme autocatalytique moléculaire préliminaire basée sur la catalyse croisée...........ccceeeeeeernnnnne. 80
4. Références Bibliographiques......ccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiissssssssssssss s ssssssssssssssnens 86

CHAPITRE3: ETUDE MECANISTIQUE DE LA REACTION AUTOCATALYTIQUE IMPLIQUANT DES
SONDES DOUBLEMENT MASQUEES. ......ooiiiiiiiiiiiict s 89

1. Preuve de concept de stabilisation de la sonde par double masquage et application a la réaction

AULOCATAIYLIQUE.......eecccrrcrrcrrsss s s s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssnnnnnnnnnnnnnn 91
1.1. Stabilité et réactivité de déprotection oxydative de la sonde doublement masquée ........cccccuveennee. 91
1.2. Réaction autocatalytique avec la sonde doublement masquée et le couple réducteur enzymatique
DI/NADH .ttt ettt ettt he bt e bt e he et e st et e s bt e bt e bt e aeea e e e et e ebeeb e e heea e e n b e b e b e eheeheeheeaten b et e besheebenaeeatenes 93

1.3. Etude mécanistique et cinétique de la déprotection oxydative de la sonde doublement masquée .. 95

1.4. Modélisation de la réaction autoCatalytiqUE........eiiicuieeieiiie e e rre e e saaee e 98
1.4.1. Simulation avec I'entrée numéro 2 : auto-oxydation de I'intermédiaire monoester boronique
ACHIVB ettt h bt et he e b e e bt ekt e Rt e eh b e eh e e sheeehe e bt et e eRbeeheeeb e e be e b e eatesatesheenae 105
1.4.2. Simulation avec I'entrée numéro 3 : auto-oxydation de I'intermédiaire monoboronique
BSACTIVEER ..ottt sttt st e e bt e st e st e e sa bt e e bt e sabe e s bt e s be e e be e e bt e e bt e e be e e bt e e beeenneeebes 106
1.4.3. Simulation avec I'entrée numéro 4 : raffinement des constantes cinétiques ks et kred impliquées
(o F T I L LYoV Lo P T= LI =T [ ) USRSt 107
1.4.4. Confirmation du modele numérique par application aux résultats de la sonde monoester
oYoT o] ] o LU TN UPUR 111

2. Optimisation des performances analytiques par notre réaction autocatalytique..........ccccceeeeeeeernnnnnee. 113

2.1. Amélioration de la cinétique globale d’autocatalyse : effet du pH ....cccovvveeceiiiiciieeee e, 113

2.2. Inhibition de la réponse non-spécifique du systeme : contribution de la diaphorase....................... 116

10



Table des matiéres

3. Exploration du cycleur redox 2,5-diméthoxy-1,4-benzoquinone comme alternative a la 1,4-NQ.......... 118

3.1. Caractérisation de la boucle catalytique de recyclage redox de la 2,5-OMe-PB..........ccccceerireeenueennne 119
3.1.1. Etude des propriétés d’auto-oxydation de la forme réduite de la 2,5-OMe-BQ par voltamétrie

ToxYZod Lo 15U 119

3.1.2. Etude des propriétés de cyclage redox de la 2,5-OMe-BQ en présence de diaphorase et de

[N 7Y D O OO PP PP PPPPPPPPPUPPPRPPPRS 121
3.2. Etude de la sonde diester boronique 2,5-OME-PBi..........cceeeeeiiiiiiiiiee et see e et 122
3.2.1. Etude de la déprotection de la sonde 2,5-OMe-PB par H202 ...cccovviieircuieneiiiieeiniiee e, 122
3.2.2. Réaction d’autocatalyse avec la sonde 2,5-OMe-PB ..........coviiiiiiiiieiniienieeee e 123
3.3. Exploration de la réaction de Dakin comme alternative de déprotection d’une sonde par H20:..... 124
3.3.1. Etude de la déprotection de la sonde 4-OH-2,5-OMe-Ald par H2O2.....c..oevevcvveeeiiieeeeieee e, 124
3.3.2. Réaction d’autocatalyse avec la sonde 4-OH-2,5-OMe-Ald.......cccccveeeeiiiriiiiieeeriee e, 125

4. Conclusion générale sur les réactions autocatalytiques impliquant des sondes doublement masquées.....

............................................................................................................................................................ 127

5.  Références Bibliographiques.........cccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 128
CHAPITRE4 : SUIVI ELECTROCHIMIQUE DU SIGNAL DE LA REACTION AUTOCATALYTIQUE
HOMOGENE AVEC UNE REDUCTION ENZYMATIQUE ..o e e e e e 133
1.  Suivi chronoampérométrique de la réaction autocatalytique via la réduction électrochimique de
I'oxygene médiée par la 1,4-naphthoquinone............eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e nnannnes 136

1.1. Suivi électrochimique en réduction de la déprotection oxydative de la sonde 1,4-bis-DBN en

[T =T o TolcWe [ o T S SR 140

1.2. Suivi électrochimique en réduction du recyclage redox de la 1,4-naphthoquinone en présence du
COUPIE DI/NADH. ....ooeteeeiteeete ettt et ete ettt ste e e te e sbeeetae e sabeeetaeestbeeeaseessbeeasseessbeaasseessbeeesseesaseensseesaseensreesareesres 141

1.3. Suivi électrochimique en réduction de la réaction autocatalytique.........ccccvevevcieeiecciec e, 146

2.  Suivi chronoampérométrique de la réaction autocatalytique via le suivi de I’oxydation catalytique du
NADH par la diaphorase médiée par la 1,4-naphthoquinone ............ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennee 150

2.1. Principe de I'oxydation catalytique du NADH par la diaphorase médiée par la 1,4-naphthoquinone....

........................................................................................................................................................... 151

2.2. Suivi électrochimique en oxydation du cyclage redox de la 1,4-naphthoquinone..........ccccccuuee... 155

2.3. Suivi électrochimique en oxydation du systéme autocatalytique complet........ccccceeevvvivicieeercnieenn. 156

2.3.1. T} [0 T=Tq Yol=Io [V e Yo = o X = IS 156

2.3.2. Détection de H20: par lecture électrochimique oxXydatiVe.........ccevueerieeiieeniiie e sreeeienn 160
2.3.3. Simulation numérique 1D de la lecture électrochimique oxydative de la réaction

F= UL Yor= 1 =1 AV d o 18 R 161




Table des matiéres

2.3.4. Exploration des parametres pouvant influer sur la cinétique de la réaction autocatalytique au
€ours d’Un SUIVI @MPErOMELTIIGUE ...cccueiiuiiiiiieritieeie ettt ettt ettt e sie e st e esate e bt e e sabeesneeesbneenteesaneennees 164
2.4, Optimisation des performances analytiques @ PH 9.5.......ccuiii i 167
3. Résultats préliminaires d’un suivi potentiométrique a courant nul de la réaction autocatalytique...... 169
4. Conclusion générale sur le suivi électrochimique de la réaction autocatalytique homogeéne ............... 171
5. Références BibliographiqUeS :.......ccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisiiiiiisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 173

CHAPITRES: CATALYSE MOLECULAIRE D’UNE REACTION ELECTROCHIMIQUE AVEC
RETROACTION POSITIVE : PREUVE DE CONCEPT DE L'AUTOCATALYSE MOLECULAIRE
ELECTROCHIMIQUE ......co ittt 177

1. Suivi et activation de la réaction autocatalytique via la réduction catalytique de I'oxygéne par la 1,4-
naphthoquinone sur une électrode en carbone vitreux dans une cellule électrochimique classique............. 178
1.1. Premiére approche de la réactivité autocatalytique électrochimique avec la sonde monoboronique
PAr VOILAMEBLIIE CYCHIGUE .ottt sttt sat e s bt e sate s bt e saeesbeeesaneenneas 178

1.2 Approche de la réactivité électrochimique autocatalytique avec la sonde diboronique par

(ol aY o] g VoF: TaaY o J<T o] 4 V=] d o[- TSR 184

2. Etude de I'autocatalyse électrochimique dans un dispositif couche mince sur une électrode de carbone

L1 Y 190
2.1. Simulation de I'autocatalyse électrochimique en couche MiNCe ........cccceeeeiiieeecciiie e, 190
2.2, Présentation du dispositif expérimental de formation de couche mince .........cccceevvievieiiiienieennen. 192

2.3. Preuve de concept du dispositif expérimental de formation de couche mince a partir d’une sonde
<1 [<Yotu ool o110 1T [V SRS URU PP PRRR 194

2.4. Autocatalyse électrochimique en COUChE MINCE........ccccviiiiciiii e 197

3. Etude de la réduction directe et catalysée par la 1,4-naphthoquinone d’O: sur différents matériaux

Lo Tt o =P 203
3.1. Réduction d’O2 sur des matériaux CarbONEs .........cocuivviriirieiieeee e 204
3.2. Réduction d’O2 sur des oxydes transparents CONAUCLEUIS......cuuviivivieeeriieeeeiee e cee e e 205
3.3. Réduction d’02 sur des monocouches de thiols fonctionnalisées sur une électrode d’or ................ 207

4. Etude de l'autocatalyse électrochimique dans un dispositif couche mince sur une électrode d’or
fONCtioNNAliSEE @t SUF ITO-PET .....ccciiiiiiiiirnnnreriiiiissssnneeesessssssssnnssssesssssssssnssssssssssssssnnsesssssssssssnnsesssssssssssnnnenss 211
4.1. Autocatalyse électrochimique en couche mince sur une monocouche de 6-mercapto-1-hexanol.. 211

4.2. Autocatalyse électrochimique en couche mince sur une électrode d’ITO-PET.......ccccovveeecireeenneennn. 213

12



Table des matiéres

5. Références Bibliographiques.........ccccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiinssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 217

CHAPITRE6: ANALYSE DU MECANISME PCET DE LA 1,4-NAPHTHOQUINONE PAR LA
METHODE DE LAVIRON ET APPLICATION A LA CATALYSE DE REDUCTION DE L'OXYGENE
MOLECULAIRE 219

1. Description du schéma carré a 9 membres du mécanisme PCET de la 1,4-naphthoquinone................. 220

2. Détermination des constantes thermodynamiques du mécanisme PCET de la 1,4-naphthoquinone par

une analyse en vOltameétrie CYClIQUE ......uuueeieememeeeemeeemeeeineneeeneeeeeeeeeeeeeeeeesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 221

3. Comportement de la 1,4-naphthoquinone dans des milieux faiblement tamponnés........................... 227

4. Application du mécanisme PCET de la 1,4-naphthoquinone a la réduction catalytique médiée de

POXYZENE MOIBCUIQIIE ..cevveeeerereeereeeeeeeeeeeneeeeeeeeeeeemeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnss 228
5. Références BibliographiqUes..........ccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiircsssssssssssssss s ssssssssssssssssssssssnsssnssssnsnsnnnnes 235
CONCLUSION GENERALE ......coeeeeieieeeieeeieeeee et ceeeeeceeeeeeeeeeeee e s ee e s e s e s e s s e e e e e e e e e e s e e e s e e eneeeeenenenennnnnnnnns 239
PARTIE EXPERIMENTALE .........oovveereeeeeeeeceseeeeeseesessesessesssssssssessseessssessssesssssssssessaneesnsssessnns 245
1. ProcCEdUre SENErale........uueeeeeeeeeeeeeeneeeeeeemmmneeeeeeeesesmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 246
1.1. 2 C<T To ) £ RS S 246
1.2 Préparation des SOIULIONS MEIES .......ccuuiiiiiiiie ittt et e ee e e et e e e st e e e eate e e eatae e e sabaeeeennseeeeennanas 246
1.3. FN Lo U Lo = 1= e [ = T B 1 U USPROt 246
2.  Spectrophotomeétrie UV-Visible ........ccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiinininninnnninnnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 247
2.1. INSEFUMEBNTES ettt e e e sttt et e e e s ettt e e e s e aab bt eeeeeese s anbabeeeeeeesannbnreeeeeeesannnnnnee 247
2.2. SUIVI CINELIQUE €N MICTOPIAGUE ..eeeeeeiiiee ettt et e et e e ee et e e e e eabe e e e sbaeeeeateeeeessaeeessraaaans 247
2.3. Protocole de préparation du SUiVi CINELIQUE .......eeiiieiiiicciiie et 248
2.3.1. Détection d’H202 par réaction autocatalytique avec une sonde boronique et le couple
e (R Tat =IO T D1 A\ 7Y 0 TR 248
2.3.2. Suivi cinétique de la déprotection oxydative et du cyclage redoX........c.cccceeeevvevevcieeeescveeeennns 249
TR = 1Yot oYl o 1T T 249
3.1 [ =Y e =t g T U YRR 249
3.2. Préparation des électrodes de travail ..........ccocciiiiiiiiie e et 250
3.2.1. Electrode de Carbone VItrEUX......coiuiiiiiiiiieeie ettt sttt 250
3.2.2. Electrode d’or fONCioONN@liSEe........eeiuiiiiieiii e s 250




Table des mati

eres

3.2.3. Oxydes transparents CONAUCLEUIS & ....icuiiiiiiieeeeiiereeeieeeestreeeereeeeessraeeeesteeeesssaeesnsseeeesnseeesnnnns 251

4. Simulations numériques

LISTES DES ABREVIATIONS

14



15



16



Introduction générale

Introduction générale

17



Introduction générale

L'autocatalyse est un phénomene naturel en chimie, en physique, en biologie et méme en
économiel?. Ce concept se définit comme une entité qui accélére sa propre production*. En
sciences, ce sont des réactions qui jouent un réle fondamental dans I’évolution, et sont suspectées
d’étre clés dans I'apparition de la vie. Ce type de réaction est défini comme une réaction ou les produits
formés accélerent la vitesse de la réaction elle-méme. En d’autres termes, ce sont des réactions
impliquant une espéece qui catalyse sa propre production. Un exemple d’autocatalyse en physique est
la propagation auto-amplifiée de réactions en chaines nucléaires dans l'industrie nucléaire. La
croissance d’une colonie bactérienne est considérée comme une réaction autocatalytique en biologie.
Dans le domaine de I'économie, le capital d’'une entreprise peut également étre décrit comme
catalyseur de sa propre production. En chimie, les réactions autocatalytiques sont relativement rares,
et la compréhension et I'utilisation de celles-ci sont au cceur de peu de recherches. Destinées a des
applications trés diverses, ce sous-domaine particulier de la chimie manque d’uniformisation dans les
différentes études qui lui sont consacrées®. Comprendre et décrire fondamentalement ce type de

réactivité est donc un enjeu important.

Aujourd’hui, de nombreux efforts sont faits pour développer des méthodes d’analyses
d’agents chimiques ou biologiques. L’amplification moléculaire ou biomoléculaire de la cible ou du
signal est une stratégie d’optimisation des performances analytiques de ces méthodes, avec pour but
d’obtenir des meilleures sensibilités et limites de détection. Le développement de ces méthodes,
essentiel pour étre capable de détecter des traces d’analytes, peut étre conduit selon plusieurs types
d’amplifications, mais les méthodes d’amplification exponentielle sont les plus puissantes. Ces-
dernieres reposent sur des réactions autocatalytiques, ou soit la cible soit le signal est amplifié
exponentiellement par une réaction chimique ou biochimique. C’est par exemple le cas de la
Polymerase Chain Reaction (PCR), technique d’amplification biochimique qui permet grace a la
réplication exponentielle d’'une séquence cible d’ADN de détecter quelques acides nucléiques dans
quelques microlitres de solution®. Si ces réactions autocatalytiques sont largement répandues pour
I’'amplification d’acides nucléiques, des méthodes d’amplification exponentielle basée sur de la chimie
moléculaire sont plus complexes a développer. Cependant, développer des réactions autocatalytiques
basées sur ce type de chimie pour la détection sélective et sensible d’analytes est un enjeu intéressant

pour des applications plus variées, mais également pour leur co(t et leur simplicité d’utilisation.

Le contenu de ce manuscrit s’articule donc autour du développement et de la compréhension
de réactions autocatalytiques moléculaires, spécifique de I'amplification exponentielle de peroxyde
d’hydrogene (H.0,), agent chimique tres important en analyse. L'idée globale est de développer une
stratégie d’amplification suffisamment générique pour pouvoir étre incorporées a des techniques

d’analyse de biomolécules comme un immunodosage, pour en améliorer les performances
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analytiques. Dans ce manuscrit, la description, la compréhension et I'optimisation de ces réactions

autocatalytiques seront présentées.

Marqueur oxydase

S . . . .
- C Réaction autocatalytique déclenchée par H,0,

7 '~ H,0,

$ H,0, === nH,0,

Antigéne
cible «\ i

————a
Immunodosage

Le premier chapitre est consacré a I'état de I'art de différentes méthodes d’amplification du
signal par des réactions autocatalytiques inorganiques et organiques, afin de gagner en sensibilité de
détection pour des molécules d’intéréts. Des exemples de réactions autocatalytiques en électrochimie
seront également présentés. Au cours de ce chapitre, le principe de catalyse croisée au cceur du

manuscrit sera introduit.

Le second chapitre décrit de maniere formelle le principe de catalyse croisée induisant
I'autocatalyse a partir de deux réactions catalytiques simples auto-activées. Les équations analytiques
formulées seront appliquées a des résultats expérimentaux antérieurs a ce manuscrit afin de valider

le modéle formel et comprendre les facteurs clés de I'autocatalyse.

Le troisieme chapitre présente la réactivité de sondes moléculaires permettant d’obtenir des
réactions autocatalytiques. Une analyse mécanistique et cinétique a I'aide de simulations numériques
permettra de rendre compte des résultats expérimentaux. A partir de cette analyse, les performances

analytiques de la réaction autocatalytique seront optimisées.

Le quatrieme chapitre introduit une nouvelle méthode de suivi de la réaction autocatalytique,
non plus par spectrophotométrie mais par mesures électrochimiques. Plusieurs stratégies de suivi en
continu seront mises en place, et les nouvelles problématiques liées a ce mode de lecture seront

discutées.

Le cinquieme chapitre explore la mise en ceuvre du concept d’autocatalyse électrochimique,
ou la réaction autocatalytique est non plus suivie mais activée par une électrode. Notamment, les
problématiques de couplage d’une réaction homogene avec une réaction hétérogéne avec rétroaction

positive seront discutées, ainsi que la sélectivité du matériau d’électrode.

Le sixieme chapitre traite de |'analyse thermodynamique des échanges de protons et

d’électrons lors de la réduction ou de I'oxydation de la 1,4-naphthoquinone. Pour ce faire, des

19



Introduction générale

voltamétries cycliques seront analysées et le schéma carré a neuf membres sera formellement et
guantitativement discuté. A partir de cette analyse, la réduction catalytique de I'oxygene par cette

méme naphthoquinone sera expliquée par simulation numérique.
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Amplification exponentielle du signal par des réactions autocatalytiques : généralités et état de I'art.

Chapitre 1 : AMPLIFICATION EXPONENTIELLE DU
SIGNAL PAR DES REACTIONS AUTOCATALYTIQUES :
GENERALITES ET ETAT DE L’ART.
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L'indentification et la quantification de marqueurs biologiques a I'état de traces dans des
échantillons complexes est essentielle pour le diagnostic précoce de maladies, pour la compréhension
de processus biologiques fondamentaux, ou encore pour la détection d’agents pathogénes dans
I’environnement. Les marqueurs biologiques sont de nature extrémement variée puisqu’ils peuvent
étre tout aussi bien une protéine, un acide nucléique (ARN, ADN), une vitamine, une hormone, ou
encore toutes autres petites molécules d’intérét biologique et/ou médical. Il est également nécessaire
de les détecter trés souvent a I'état de traces dans des milieux complexes, ce qui nécessite de
développer des techniques analytiques qui soient trés sensibles et sélectives. Dans le cas d’agents
pathogénes biologiques, comme une bactérie, un champignon, un virus ou encore un parasite, la
détection peut se faire soit de maniere directe, c’est-a-dire en venant détecter I'agent ou un élément
qui le constitue (comme par exemple une séquence ARN codant pour un virus), soit de maniere
indirecte en détectant par exemple I'anticorps issu de la réponse immunitaire que le pathogene a
induite dans un organisme vivant. Les deux critéres clés qu’il est nécessaire de prendre en compte lors

du développement d’un outil de détection d’'un marqueur biologique sont :

e La sélectivité, qui est la capacité d’un systéme de détection a cibler spécifiquement la
molécule d’intérét (les autres molécules ou interférents potentiels présents dans
I’échantillon ne doivent générer aucune réponse). Cette propriété est nécessaire pour
avoir un résultat précis et fiable, tout en évitant des faux positifs ou des réponses non-
spécifiques du systéme de détection. En général, cette sélectivité repose sur une
interaction de reconnaissance moléculaire entre la molécule cible et un récepteur
spécifique de cette cible.

e La sensibilité, qui est la mesure de la variation de signal en réponse a une variation de
concentration en analyte. La concentration seuil a partir de laquelle le signal se distingue
du bruit ou du signal généré par la réponse non-spécifique est appelée limite de détection.
L’amélioration du rapport signal/bruit par des techniques d’amplification du signal (ou
éventuellement de la cible elle-méme) est généralement nécessaire pour atteindre les tres
faibles concentrations généralement requises. Comme nous le verrons plus loin ces
amplifications de signal peuvent étre de natures trés différentes : linéaire, multiplicative,

guadratique, ou encore exponentielle.

C’est dans ce contexte d’amplification moléculaire du signal que s’inscrit ce travail, avec en
particulier I'exploration d’un concept d’amplification exponentiel du signal qui met en jeu un processus
d’autocatalyse redox pouvant étre suivi par une simple technique de spectroscopie UV-visible ou par
voie électrochimique. Dans ce premier chapitre, nous aborderons les différentes méthodes

d’amplification du signal a des fins de détection biologique, avec d’abord une description assez
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générale des différents modes d’amplification du signal pouvant étre mis en ceuvre, suivi ensuite d’un
état de I'art plus spécifique sur les stratégies d’amplification exponentielle du signal via des réactions

exploitant un principe d’autocatalyse.
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1. Détection de molécule d’intérét : amplification du signal

Les systéemes d’amplification moléculaire d’un signal ou d’une cible peuvent étre catégorisés
selon la nature de leur pouvoir amplificateur en fonction du temps (Figure 1-1) c’est-a-dire multiplicatif
lorsque I'amplification du signal est le produit d’un saut quantitatif indépendant du temps, linéaire
lorsque I'amplification est un facteur multiplicatif constant avec le temps, ou non-linéaire lorsque

I"amplification du signal suit une loi non-linéaire avec le temps (les amplifications quadratiques et

exponentielles font partie de cette catégorie).

Les systemes que I'on dit sans amplification ne présentent aucune évolution de leur signal au
cours du temps celui-ci étant directement proportionnel a linteraction de reconnaissance
biomoléculaire entre la cible et son marqueur révélateur (i.e. une molécule cible contribuera de
maniére stcechiométrique a I'intensité du signal produit par un marqueur révélateur). A I'inverse, les
systémes d’amplification linéaire de signal reposent dans de nombreux cas sur une réaction catalytique
dont le produit de cette réaction s’accumule en fonction du temps avant d’étre détecté. Enfin, les
approches reposant sur une amplification du signal dite exponentielle est le plus souvent le résultat
de réactions autocatalytiques impliquant un catalyseur capable de catalyser sa propre formation, selon
un schéma réactionnel de type X = n X. C’est la méthode d’amplification la plus efficace pour atteindre

une tres grande sensibilité de détection et donc a priori une trés faible limite de détection.

4 N Exponentielle
.
.
— L]
4%} )
c »
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>
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Figure 1-1 : Evolution de l'intensité d'un signal au cours du temps selon la nature de I'amplification.
Sans amplification (noir), Amplification linéaire (vert), Multiplicative (bleu), Quadratique (jaune),

Exponentielle (rouge).
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1.1. Détection sans amplification : I’exemple du test antigénique a flux latéral

Un exemple bien connu de détection de biomolécules via I'apparition d’un signal directement
induit par la reconnaissance biomoléculaire entre une cible X et un récepteur spécifique R est le test
antigénique sur bandelettes ou a flux latéral2. Ces derniers ont d’ailleurs été largement popularisés
au cours de la pandémie du COVID 19. Le principe de cet immunodosage (Figure 1-2), similaire a celui
d’un test de grossesse classique, repose sur la reconnaissance entre un antigene X et son anticorps R,
auquel un marqueur de révélation est attaché, en 'occurrence ici des nanoparticules d’or. Lors de la
reconnaissance biomoléculaire entre X et R, ce marqueur colloidal d’or se concentre localement en se
liant a un troisieme anticorps fixé a un endroit bien précis sur la bandelette. Cela permet alors la

visualisation d’une ligne colorée (rouge) en cas de présence de I'antigéne.

e

4
— E
rd
- |
// //, ‘;/: >
Force capillajre . Force Capillairg SN
3 o
‘ échantillon @ Antigéne cible ¥ AnticorpsAmarqué || AnticorpsB ﬁrAnticorpsC — Cassette

#

Figure 1-2 : Schéma de principe d'un test a flux latéral antigénique d’aprés la référence?. Aprés dépdt
d’un échantillon, celui-ci se déplace le long de la cassette de test (généralement en papier ou en
nitrocellulose) par capillarité. S’il contient I'antigene cible, celui-ci se lie dans un premier temps a un
premier anticorps A sur lequel est greffé le marqueur. Le couple antigéne/anticorps A se déplace alors
a une premiere ligne de test sur laquelle est fixée un anticorps B capable de reconnaitre I'antigéne et
de former ainsi un immunosandwich B/antigéne/A, qui donne lieu a I'apparition d’un trait rouge
visible. Par la suite, I'exces d’anticorps A se déplace jusqu’a une ligne de controle ou il peut se lier a un
anticorps C et donner lieu a un deuxiéme trait rouge, permettant de vérifier la validité du test. Enfin,
I’exces d’antigénes cibles potentiel qui ne serait pas lié se déplace jusqu’a la fin de la cassette.

Il est important de noter que cette détection est simplement stocechiométrique, signifiant que
pour un antigéne, un seul marqueur révélateur greffé a I’anticorps émettra un signal coloré. Si ces tests
permettent un acces rapide au diagnostic avec une mise en ceuvre simple, rapide, peu chéere et

portable, leur sensibilité reste cependant souvent insuffisante par rapport aux tests de références
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réalisés en laboratoire car ces derniéeres intéegrent généralement un principe d’amplification du signal

comme nous allons maintenant le voir avec I'exemple des tests ELISA.

1.2. Détection par amplification linéaire : I'exemple du test ELISA
En 1971 est apparue la technique d'immunodosage enzymatique hétérogene, ou Enzyme-
Linked Immunosorbent Assays (ELISA)?, qui s’appuie sur utilisation d’un marqueur enzymatique pour

générer une amplification de signal linéaire. Le principe de cette technique est rappelé Figure 1-3.
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Anficorps B relié a un marqueur enzymatique Produits détectables

Figure 1-3 : Schéma de principe d'un test ELISA classique.

Il se déroule en 6 étapes. Dans un premier temps, un anticorps A est immobilisé sur une phase
solide. Ensuite, I’échantillon a analyser est introduit et seul I'antigene cible présent dans I’échantillon
est capturé par I'anticorps A immobilisé. Aprés capture, la phase solide est lavée ce qui permet
d’éliminer tout ce qui n’a pas réagi. Ensuite, un deuxiéme anticorps B marqué par une enzyme est
introduit. Cet anticorps se lie alors avec un autre épitope de I’antigéne, formant un immunosandwich
de type anticorps A/antigéne/anticorps B-marqueur enzymatique. Le surplus d’anticorps B non lié est
alors éliminé par lavage de la phase solide. Enfin, dans une derniére étape le substrat de I'enzyme est
ajouté ce qui a pour effet de déclencher la production catalytique d’un produit P facilement détectable

(par un exemple un produit P coloré ou fluorescent) et qui s’accumule linéairement avec le temps.
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Cette accumulation du produit de la réaction enzymatique permet de gagner en sensibilité
avec un facteur d’amplification qui dépend directement de la réactivité de I'enzyme, ou plus
précisément de son turnover. Ce dernier représente en effet le nombre de molécules de substrat
transformées par seconde et par unité de marqueur enzymatique (avec une valeur classiquement
comprise entre 100 et 1000 s). La technique ELISA est trés couramment employée en bioanalyse. Elle
permet d’atteindre des limites de détection en cible inférieures au picomolaire. De plus, il est
relativement simple de concevoir des immunodosages ELISA avec un marqueur enzymatique dont le
produit de catalyse est facilement détectable par des méthodes spectrophotométriques (UV-vis,
chimiluminescence, fluorescence). Cependant, cette amplification linéaire peut ne pas étre suffisante
pour détecter les trées faibles concentrations de certaines cibles. C’est aussi pour cette raison que des

amplifications de signal non-linéaires peuvent étre intéressantes.

1.3. Détection par amplification exponentielle : 'exemple de 'EXPAR
Les amplifications exponentielles sont généralement le fruit de réactions dites
autocatalytiques. On parle d’une réaction autocatalytique quand un réactif est capable de se répliquer

selon le schéma réactionnel représenté Figure 1-4.

X+S——nX+P

Figure 1-4 : Principe d'une réaction autocatalytique ou un composé X catalyse sa propre formation en
réagissant avec un substrat S.

La cinétique d’une réaction autocatalytique se caractérise par une consommation
exponentielle des réactifs de départ (ici S) et, concomitamment, I"accumulation exponentielle des
produits (ici P). Expérimentalement, ce type de réaction produit des cinétiques sigmoidales (Figure
1-5) qui s’expliquent par une premiére phase de latence durant laquelle la vitesse de la réaction
s’accéleére, suivie ensuite d’'une phase mesurable d’évolution exponentielle, puis enfin d’'une phase qui
progressivement ralentie pour finir par s’interrompre indiquant I'arrét de la réaction en raison de la
consommation totale du réactif de départ. Ce qui caractérise aussi une réaction autocatalytique c’est
une phase de latence d’autant plus longue que la concentration en cible au départ est faible. Cela
permet de tracer des courbes en S telles que représentées Figure 1-5, dont la grandeur mesurable
pour caractériser la concentration en X n’est plus I'intensité d’un signal qui dépend des performances
du dispositif analytique de mesure (densité optique, intensité de fluorescence, etc...) mais d’un temps
de réponse caractéristique (temps d’apparition du signal, temps de demi-réaction, ...). Ce temps varie
théoriquement de maniére linéaire avec le logarithme de la concentration en cible X. Ainsi, il est
possible de détecter quantitativement sur plusieurs ordres de grandeurs des concentrations en cible

selon ce temps caractéristique. Les réactions autocatalytiques sont donc intrinsequement tres
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sensibles, ce qui potentiellement peut permettre d’atteindre des limites de détection trés basses en
concentration pour un analyte donné. C'est aussi pour cette raison qu’elles ont été jusqu’ici tres
largement exploitées pour détecter des acides nucléiques a des concentrations trés faibles. C'est
typiquement le cas de la technique PCR* qui permet de répliquer autocatalytiquement des séquences
d’acides nucléiques ou encore de nombreuses autres méthodes d’amplification isotherme d’acides
nucléiques comme la technique LAMP>. Parmi ces méthodes d’amplifications isothermes d’acides
nucléiques, la technique dite Exponential Amplification Reaction (EXPAR)> est un exemple intéressant

a décrire.

A \ [Cible]

———————p

Intensité du Signal

\

Temps

Figure 1-5 : Courbe cinétique de I'évolution d'intensité d'un signal en fonction du temps pour une
réaction autocatalytique décrite en Figure 1-4.

Son principe de fonctionnement représenté Figure 1-6 repose sur l'utilisation d’une sonde
oligonucléotidique simple brin d’ADN composée d’'une répétition de deux motifs X' (sonde
palindromique) complémentaires de la cible oligonucléotidique X et séparés par un site de restriction
spécifique d’une endonucléase. La réaction démarre lorsque la cible X s’hybride de maniére
complémentaire a la sonde sur I'un des sites X’. En présence d’une polymérase et de nucléotides
triphosphorylés, le brin cible est allongé et un second motif X est répliqué en complémentaire du

second motif X’ de la sonde.
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Figure 1-6 : Représentation de la technique d'amplification EXPAR d’un brin d'ADN cible X a T = 55°C,
en présence d'une amorce constituée de 2 brins complémentaires X’ séparés par site de restriction
(représentée par un triangle violet), d’'une premiére enzyme polymérase de I’ADN et d’une seconde
enzyme endonucléase de clivage simple brin.

Ensuite, le processus se poursuit avec le clivage du nouveau brin par I'endonucléase au niveau
du site de restriction, ce qui autorise alors a la fois (/) une nouvelle élongation du duplex par la
polymérase (amplification linéaire), (ii) la libération d’un brin équivalent de X qui peut alors réagir avec
une nouvelle sonde oligonucléotidique (rétroaction positive). La cible X est donc catalyseur de sa
propre formation, ce qui fait de 'EXPAR est une technique d’amplification exponentielle de ’ADN. La
technique EXPAR permet d’accumuler jusqu’a 108 fois la quantité d’oligonucléotides initiale en
qguelgues minutes seulement. C'est également une technique qui peut étre facilement couplée a

différent modes de suivi comme par exemple par spectroscopie de fluorescence.

Une approche qui permet d’améliorer les performances analytiques des méthodes de
diagnostic consiste a coupler la technique EXPAR a un immunodosage®®. Le principe (Figure 1-7) est
similaire a celui d’un test ELISA, sauf que le catalyseur enzymatique est ici remplacé par un brin d’ADN
que I'on réplique lors de I'étape de révélation de maniére exponentielle via I'amplification EXPAR.
L'amplification du signal est donc exponentielle dans ce cas et elle peut étre suivie cinétiquement par

une simple mesure d’absorbance ou de fluorescence.
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Figure 1-7 : Principe de I'immuno-EXPAR, inspiré de 8°,

Les techniques d’amplification exponentielles s’avérent donc particulierement intéressantes
si I'on souhaite détecter de trés faibles concentrations en un analyte donnée. Cependant, ce sont des
méthodes qui dans le cas de ces approches tirant parti de 'amplification d’acides nucléiques restent
onéreuses et complexes a mettre en ceuvre, nécessitant des techniciens hautement qualifiés. Elles
peuvent également étre limitées par des amplifications non-spécifiques qui généralement conduisent
a des faux positifs. De plus, ces techniques d’amplification exponentielles relévent principalement de
la chimie/biochimie des acides nucléiques. Une transposition de ces concepts d’amplification
autocatalytique vers une chimie plus moléculaire et aussi plus simple est une alternative intéressante
mais qui jusqu’ici n’a été que peu explorée. C'est ce que nous allons maintenant aborder avec la
présentation des quelques rares exemples d’amplification autocatalytique par voie chimique qui ont

été développés dans un but analytique.
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2. Schémas autocatalytiques reposant sur une chimie redox inorganique

Il existe dans la littérature quelques exemples de réaction autocatalytiques reposant sur une
chimie redox inorganique et qui ont été exploitées dans un but analytique. Elles constituent ainsi une
premiere approche pour appréhender la complexité de ce type de réactivité, impliquant de la chimie

redox, radicalaire ou colloidale.

2.1. Réaction autocatalytique entre le permanganate et I'oxalate
La réaction de titrage de I'ion oxalate C;0,> et le permanganate MnQO4 est une expérience
classiquement étudiée en chimie pour comprendre le principe des dosages redox. La réaction globale

est la suivante :
2-
2MnO;, +6H,0" +5H,C,0, —M™ 52 Mn** +14H,0+10CO,

Son caractére autocatalytique a été décrit pour la premiére fois par Launer en 193241 selon

le schéma réactionnel en Figure 1-8.

2 MnO, 5 Mn?*
3 Mn2* ,L— 5 Mnoz; 10 Mn3*
10 CO, +— +—— 5C,0,*
7 Mn2*

Figure 1-8 : Mécanisme de la réaction autocatalytique Permanganate-Oxalate selon la référence 4°,

Dans ce mécanisme, I'espéce Mn?* facilite d’abord la réduction de MnO4~ en MnO,. Ensuite,
I’'espéce colloidale MnO; peut réagir avec Mn? pour former Mn*, qui en présence d’oxalate se réduit
a nouveau en Mn?*. Au bilan global, I'espéce Mn?* est accumulée durant un cycle de propagation selon
I’équation globale 5 Mn?* > 7 Mn?* et elle s’accumule donc de maniére exponentielle au cours des
cycles. Sil'on observe I'évolution des concentrations en réactifs au cours du temps, des sigmoides sont
donc obtenues. La Figure 1-9 représente le suivi cinétique par spectrophotométrie UV-Vis a A = 525
nm (longueur d’onde ol I'on observe la disparation du permanganate) de la réaction en milieu acide
et a plusieurs concentrations initiales en Mn?* 11, Une consommation exponentielle du permanganate
au cours du temps est observée. Le début de cette consommation est d’autant plus rapide que la
concentration en Mn?* initiale est forte. Il est ainsi possible de déterminer en fonction du temps de

réponse plusieurs ordres de grandeurs en concentration de Mn?*. Néanmoins, il faut noter qu’en
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I’'absence de Mn?* (Figure 1-9, courbe a), une sigmoide est également observée. Ceci est di a la
réaction non-désirée de réduction directe du permanganate par I'oxalate en 'absence de Mn?* (voir

ci-dessous), qui bien que lente a lieu quand méme.
MnQO, +4 H +2 H,C,0, —>Mn*" +4 H,0+4CO,

Cette réaction non-désirée limite ainsi les performances analytiques de la méthode.
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Figure 1-9 : Suivi cinétique par spectrophotométrie UV-Vis a A = 525 nm (longueur d’onde
caractéristique du permanganate de potassium) de la réaction autocatalytique entre le permanganate
et 'oxalate, figure extraite de la référence 1. Les conditions expérimentales sont : 2 mL d’une solution
de permanganate de potassium a 4x10% mol.L'? auquel est ajouté 1 mL d’une solution d’oxalate 3
1.5x10° mol.LY. La réaction se déroule dans de I'acide sulfurique a 0.5 mol.L'! avec différentes
concentrations finales en Mn?* : (a) 0 mol.L?, (b) 1x10° mol.L?, (¢) 1x10° mol.L ™.

Différents mécanismes réactionnels entre le permanganate et I'oxalate ont été proposés dans
la littérature. Kovacs décrit un mécanisme plus complexe dans lequel I'oxydation de I'oxalate serait
initiée par la formation des colloides de MnO,*. D’autres réactions du permanganate sont également
décrites comme autocatalytiques en présence de glycine?®, de L-alanine'’, ou bien d’acide formique2.
Dans le cas de la glycine et de la L-alanine, les colloides de MnO; sont également décrits comme
responsable de |'autocatalyse. La variété des mécanismes décrits souligne la complexité de ce type de

réactions.

2.2. Réactions autocatalytiques d’oxydation par Co(lll)
Les réactions d’oxydation de composés organiques par Co* sont parfois décrites dans la

littérature comme autocatalytique, avec une amplification exponentielle du signal. Un premier
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exemple est I'oxydation de I’hydrazine (N;H4) par des complexes de cobalt (111)*°. Dans le mécanisme
proposé, I'espece Co(ll) accélere fortement la réaction de décomposition de I’hydrazine. L’explication
avancée par les auteurs est que le Co(ll) complexé avec I'hydrazine permet un échange d’électron par

sphere externe facilité avec le complexe de Co(lll).

Une autre réaction autocatalytique est la réaction d’un colorant (5-Br-PAPS) en présence de
Co%, Co?* et d’oxone (KHSOs)?*2!, Cette réaction représentée Figure 1-10 met en jeu les ions Co%*
comme réactif autocatalytique ce qui donne lieu a des cinétiques sigmoidales trés raides lors du suivi

spectrophotométrique de la consommation du colorant.

N N + Co® + Co? + KHSO;
\_\—503

2 Co?* + KHSO, + produits organiques

HO

5-Br-PAPS

Figure 1-10 : Réaction d’oxydation autocatalytique d’un colorant 5-Br-PAPS en présence de Co® et Co?*
selon %,

Dans le mécanisme proposé, Co%* est bien une espéce autocatalytique car elle catalyse sa
propre formation, entrainant ainsi une accumulation exponentielle de sa concentration. La
concentration initiale de Co?* est donc clé, car plus elle sera importante, plus la réaction sera accélérée.
Les auteurs tirent parti de cette réactivité afin de détecter sensiblement des concentrations a I’échelle
de traces en Co%. C’est ce que montre la Figure 1-11 avec le suivi cinétique par spectrophotométrie
UV-Vis a A = 590 nm (longueur d’onde caractéristique du complexe Co® - 5-Br-PAPS, ¢ = 9.8x10* M"

!.ecm) de plusieurs concentrations en Co?* initiale.
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Figure 1-11 : Suivi cinétique par spectrophotométrique UV-Vis a A = 590 nm de 15 uM de 5-Br-PAPS en
présence de 0.5% d’oxone en présence de plusieurs concentrations de Co?* dans un tampon phosphate
0.025 M a pH 7. [Co(I)] (hM) : A) 0, B) 15, C) 30, D) 75, E) 150. Figure extraite de la référence 2%

Il est ainsi possible de détecter sensiblement, en quelques dizaines de secondes, jusqu’a 15
nM de Co?* dans quelques microlitres de solution. Cette réaction autocatalytique est donc un outil trés
puissant pour la détection de traces de Co*. Plusieurs paramétres expérimentaux influent sur les
performances analytiques, notamment la concentration en oxone, la concentration en 5-Br-PAPS, la
température, la concentration du tampon. Cette réaction autocatalytique?® peut étre décrite selon la

réaction formelle simple ci-dessous, permettant de rendre compte de la nature singuliere des signaux
sigmoidaux obtenus.

R+C—>2C+P
(ou R est le réactif, C I'autocatalyseur, P le produit, et k la constante de vitesse)

Cette réaction autocatalytique a également été utilisée dans un dispositif microfluidique a
gouttelettes par I'équipe d’Ismagilov?? avec pour ambition le couplage temporel de deux amplifications
successives. Nous ne rentrerons pas ici dans le détail mais ce dispositif permet de maintenir les
réactions hors-équilibre, ce résulte en un systeme bistable. Cela se traduit analytiquement par
I’existence d’une concentration seuil nécessaire pour obtenir une décoloration totale des gouttelettes
et au-dela de laquelle le temps de réponse reste le méme. Un point intéressant évoqué dans ce papier

est la dépendance de la vitesse de la réaction autocatalytique avec la convection. Ce type de réaction

est en effet décrit comme affectée par la convection®?4, et ici le temps de consommation totale du
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colorant est d’autant plus long que la convection est importante. Une explication a cette inhibition de
la cinétique d’autocatalyse par la convection est que I'amplification locale d’'une concentration en
autocatalyseur (ici Co?*) permet d’accélérer la cinétique globale, et que la présence de toute

convection vient diluer ces « poches » d’autocatalyseur locales.

2.3. Une réaction oscillante autocatalytique : la réaction de Belousov-Zhabotinski

La réaction de Belousov-Zhabotinski (réaction BZ) est un systeme chimique oscillant décrit
pour la premiere fois en 1951 par Belousov et qui a été au coeur de beaucoup de recherches du fait de
son comportement singulier. L’oscillation de la réaction s’observe visuellement par des changements
de couleurs périodiques spontanés. Ce systéme chimique est donc non linéaire et a suscité un grand
intérét en chimie théorique et en biologie car elle permet une analogie avec les systemes naturels
oscillants (par exemple I'oscillation des niveaux hormonaux, du rythme cardiaque...), ou encore parce
gu’elle est une piste de réflexion pour la conception de matériaux autonomes capables de se
régénérer. L'autocatalyse est au coeur du mécanisme réactionnel complexe de la réaction BZ qui
comporterait plus de 80 étapes élémentaires?>?°, Une proposition simplifiée du mécanisme est décrite

ci-dessous :

Réaction d’initiation : Br +2H" + BrO, —HOBr +HBrO,

Réactions de propagation :

HBrO Ce¥/e
® . BrO, — +HBrO,

HBrO,

3/4+
——— BrO,” ———HBrO,

HBrO, X &“X BrCH(COOH),
BrO,’ Ce* Br + HCOOH + CO,

La réaction BZ est initiée par la tres lente réduction de BrOs” en HBrO; via Br. Le HBrO, formé

peut ensuite a nouveau réagir avec BrOs;™ pour former Br,04, qui se dissocie en deux radicaux BrO,".
Ces deux radicaux entrent alors dans une boucle de cyclage redox du cérium et sont réduits par I'ion
Ce** en deux molécules de HBrO,. Le cérium est alors oxydé en Ce*, puis I'acide bromomalonique
permet de le réduire & nouveau en Ce*. Ainsi, HBrO, est I'autocatalyseur de la réaction BZ, selon la

réaction globale suivante :

BrO; +HBrO, +2Ce* +3H" —2HBr0, +2Ce* +H,0
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Il est possible de remplacer Ce par d’autres métaux (Mn, Fe, Ru, Co, Cu, Cr, Ag, Ni, et Os %),
tant que ces derniers permettent la réduction catalytique du BrO, en HBrO,. L’oscillation de la réaction
BZ est décrite comme dépendante des concentrations en réactifs et notamment de la concentration
en ion métallique. Strizhak décrit en 1993% un modeéle original tirant parti de ce caractére pour la
détection de I'ion Mn(ll). Les oscillations sont mesurées avec I'aide d’une électrode de platine dont le
potentiel électrochimique de circuit ouvert varie avec la variation de concentration des espéces redox

en solution (Figure 1-12).
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Figure 1-12 : Mesure potentiométrique a une électrode de platine du potentiel global de la solution
en fonction du temps a 21°C de la réaction BZ avec les concentrations initiales suivantes : [KBrOs] =
0.115 mol.L}, [H2S04] = 0.32 mol.L?, [acide bromomalonique] = 0.68 mol.L?, [ferroine] (catalyseur de
la réaction) = 1.7x103 mol.L™.

Ces oscillations se caractérisent par un fort saut de potentiel suivi d’'une décroissance lente.
Bien qu’elles soient régulieres en forme, les oscillations ne le sont pas en amplitude et en période,
créant ainsi des oscillations chaotiques. Néanmoins, bien que ces oscillations chaotiques ne soient pas
reproductibles, les caractéristiques statistiques (densité de probabilité, dimension fractale) de ces
oscillations le sont. Il est ainsi possible de calculer par traitement numérique 3D, avec un algorithme
de Wolf, un paramétre caractéristique de Lyapunov AL en s qui, dans un systéme dynamique, est
caractéristique de la stabilité ou de I'instabilité de ce systeme. A partir des données expérimentales,
AL est extrait et multiplié au temps T; associé caractéristique de I'oscillation (Figure 1-12). Ainsi, ce
nouveau parameétre A..T; permet de s’affranchir de la non-reproductibilité des temps de la réaction BZ,
et en le calculant pour plusieurs concentrations en Mn(ll), il est alors possible d’obtenir des courbes
de calibration sur plusieurs ordres de grandeurs de concentrations en ion métallique (jusqu’au
picomolaire en Mn(Il)) (Figure 1-13). Cette approche originale, bien que complexe, est performante.

Elle pourrait également étre appliquée a la détection d’autres métaux.
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Figure 1-13 : Tracé de la dépendance de la valeur du parameétre A..Ti en fonction de la concentration
initiale en Mn(ll). Les conditions expérimentales sont les mémes qu’en Figure 1-12.

Les réactions autocatalytiques reposant sur une chimie redox inorganique, bien qu’autorisant
de tres fortes amplifications, restent des systemes complexes avec un caractéere cinétique hautement
non linéaire. Il est donc difficile d’en prédire et maitriser la réactivité. D’autre part, elles nécessitent
généralement d’opérer en milieux tres acides, ce qui les rends difficilement exploitables pour le

développement d’applications bioanalytiques.

3. Schémas autocatalytiques basés sur de la chimie moléculaire

Au cours des dix derniéres années plusieurs stratégies originales d’amplifications moléculaires
autocatalytiques ont été proposées dans le but de détecter de petites molécules d’intérét analytique.
La force de ces nouvelles stratégies d’amplification moléculaires repose sur le fait qu’elles tirent parti
de sondes moléculaires dont le design est aisément modulable grace a la chimie de synthése
organique. La littérature comporte un panel variés de réactions autocatalytiques moléculaires, allant
du domaine de I'organométallique®?° 3 des approches enzymatiques®'. Nous décrirons dans un
premier temps quelques exemples de systemes récemment reportés dans la littérature, puis nous
présenterons ensuite celui que I'équipe du Laboratoire d’Electrochimie Moléculaire a développé au

cours de ces dernieres années et sur lequel je me suis appuyé pour réaliser mon travail de théese.

3.1. Amplification exponentielle du signal pour la détection de dérivés thiols
La détection d’agents neurotoxiques a de trés faibles concentrations (létale a quelques ppb)
est un enjeu important dans le contexte de leur utilisation comme arme chimique. En 2017, le groupe

d’Anslyn propose un nouveau concept de réaction autocatalytique exploitant la chimie des dérivés
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thiols*2. Le concept reporté Figure 1-14 consiste a hydrolyser un substitut d’agent nerveux, le
déméthon-S-méthyl en un dérivé thiol qui enclenche un mécanisme d’amplification autocatalytique.
L'autocatalyse résulte du clivage par le dérivé thiol du pont disulfure du 2-hydroxyéthyl disulfide
(BMEox), libérant ainsi deux molécules de mercaptoéthanol (BME). Celles-ci peuvent alors réagir en
proportion steechiométrique avec le dérivé di-mercaptométhyl de I'acide de Meldrum (A), qui libére
ainsi deux molécules de méthanethiol et le composé B. Les molécules de méthanethiol produites
peuvent alors réagir comme nouveaux déclencheurs avec le composé BMEox et ainsi assurer un
fonctionnement autocatalytique de type BME -> 2BME jusqu’a épuisement des réservoirs de A et

BMEox.

Pour pouvoir suivre la cinétique de cette réaction par fluorescence, la sonde C est ajoutée au
mélange. Cette molécule est une fluorescéine masquée par un groupement acide dinitrobenzene
sulfonique, lequel peut étre retiré en présence de méthanethiol pour libérer la fluorescéine. Le
méthanethiol qui croit de maniére exponentielle au cours de la réaction va donc ainsi induire
|"apparition soudaine d’une émission de fluorescence, avec une cinétique en forme de sigmoidale. La
détection jusqu’a 2.22 uM de butanethiol (ici utilisée comme déclencheur initial) en moins de 40
minutes environ a pu ainsi étre démontrée. Les performances analytiques de cette approche restent
cependant limitées par la réponse non-spécifique obtenue en |'absence de tout déclencheur,

traduisant ainsi un manque de stabilité des réactifs de départ.

S, OH
o S N TN
BMEox

Déclencheur thiol
(cible)

Fluorescéine

Figure 1-14 : Schéma réactionnel de la cascade autoinductive entre un dérivé de I'acide de Meldrun
(A) et le 2-hydroxyethyl disulfide (BMEox) en présence d’un déclencher thiol et d’une sonde masquant
la fluorescéine. La figure est inspirée de la référence 2.
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En 2021, le méme groupe a proposé un mode de suivi alternatif pour cette méme réaction.
Cette fois ci, I'amplification exponentielle n’est plus suivie par fluorescence mais a I'ceil nu via un

hydrogel qui se dégrade en présence de thiol*.

Le groupe de Murthy propose en 2020 une autre méthode d’amplification autocatalytique
pour la détection de thiols, la réaction en chaine de la méthionase (MCR)?, illustrée Figure 1-15. Cette
méthode est basée sur la réactivation en chaine d’une enzyme, la méthionine gamma-lyase (MGL).
L'activité de cette enzyme consiste a catalyser I’hydrolyse d’un acide aminé, la méthionine, avec pour
produit principal le méthanethiol CH,SH, et repose sur un mécanisme impliquant le groupement thiol
d’une cystéine, la Cys-116. Par réaction de cette cystéine avec le réactif d’Ellman (DTNB ou acide
dithiobisnitrobenzoique) formant ainsi un pont disulfure, I'enzyme perd son activité (forme MGL*).
Cependant, cette désactivation est réversible et I'enzyme peut étre réactivée via un échange thiolate-
disulfure en présence d’une molécule cible présentant une fonction thiol R-SH. Une fois réactivée,
I’enzyme MGL va alors produire en présence de son substrat du CHsSH, qui va a son tour réactiver
d’autres MGL*, initiant ainsi une réactivation en chaine. Lors de ce processus, CHsSH catalyse donc
indirectement sa propre production, d’ou la nature exponentielle de I'amplification proposée. Avec
cette méthode de réactivation enzymatique autocatalytique, il est possible de venir détecter

visuellement jusqu’a 50 nM de DTT.

Cible a détecter
R-SH

5 IEE 7 o v \ o
MGL* désactivée ”s-s-ﬂ, Q—s-s-& ”5-5'&
1 enzyme MGL
est réactivée Q—s—s—k, *-su ”—s-s-n,

Production enzymatique
de méthanethiol HyC—SH HyC—SH HyC—SH HyC—SH

Réactivation

successive ”—S—S—R,
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Figure 1-15 : Schéma du mécanisme autocatalytique de la réaction en chaine de la méthionase. En gris
la MGL* désactivée, en couleur la MGL activée. Figure extraite de la référence 34,
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3.2. Amplification exponentielle du signal par des réactions dendritiques en chaine
Une autre stratégie élégante d’amplification exponentielle du signal repose sur l'utilisation de
sondes permettant des réactions dendritiques en chaine (DCR). Ce type de réaction autocatalytique

35-36

tire parti du désassemblage d’'un composé dendrimérique par autoimmolation en réponse a sa

réaction avec une cible donnée comme illustré Figure 1-16.

Cible Immolation Immolatlon
ﬁ ﬁ
Déclencheur .

Figure 1-16 : Schéma conceptuel d'une réaction dendritique en chaine d’une sonde dendritique
autoimmolante. En bleu est représenté le groupement déclenchant, en vert les déclencheurs inactifs,
et en rouge ces mémes déclencheurs actifs aprés immolation compléte de la sonde.

La molécule cible dans un premier temps clive la partie déclenchante de la sonde. Apres ce
clivage, la sonde dendrimére devient instable et par un principe d’autoimmolation libére en cascade
ses groupements protecteurs. Ces groupements protecteurs sont en réalité la forme masquée de la
cible. Une fois démasqués, ils deviennent eux-mémes déclencheurs d’autres molécules sondes. Ainsi,
pour une molécule cible au départ qui réagit avec une molécule sonde, ce sont plusieurs équivalents x
de molécules cibles que I'on libére, avec x le nombre de groupements inactifs greffés sur la sonde.
Cette méthode d’amplification exponentielle suit bien un schéma réactionnel autocatalytique. Nous
allons voir ci-apres deux exemples de systémes DCR, I'un pour la détection de I'ion fluorure F et I'autre

pour la détection de I'eau oxygénée.

3.2.1. Détection autocatalytique de I'ion fluorure par une réaction dendritique en chaine
Le groupe de Shabat reporte en 2011 I'un des tous premiers exemples de réaction dendritique
en chaine pour la détection de I'ion fluorure F*. Le principe est rappelé Figure 1-17. |l repose sur la

réactivité de déprotection d’une sonde moléculaire dendritique A avec I'ion fluorure.
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Figure 1-17 : Réaction dendritique en chaine pour la détection d’ions fluorures par une réaction
d’autoimmolation d’une sonde A par F, produisant 2 équivalents de F et 1 équivalent de B (4-
nitroaniline).

Sur cette sonde est installé un groupement protecteur tert-butyldiméthylsilyle (TBDMSi) qui
par réaction avec I'ion F* peut étre clivé pour générer un intermédiaire phénolique. Cette intermédiaire
instable se dégrade alors via un processus intramoléculaire d’élimination 1:2, 1:4 et 1:6, en deux
équivalents d’ions F, un équivalent de 4-nitroaniline (de couleur jaune), et différents sous-produits.
Ainsi, a partir d’un seul ion F, la réaction permet d’en générer 2 autres qui a leur tour peuvent réagir
et ainsi enclencher un processus d’autocatalyse dont le suivi peut se faire par spectroscopie UV-Visible
en suivant a A =400 nm |'apparition de la 4-nitroaniline. La cinétique exponentielle de cette conversion
est dépendante de la concentration initiale en ions F, plus elle est faible et plus le temps de conversion

est long comme le montre la Figure 1-18.
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Figure 1-18 : Suivi par spectrophotométrie UV-Vis a A = 400 nm de |'apparition du composé B par la
DCR dans les conditions suivantes : [A] = 500 uM, solvant acétonitrile/DMSO (1:1), et addition de
plusieurs concentrations en fluorure de tétrabutylammonium [F] : 120, 60, 30, 20, 2 ou O uM.
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Grace a cette méthode, il est possible de détecter jusqu’a 2 uM d’ions F. Cette limite de
détection est largement dictée par le signal non-spécifique que I'on obtient en I'absence d’ions F
(blanc de la Figure 1-18) et qui traduit la capacité de la sonde a s’autoimmoler spontanément en
I'absence d’ions F. Afin d’améliorer les performances analytiques de cette approche, le groupe
d’Anslyn a publié en 2017 une méthode reposant sur un mélange de deux sondes dendritiques, une
sonde A pour amplifier F et une sonde B pour détecter via la libération d’un composé fluorescent3%,
Le schéma réactionnel des deux DCR en cascade est présenté Figure 1-19. Dans un premier temps,
I"amplification de F démarre avec la sonde A qui produit 6 équivalents de F et un indicateur
colorimétrique sous forme de polymére. Puis, I'amplification se poursuit avec la sonde révélatrice B
qui au contact des ions F amplifiés, libere 3 molécules fluorescentes par sonde révélatrice,
suramplifiant ainsi le signal cette fois-ci fluorescent. Cependant, le systeme reste toujours limité par la
réponse non-spécifique des sondes en I'absence d’ions fluorures, limitant donc les performances
analytiques. Cette réponse non-spécifique est intrinséque aux sondes dendritiques autoimmolantes,

essentiellement liée a leur tendance a s’autoimmoler spontanément.
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Figure 1-19 : Détection de I'ion fluorure par une réaction autocatalytique formée d’une cascade de
deux réactions dendritique en chaine, selon la référence *.
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3.2.2. Détection autocatalytique de I’eau oxygénée par une réaction dendritique en chaine

En 2013, le groupe de Phillips publie une méthode autonome d’amplification exponentielle du
signal en s’appuyant sur un concept DCR mettant en jeu une réaction de déprotection d’'une sonde
acide boronique par de I'eau oxygénée H,0,%. Le principe de ce concept est représenté Figure 1-20.
La sonde dendritique A une fois déprotégée par H,O, permet la libération par élimination 1:6 et 1:4 de
deux équivalents d’'une 3-hydroxybenzohydroquinone, qui en présence d’O, dissous s’oxyde pour
produire deux équivalents d’H,0,. Ces derniers peuvent alors enclencher la déprotection de deux

équivalents de sonde A, générant a leur tour quatre équivalents d’H,0,, et ainsi de suite.

HZOZ ut)\B/(m OH o
\¥' 2
0 2 H,0,
OH o c
A OH
OH
20,
OH
B(OH),
2
HO B

OH

Figure 1-20 : Réaction autocatalytique induite par le clivage oxydatif d’un acide boronique d’une sonde
dendrimérique A par H,0,, entrainant le relargage par autoimmolation de deux équivalents d’un dérivé
hydroquinone B, qui s’auto-oxyde en présence d’O, en la quinone correspondante C, formant 2
nouveaux équivalents d’H,0,. Figure inspirée de la référence *°.

A chaque cycle représenté Figure 1-20, pour chaque molécule d’H,0, consommée deux sont
produites, ce qui conduit a un mécanisme d’autocatalyse dans lequel H,0, catalyse sa propre
formation. La quinone C produite étant colorée, on peut alors suivre la cinétique de cette réaction par
une simple mesure de spectroscopie UV-vis. La durée a partir de laquelle I'absorbance croit de maniere
exponentielle permet de quantifier H,0,. Cependant, les performances analytiques de ce systéme ne
sont pas tres bonnes puisqu’elles ne permettent la détection que de 0.1 équivalent d’H,0; par rapport
a la sonde en environ 4 heures. Le faible facteur d’amplification (facteur environ 10), est di a une

réponse non-spécifique tres importante en I'absence d’H,0,.
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Une alternative a cette approche a été proposée par le groupe de Shabat en 2012*. Le schéma
de principe de cette DCR est rappelé Figure 1-21. |l repose sur la méme réactivité des acides boroniques
vis-a-vis d’H,0,, mais cette fois-ci en catalysant la réplication d’H,0; par une glucose oxydase (GOx) en

présence de glucose et d’O..

OH
— — - .
A O—f Glucose /. ~G|_lﬂs_{_:,/l
HO\ \ —  *+ CO,Et
p / \E \ ( Glucose j
/ _/ . lucose
HO o CO,Et
/ OH
Hzoz T
. o—_ Glucose ) 0
Cible Glucose ,

H,0,
H,0,

Figure 1-21 : Réaction autocatalytique induite par le clivage oxydatif d’un acide boronique d’'une sonde
denrimeérique A par H,0,, entrainant le relargage par autoimmolation de deux équivalents de glucose,
entrainant la réduction enzymatique d’O; en H,0, en présence de I'enzyme glucose oxydase. Les H,0,
produits permettent soit la déprotection d’une nouvelle sonde A, soit oxyder la liaison bore de la sonde
B, entrainant la libération par autoimmolation d’'un composé coloré C (acide 5-amino-2-
nitrobenzoique). Figure inspirée de la référence **.

La sonde autoimmolante A est constituée d’un groupement protecteur (en bleu) qui réagit
sélectivement avec H,0,. La sonde libére ainsi deux équivalents de glucose par autoimmolation,
lesquels sont ensuite convertis via la GOx en deux équivalents d’H,0,. Ces deux équivalents sont alors
susceptibles de réagir avec deux autres équivalents de sonde A (créant ainsi 4 H,0, a l'issu de ce
nouveau cycle) ou avec la deuxieme sonde B révélatrice, ce qui a pour effet de libérer le composé C
coloré. Le suivi cinétique de I'apparition du composé C (acide 5-amino-2-nitrobenzoique) au cours du
temps peut étre aisément réalisé par spectrophotométrie UV-Vis a A = 405 nm. Dans ces conditions,

une détection jusqu’a 5 uM d’H,0; est possible apres environ 4 heures de réaction. Les performances
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analytiques sont encore une fois limitées par I'autoimmolation spontanée de la sonde A en I'absence

d'HZOZ.

Afin de tenter d’améliorer les performances analytiques, d’autres dérivés de la sonde A
comportant jusqu’a 6 molécules de glucose par sonde ont été synthétisés par le méme groupe®!.
Cependant, cette approche n’a pas été récompensée en termes de limite de détection, car les

cinétiques spécifiques et non-spécifiques de la DCR ont été accélérées d’un méme facteur.

3.3. Amplification du signal par autocatalyse photorédox

4243 propose un concept original de réaction autocatalytique

En 2021, le groupe de Sikes
photorédox reposant sur I'amplification exponentielle de I’éosine Y (EY?), un photocatalyseur sensible
a la lumiere visible et ultraviolette, générateur d’espéces réactives de I'oxygéne (0,7, H,0,...). Le

mécanisme de cette autocatalyse photorédox est représenté Figure 1-22.

L’amplification de EY? est initié dans un premier temps par son excitation photochimique en
un état triplet 3[EY?]" induite par une lumiére verte. Cet état excité peut alors soit se relaxer en
présence d’0, avec production concomitante d’un équivalent d’oxygéne singulet *0,, soit réagir avec
la forme réduite de I'éosine Y, EYH?, initialement présente et produire 2 équivalents du radical EY-*
par comproportionnation. Celui-ci peut s’oxyder en présence d’O; et reformer a chaque fois un
équivalent d’EYZ. Ainsi, si I'état excité 3[EY?]" choisit le chemin réactionnel avec EYH*, deux équivalents
de EY% sont produits in fine au cours d’un cycle, qui peuvent étre 3 nouveau excités par la lumiére
verte, entrant dans un nouveau cycle. Le composé EY? est donc un photocatalyseur de sa propre
formation, rendant la réaction photorédox autocatalytique. Formellement, et méme si ce n’est pas
décrit comme cela par les auteurs, ce schéma réactionnel est similaire a un schéma d’auto-oxydation

d’une hydroquinone dans lequel la comproportionnation serait photoactivée.

EYH*

EYH* EYH*

‘7 M
S[EY2]” ~ EYH EYH*
Cycle 1‘ \ Cyc!e{ \ 3 Cyclerl | /
EYH® EYH>
a .

EYH*

2"

2992

Figure 1-22 : Principe simplifié de 'amplification exponentielle de EY? par autocatalyse photorédox au
cours de n cycles. Figure inspirée de la référence .
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Le suivi cinétique de cette réaction autocatalytique photorédox peut se faire facilement par
spectroscopie UV-Vis, en suivant notamment I'apparition exponentielle de EY? & Amax = 535 nm. Il est
possible d’amplifier la concentration en EY? par un facteur 500 en seulement 900 secondes. Cela
conduit a une limite de détection en EY? de seulement 10 nM. Le spectrophotométre utilisé ne
pouvant pas détecter EY> en dessous de 50 nM, cette méthode d’amplification permet donc
d’améliorer significativement la sensibilité de la détection de I'éosine Y. Il est possible de coupler cette
amplification exponentielle d’EY?> avec la polymérisation photoinduite d’'un monomére 3,3’-
diaminobenzidine, permettant ainsi une visualisation a I’ceil nue de I'amplification autocatalytique. Il
a également été montré par le groupe de Sikes que l'on pouvait exploiter cette stratégie
d’amplification du signal a des fins bioanalytiques. Cela a été notamment démontré dans le cadre d’un
immunodosage dédié a la détection d’une protéine du SARS-CoV-2, conduisant alors a un gain

d’amplification du signal par un facteur 30 par rapport a une approche ELISA classique®?.

3.4. Réaction autocatalytique basée sur un mécanisme de catalyse croisée

En 2019, I'’équipe du Laboratoire d’Electrochimie Moléculaire a décrit un nouvel exemple de
réaction autocatalytique reposant sur I'activation croisée de deux boucles redox catalytiques, chacune
produisant le catalyseur de I'autre boucle.***> Ces travaux ont donnés lieu jusqu’a présent a trois

théses (Charlie Rabin*®, Justine Pallu #” et Pan Hui®).

Le principe de cette méthode est illustré schématiquement Figure 1-23 dans le cadre de la

sonde naphthol monoester boronique 4-DBN, étudiée par Justine Pallu au cours de sa thése.

H,0, 0,

0.0
B , OH o]
) ——- 98
OH OH o]
Réd Ox

Figure 1-23 : Réaction autocatalytique par catalyse croisée déclenchée par H,O, en présence de la
sonde 4-DBN, d'0,, et d'un réducteur, d’aprés la référence .

La premiere boucle catalytique (boucle 1 réécrite ci-dessous) consiste en une déprotection

catalytique de la sonde 4-DBN par H,0,, ce qui permet de libérer la 1,4-naphthohydroquinone (1,4-
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NQH:) qui rapidement en présence d’O, dissous s’oxyde en 1,4-naphthoquinone (1,4-NQ) et en méme

temps régénéere d'H,0..

| | // e
J ! y
o. 0
‘i // OH 0 \\\
A H, O, T 0, A ,ﬂ\_ \
| = H\ __/,I\ - - L:\ j[ u +H,0,
OH CLH J;;T

La deuxiéme boucle quant a elle (boucle 2 réécrite ci-dessous) repose sur un principe de
recyclage redox dans lequel le couple 1,4-naphthoquinone/1,4-naphthohydroquinone joue un role de
médiateur redox avec d’un c6té une réaction d’oxydation de la 1,4-NQH;, par O, en 1,4-NQ pour
produire H,0,, et de I'autre une réaction de réduction de la 1,4-NQ en 1,4-NQH; via un réducteur

chimigue ou enzymatique.
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Ainsi, la boucle 1 produit une naphthohydroquinone catalyseur de la boucle 2, tandis que la
boucle 2 produit H,0, catalyseur de la boucle 1. En combinant ces deux boucles (Figure 1-23), les deux

catalyses se croisent ce qui a pour effet d’induire un processus autocatalytique.

Comme agent réducteur, 'enzyme diaphorase en présence de son substrat NADH ont été
utilisés. Le graphe A de la Figure 1-24 montre l'allure de courbes cinétiques obtenues a partir de
différentes concentrations initiales en H,0O; et en suivant I'absorbance du NADH a une longueur d’onde
de A = 340 nm. Les courbes en S sont caractéristiques d’une réaction catalytique, avec une phase de
latence d’autant plus longue que la concentration initiale en H,0, est faible. Si I'on reporte le temps
t12 auquel I'absorbance du NADH a diminuée de moitié en fonction du logarithme de la concentration
initiale en H,0,, on obtient une courbe de calibration en H,0, qui s’étend sur un peu plus de 2 décades
(Figure 1-24B). |l est ainsi possible de détecter jusqu’a 150 nM d’H,0, pour une durée de réaction
d’environ 10 minutes. Les performances analytiques de ce systéme restent néanmoins limitées par la
réponse non-spécifique que I'on observe en I'absence d’H,0, (courbe noire de la Figure 1-24A). Cette
réponse non-spécifique a été démontrée comme étant le résultat d’'un manque de stabilité de la sonde

4-DBNY,
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Figure 1-24 : (A) Suivi cinétique par spectrophotométrie UV-Vis a 340nm de la réaction entre 50 uM
de la sonde 4-DBN et une gamme de concentration de H,0, en présence de 10 nM DI et 250 uM NADH
dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5. [H,0,] (uM) : en vert 150, en bleu 50, en jaune 15,
en orange 5, en rose 1.5, en rouge 0.5, en violet 0.15 et en noir 0 (blanc). (B) Courbe de calibration
semi-logarithmique obtenu en relevant les ti; en A (correspondant au temps pour atteindre 0.4
d’absorbance) en fonction du log de [H203].

Il est important de noter que plusieurs types de réactivités sont en jeu et peuvent donc plus

ou moins impacter le processus d’autocatalyse :

o Hydrolyse de I'ester pinacol : la sonde 4-DBN est initialement solubilisée dans le DMSO
(diméthylsulfoxyde) dans laquelle elle reste stable. En revanche, dés que I'on procéde a sa
dilution dans un tampon aqueux, la fonction pinacol de l'ester boronique s’hydrolyse

rapidement selon la réaction suivante %° :

H

0o_0 HO_.__OH
B 2 H,0 B
99 -7—; SOIEEN oY
HO OH
OH 2 H;0 OH

e Clivage oxydatif de I'acide boronique par H.0; : |a réaction de déprotection d’un acide (ou
ester) boronique par H,0; est une réactivité connue depuis les années 1930°°. Le mécanisme
a été décrit par Kuivila en 1954°1%, || consiste en une réaction de coupure oxydative de la
liaison C-B via I'attaque nucléophile de la forme déprotonnée d’H,0,, soit HOO". Ainsi, la
cinétique de cette réaction est d’autant plus rapide que le pH est élevé. Le mécanisme de
transformation de la sonde 4-DBN en 1,4-naphthohydroquinone peut donc étre décrit selon le

schéma réactionnel suivant :
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e Réaction de protodéboronation : une réaction secondaire bien connue des acides boroniques
aromatiques est leur protodéboronation qui conduit en milieu aqueux a I'élimination de la
fonction boronique par protonation du cycle aromatique®™°. Dans le cas de la sonde 4-DBN

on peut donc avoir la réaction secondaire suivante :

HO__ _OH
B H

0 —=y O
OH H3B0; OH

Il est important de noter que cette réactivité est plutot lente et qu’elle n’a pas d’influence
significative sur le processus autocatalytique dans la mesure ou le produit qui en résulte, le 1-naphthol,

ne peut s’auto-oxyder et induire la formation d’H,0,.

e Oxydation de I’acide monoboronique par O; : dans le travail e thése de Justine Pallu il a été
montré que la sonde 4-DBN pouvait se dégrader lentement en 1,4-NQ une fois diluée dans un
tampon aqueux et que cette instabilité chimique résultait d’'une réaction lente d’oxydation par

I’0, dissous de la liaison carbone-bore selon la réaction supposée suivante :

HO._ _OH
“B” OH
2H,0
OO +0, ——= CO +H,0, + B(OH);
OH OH

Cette réaction de dégradation non-spécifique est bien entendu problématique car elle conduit

a déclencher de maniére non-souhaité la réaction d’autocatalyse.
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e Réaction d’auto-oxydation de la 1,4-naphthohydroqunone et réduction enzymatique de la
1,4-NQ : ces deux réactivités complexes (la premiére impliquant une réaction radicalaire en
chaine et la seconde une réduction enzymatique de type ping-pong) mais clés du processus
ont bien évidemment une influence déterminante sur I'autocatalyse. Elles seront présentées

et étudiées plus en détails au chapitre 3.

Pour tenter d’améliorer les performances de ce nouveau concept de réaction autocatalytique,
plusieurs types de réducteurs chimiques (acide ascorbique, DTT) et enzymatiques (couples PQQ-
glucose déshydrogénase/glucose, FAD-glucose déshydrogénase/glucose, diaphorase/NADH) ont été
examinés. Jusqu’'a présent c’est le systéme de réduction enzymatique diaphorase/NADH qui s’est
révélé conduire aux meilleures performances analytiques. D’autre part, différentes sondes esters
boroniques ont été imaginées puis synthétisées, avec notamment comme objectif d’en concevoir des

plus stables. C’'est ainsi que les sondes ester boroniques doublement masquées de la Figure 1-25 ont

O
g

été concues et étudiées 4%,

%
AL

0

o

Figure 1-25 : différentes sondes utilisées pour la réaction autocatalytique

Grace a cet ingénierie moléculaire les réactions autocatalytiques basés sur de la chimie
moléculaire sont donc intrinsequement plus modulables que les réactions autocatalytiques

inorganiques.
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4. Schémas autocatalytiques basés sur des réactions électrochimiques

Comme I'un des objectifs de ce travail vise a exploiter I'électrochimie comme un mode a la fois
de lecture d’un processus autocatalytique mais aussi d’activation de ce processus, nous allons voir
dans cette derniere partie introductive quelques-uns des rares exemples de réactions autocatalytiques
mises en évidence dans un contexte d’électrochimie. Parmi ces exemples, nous pouvons citer la
réduction de I'acide nitrique dont le mécanisme a fait 'objet de nhombreux papiers®®°7°%>° et dans
lequel HNO; agit comme catalyseur de sa propre formation, la réaction d’électro-oxydation du CO sur
une électrode de platine®, I'électrodéposition de dendrites de zinc induisant des oscillations non

! la réduction autocatalytique d’H,0, sur électrode d’argent®?, et la réduction des

linéaires®
halogénures d’alkyles®® qui donnent lieu & des voltamogrammes présentant des croisements
caractéristiques de phénoménes d’autoactivation®. Examinons plus en détails ces trois derniers

exemples.

4.1. Mécanisme autocatalytique lors de la réduction de Zn?* en milieu non tamponné

Lors de I'électrodépd6t de certains métaux, comme le zinc, I’étain ou le cadmium, on observe
parfois des oscillations de courant (pour des dépodts potentiostatiques) ou de potentiel (pour des
dépots galvanostatiques). Dans le cas du dépot dendritique de Zn, plusieurs mécanismes a I'origine de
ces oscillations ont été proposées, et certains se justifient par une réactivité autocatalytique. En 2002,
I’équipe de Nakato observe des oscillations de courant lors du dépdt de zinc sur une surface
conductrice rugueuse. Ce comportement est attribué a mécanisme autocatalytique, dans lequel
I’augmentation de surface au cours du dépdt accélére la cinétique®. En 1993, I'équipe de Kuhn décrit
une rythmicité au cours de I'électrodépdt en couche mince de dendrites de zinc dans des conditions
acides®?. La réaction est réalisée dans un réacteur électrochimique a 2 électrodes de type couche mince
(CM). L’évolution typique de la différence de potentiel entre I'anode et la cathode lors d’'un dép6t en

CM est présentée Figure 1-26.
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Figure 1-26 : Evolution au cours du temps de la différence de potentiel AE (en V) entre I'anode et la
cathode au cours de I'électrodép6t de Zn en couche mince dans les conditions suivantes : [ZnSQO,] =

0.2mol.L%, j=60 mA.cm?,L=5.7mm, d =0,3 mm, W =40 mm, & pH 5.6. Figure extraite de la référence
61

L’évolution de AE en fonction du temps lors de I'électrodépot se décline en 4 phases, c’'est-a-
dire une premiere phase d’augmentation entre a et 3, suivi d’'une phase d’oscillation entre 3 ety d’une
seconde phase d’augmentation entre y et ¢, et enfin d’'une phase de diminution continue entre ¢ et ¢.
Pour expliquer cette rythmicité au cours de I'électrodépot en couche mince, I'équipe de Kuhn
proposent un mécanisme qui repose sur une compétition entre la consommation locale des ions Zn%
et la réduction des protons qui augmente localement le pH. Cette basification locale entraine Ila
formation de Zn(OH), qui favorise alors la réduction des protons au détriment de la réduction des ions
Zn?*, entrainant un boost de consommation locale des protons. Cette autoactivation par la basification
peut étre considérée comme le vecteur de I'autocatalyse. Ensuite, quand la concentration en H* n’est
plus suffisante pour entretenir cette autocatalyse, Zn(OH), est alors préférentiellement réduit en Zn
métal puisqu’il n’y a plus de compétition avec la réduction des protons, ce qui a pour effet de ré-
acidifier localement et donc d’entrainer la mise en place d’un nouveau cycle d’activation. C’est ce
phénomeéne qui est a I'origine des oscillations, ces-dernieres s’arrétant lorsque la concentration des
protons n’est plus suffisante pour limiter la formation de Zn(OH),. Une représentation algorithmique

du mécanisme est décrite en Figure 1-27.
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Figure 1-27 : Algorithme proposé par Kuhn pour expliquer la rythmicité observée lors de I'électrodépot
de zinc. Figure inspirée de la référence ..

4.2. Réduction autocatalytique d’H.O; sur électrode d’argent en milieu acide

En 1999, I'équipe de Doblhofer décrit le mécanisme d’un comportement singulier de Ila
réduction d’H,0; sur une électrode d’argent en milieu acide®?. La Figure 1-28 montre deux scans
successifs en voltamétrie cyclique. Le premier scan présente un pic anodique vers 0 V correspondant
a I'oxydation d’Ag en Ag*, puis au scan retour un pic « normal » de réduction d’H,0,. Sur le balayage
retour du second scan, un pic de réduction a -0.1 V (vs. Hg/Hg»S04) apparait, formant un croisement
avec le scan aller. Ce nouveau pic singulier, qui n’était pas présent au premier scan, est attribué par les

auteurs a une activation autocatalytique de la réduction d’H,0, a un potentiel plus anodique.
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Figure 1-28 : Voltamétrie cyclique de 0.02 mol.L! d’H,0; sur électrode d’argent, électrolyte support
HCIO4 4 0.1 mol.LL. Vitesse de balayage de 100 mV.s?, surface de I'électrode de 0.28 cm?, électrode
de référence Hg/Hg,SO4 (MSE). En haut : scan numéro 1 ; en bas : scan numéro 2. Figure extraite de la
référence 2.

Les auteurs attribuent I'origine du mécanisme autocatalytique a I'activation de la surface
d’argent lors du premier scan, favorisant thermodynamiquement la réduction d’H,0; a des potentiels
plus anodiques. La formation d’hydroxydes a la surface de I'électrode d’Ag lors de la réduction d’'H,0,
est suspectée d’étre responsable de cette activation. En effet, les especes chimisorbées de |'oxygene
sont décrites comme affectant fortement les propriétés catalytiques de I'argent®®” et d’étre méme
aptes a catalyser la réduction d’H,0,%%%. La formation d’un site OH.gs lors d’une réduction d’H,0;
devient alors catalyseur d’'une prochaine réduction, créant ainsi 2 OH.gs, selon le schéma réactionnel

autocatalytique suivant :

Réaction d’initiation : H,0,+H+e" —>O0H_ +HO H6;+H+e—>0H_+HO
Réaction de propagation : H0,+H+e +OH _,—>20H_, +H,0
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4.3. Etude par voltamétrie cyclique de la réduction électrochimique autocatalytique
d’halogénures d’alkyles
En 1985, au Laboratoire d’Electrochimie Moléculaire, Savéant et ses collaborateurs ont étudié

par voltamétrie cyclique le clivage de la liaison carbone-halogéne lors de la réduction des deux

O.

halogénures d’alkyles RX représentés ci-dessous®.

1 2

9—ch|oro—9—{a—(9—f|uorer(w,|idéne]—benzyl}fluoréne 9-ch|or0-9-n'{|e}sity|fluoréne

Comme le montrent les voltamogrammes de ces deux composés (Figure 1-29), des
croisements sont observés entre le scan aller et retour. Ce comportement singulier a été démontré
comme étant la signature d’une activation autoinduite de la cinétique de clivage de la liaison R-X. Cela
concorde avec le fait que cette activation est d’autant plus visible (i.e. I'intensité de la réduction
« activée » au scan retour est d’autant plus forte) que la concentration en RX est forte. Les auteurs ont
également pu simuler ces données expérimentales a partir de la description cinétique d’'un mécanisme

mettant en jeu le radical stable R® et le carbanion R™ (voir Figure 1-30).
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Figure 1-29 : Voltamétrie cyclique de la molécule (2) dans de I'acétonitrile, avec comme électrolyte
support 0.1 M de NBu,Cl, a 20°C. A gauche sont présentées les données expérimentales, et a droite les
simulations correspondantes a partir du mécanisme présenté en Figure 1-30. [RX] (mM) / vitesse de
balayage (V.s'):(a)0.5/0.5;(b)0.5/5;(c)0.1/0.9;(d) 0.05; 5.

AL NS

Electrode

Figure 1-30 : Mécanisme électrochimique autocatalytique du clivage réductif de la liaison carbone —
halogéne pour (1) et (2) proposé par Savéant d’aprés la référence
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Brievement, I’halogénure d’alkyle RX peut étre dissocié aux potentiels les plus cathodiques par
une réduction a 2 électrons en carbanion correspondant. Ce carbanion, via son couple réversible R./R-
, peut alors catalyser la réduction électrochimique de RX en radical R, ce dernier pouvant étre réduit
a 1 électron pour former un carbanion supplémentaire. Le carbanion est donc ainsi le catalyseur de sa
propre production, ce qui correspond a un schéma autocatalytique. Au scan retour, la vitesse de

réduction de RX est donc plus grande ce qui engendre un croisement avec le scan aller.

Cette réactivité de dissociation par transfert d’électron couplée a de l'autocatalyse a

également été décrit pour d’autres types de liaison, comme pour les thiocyanates ou disulfides.

Au travers de ces quelques exemples, on voit bien que I'électrochimie peut dans certaines
conditions conduire a des réactivités autocatalytiques, que ce soit via I'apparition d’oscillations ou des
croisements entre les scans aller et retour de voltamogrammes. Ces phénomeénes sont intéressants car
on peut imaginer en tirer parti pour amplifier un signal dans un contexte analytique mettant en ceuvre

un mode de détection électrochimique.
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5. Conclusion

Les méthodes d’amplifications exponentielles du signal sont une stratégie efficace pour
pouvoir optimiser la détection d’especes d’intéréts, en termes de temps de réponse et de sensibilité.
La force de l'autocatalyse, est que I'observable n’est plus une valeur de mesure d’un appareil
(absorbance, fluorescence, intensité du courant), mais un temps d’emballement du systéme. Ainsi,
cela permet de s’affranchir de la sensibilité de mesure des appareils par I'amplification exponentielle
du signal. Les réactions autocatalytiques inorganiques, souvent basées sur de la chimie rédox, sont les
premiers systemes d’amplification exponentielle observés. S’ils permettent la détection d’especes
métalliques, leurs mécanismes sont souvent complexes, et il est difficile de les moduler pour une
détection spécifique. Au contraire les réactions autocatalytiques basées sur de la chimie moléculaire,
elles, permettent par la synthése organique de sondes moléculaire de venir concevoir des systemes
d’amplification spécifiques. Cependant, I'instabilité de ces sondes limite les performances analytiques
et il est important de concevoir des schémas autocatalytiques efficients tant au niveau de la réactivité
que de la stabilité des réactifs. Dans ce manuscrit, le cas de la catalyse croisée pour la détection
amplifiée de peroxyde d’hydrogéne sera exploré sous plusieurs approches. Dans un premier temps,
une analyse formelle de la catalyse croisée sera présentée pour comprendre les facteurs clés des
performances analytiques du systéme. Puis, des résultats de suivi cinétique impliquant une sonde
intrinsequement stable doublement masquée pour I'autocatalyse seront montrés et feront I'objet
d’une analyse mécanistique et cinétique. Ensuite, un nouveau mode de suivi de la réaction
autocatalytique électrochimique ainsi que l'influence sur la cinétique globale de sera exposé. Par la
suite, la réduction enzymatique sera substituée par une réduction hétérogene a I'électrode afin
d’activer et de suivre le systeme électrochimiquement. Enfin, une analyse thermodynamique des
transferts de protons et d’électrons de la 1,4-NQ et I'application de cette analyse a la catalyse de

réduction de I'oxygéne sera discutée.
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Chapitre 2 : DESCRIPTION THEORIQUE D’UN MODELE
AUTOCATALYTIQUE SIMPLE PAR CATALYSE CROISEE
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Dans ce chapitre 2, le principe de la catalyse croisée qui sera au cceur du manuscrit va étre
formellement décrit et analysé de maniere analytique. Ces résultats théoriques seront ensuite
appliqués aux résultats obtenus pour un premier modéle moléculaire, lequel a été précédemment
étudié au cours de la thése de Justine Pallu! au Laboratoire d’Electrochimie Moléculaire et publiés en
20192 Le but ici est de déterminer les paramétres clés qui vont contréler les performances analytiques

d’un tel systéme. L’ensemble de ce chapitre a lui-méme été I'objet d’une publication®.

1. Description du modéle et des équations différentielles

adimensionnelles

La catalyse croisée met en jeu deux boucles catalytiques, qui s’activent mutuellement : la
premiere boucle (boucle catalytique 1) produit le catalyseur de la seconde boucle (boucle catalytique
2), et inversement. Ce mécanisme de catalyse croisée a été décrit initialement par Hinshelwood en
19524, et est caractérisé par une amplification exponentielle de la concentration de chacun des

catalyseurs mis en jeu.

Dans un premier temps, nous allons décrire de maniere formelle un systéme minimal
d’équations chimiques capable de rendre compte de ce mécanisme. Deux especes dites réservoirs R;
et Ryreprésenteront respectivement le réactif de la boucle 1 et le réactif de la boucle 2. Dans la boucle
1, C;sera produit a partir de R, par catalyse de C;. Dans la boucle 2, C; lui sera produit a partir de Ry

par catalyse de C,. Ainsi, il est possible d’écrire les équations suivantes :

Boucle catalytique 1: R, +1>C2

Boucle catalytique 2: R, +§>C1

Afin de comprendre les paramétres controlant les performances analytiques, il est également
nécessaire de définir des réactions entrainant une réponse non-spécifique, ces réactions représentant
les fuites ou instabilités sur chacune des boucles. Ces réactions indésirables, sont décrites par des
réactions d’ordre 1 qui traduisent la lente accumulation de C; et C, a partir de R; et R;

respectivement (réactions non catalysées) :

Fuitel: R,—<>C,
Fuite2: R,—%—>C,
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Ainsi, a partir de ces quatre réactions, il est possible de décrire I'évolution temporelle des

concentrations de chacune de nos espéeces par un ensemble d’équations différentielles ordinaires

(ODE). Il sera considéré pour les réactions catalytiques un ordre un a la fois sur le catalyseur et le

réservoir, et pour les réactions non catalytiques un ordre un seulement sur le réservoir :

Uil
AR
AL ARALY
d[r]

Q.
—

Afin de simplifier la résolution

analytique, une hypothese est nécessaire

de cet ensemble d’équation différentielle de maniére

: au début de la réaction, i.e. pendant la phase de latence,

les concentrations des réservoirs seront considérées constantes. Ainsi, les évolutions temporelles des

catalyseurs C; et C;sont solutions du jeu d’ODE simplifié suivant :

K =k[R,]

d C . . 1 11l 210
gtl]:kz[cz]+k4 ké:kz[Rl]
avec , 0

) e ek a=klRl
t k4:k4[R1]o

Ces deux équations peuvent étre adimensionnées et réarrangées sous la forme simple :

Wq_q_a

de* — [c] k. K,
avec  O=\[kkt; =" ; a=—=2r ; f=—"2

d2C2 _Cz :,B ’ [Rl]o kl [Rl]o k2 [Rl]o

dé&?

Ici, © représente le temps adimensionnel de notre systeme, et correspond au ratio entre le

temps de réaction t et un temps caractéristique t;= 1/,/k1 ks, inverse de la moyenne géométrique de

la vitesse de chaque boucle. Les concentrations adimensionnelles sont définies en référence a la

concentration [Ri]o, concentration initiale du réservoir Ri. Enfin, a et B sont les deux parameétres

adimensionnels représentant le ratio entre la vitesse de la réaction non-catalysée sur celle de la

réaction catalysée pour chacune des boucles, respectivement boucle 1 et 2. Ces parametres traduisent

I'instabilité relative de chacune des boucles.

71
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Enfin, le facteur de symétrie adimensionnel vy, qui sera utile ultérieurement, permet de définir
la cinétique de la boucle 2 vis-a-vis de la boucle 1.
K,

7/=k—1-

2. Déclenchement direct de |a réaction autocatalytique par un des deux

catalyseurs

La résolution du systeme ci-dessus est dépendante des conditions initiales, notamment de la
concentration initiale de chacun des catalyseurs. Deux types de conditions initiales peuvent étre
envisagés, chacune correspondant au déclenchement de la réaction autocatalytique par un des deux

catalyseurs uniquement.

(i) Ciestle déclencheur unique, soitat=0:c) # Oetcd =0

(ii) C, estle déclencheur unique, soitat=0:c) =0etcd # 0

2.1. C; est le déclencheur

Dans cette partie, le systeme d’équation différentielle adimensionnelle sera résolu en
considérant que C; est le seul déclencheur initial du systéme. La résolution analytique dans ce cas (i),
iiec) # 0etc) = 0at=0, permet la détermination des concentrations c; et c; en fonctions du temps

adimensionnel O :

¢, =¢; cosh(8)+a(cosh (8)—1)+./y Bsinh (0) (1)
c, :isinh(9)+isinh(0)+,B(cosh(¢9)—1) 2)

NN~

Ces deux expressions reflétent I’accumulation non linéaire de chacun des catalyseurs au cours
du temps ainsi que la contribution des fuites des réservoirs r; et r,. Ces expressions sont cohérentes
avec celles décrites par Hinshelwood en 1952, dans le cas spécifique ou a et B sont égaux a zéro*. De

plus, il est possible de déduire également I’expression des réservoirs au cours du temps car :

dy _ do  odn_ dc
do~ do ~— do  do
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Ainsi, en intégrant :

r=1-(c,—¢)) )

0

r,=r, —C, (4)

Ces solutions sont représentées sur la Figure 2-1 pour o = B = 107,y = 1, Cf: 1073, Afin de

valider celles-ci, une simulation numérique a été réalisé a I'aide du logiciel COPASI avec comme
paramétres : ki =k, =1 M™1s? ks=ks=10%s?, [C1]o= 103 M, [Ri]o = [Rz2]o = 1 M. La concordance entre
la solution analytique ci-dessus et la simulation numérique de notre systeme est illustrée en Figure
2-1. La solution analytique calculée ici suit parfaitement la simulation numérique pour les premieres
valeurs de 0 et permet ainsi de prédire le temps de la phase de latence. Cependant, dés que
I’'hypothése d’une concentration constante des réservoirs n’est plus vérifiée (i.e. apres la phase de
latence, quand R; et R, commencent a étre consommeés exponentiellement), une déviation entre la

solution analytique et numérique apparait.

1,0
0,8 -
4 —c, simulé
[ 096' “= 10_ —r simulé
5 B -
c 1~ = s ¢, équation (1)
-~ 04 - 1
© A 7 S N — r, équation (3)
0,2 4
0,0 ————————~—————r
0 5 10 15 20

Figure 2-1 : Evolution de c; et r; en fonction de 0. En pointillés : tracés des équations. 1 (bleu) et 3
(rouge) avec comme parametres : a=p=10%,y=1, Cl0 =103, En trait plein : tracés simulés de c; et r;

en utilisant le logiciel COPASI avec comme parametres : k; = ko =1 M1s? k3 = ks =10° 52, [Ci]o = 1073
M, [Rl]o = [Rz]o = 1 M

Intéressons-nous maintenant a l'influence des paramétres alpha et béta. La Figure 2-2 montre
I’évolution de c1 en fonction de 0 pour différentes valeurs de Cf (concentration initiale du déclencheur)

et pour différentes valeurs de a et B. Pour les quatre graphes, le facteur de symétrie y vaut 1, ce qui
signifie que les deux réactions catalytiques sont cinétiquement équivalentes. Le graphe du quadrant

en haut a gauche (pas d’instabilités des réservoirs, i.e. a = B = 0) montre une augmentation

. . 0
exponentielle de la concentration en catalyseur quand C; # 0, avec une phase de latence d’autant plus
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courte que la concentration initiale en déclencheur est importante. En I'absence de déclencheur initial
(Cf= 0), la concentration en catalyseur reste nulle au cours du temps (pas de signal non spécifique).
Cependant en présence de fuites (autres quadrants), la concentration de c; finit par augmenter
exponentiellement aprés une phase de latence, méme en I'absence de déclencheur initial (signal non
spécifique). Ceci est observé quelle que soit I'origine de la fuite (i.e., soit fuite de la boucle 1
uniquement -cas B = 0- ou fuite de la boucle 2 uniqguement -cas a = 0-). Ici, les contributions d’'une
instabilité sur R; ou une instabilité sur R sur le signal non spécifique sont équivalentes, du fait que le

facteur de symétrie y vaut 1.

1,0 1,0 ,
0,8 0,8 ;
{
|
0,61 0,6 ‘
-
(8]
0,4 0,4 / o
f < el
0,2 =009, / a=10" o
B = 0 /' B = '0 I 10—7
0;0 T T T 0:0 T T T "
0 5 10 15 200 0 5 10 15 20 10
1,0 ‘ 1,0 I 10°
| /
| | —10"
0,8 .‘I 0,8 | 10°
0,64 | 0,6 —107
Uv—l
0,44 0,44
/ _ T
0,21 / a=0 q 0,21 =10
. B=10" p=10"
0,0 ; . T 0,0 ; . r
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
[ 0

Figure 2-2 : Evolution de c; en fonction de 0 pour différentes concentrations initiales en déclencheur :
0 (vert), 107 (cyan), 10® (jaune), 10 (orange), 10 (rose), 103 (rouge), 102 (violet). Les différentes
courbes sont tracées a partir de I'eqt. 1 avec différents jeux de parametres adimensionnels : En haut
agauche:a=0,=0,y=1;Enhautadroite:a=10>B=0,y=1;Enbasagauche:a=0,3=107,
y=1; Enbas adroite: a =10, =107, y=1.

En prenant en comptes ces solutions analytiques, il est possible maintenant de prédire les

performances analytiques du systeme en tragant une courbe de calibration. Celle-ci représente, en
fonction de la concentration initiale en décIencheurClo, le temps de demi réaction 0. (grandeur
adimensionnelle définit ici comme : ri(0:) = 1/2 ou ci(6.) = 1/2 +C10, c’est-a-dire le moment ou le

réservoir Ry est a moitié consommé). Afin d’évaluer I'influence des différents paramétres sur le temps

de demi-réaction, les expressions suivantes pour 6. sont établies :
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0
sic +a>|yp|, 8 =cosh” /246 ta —tanh_{\o/;ﬁJ (5)
J&+a) - G +a
0 0
siyB>[cf +a|, 6 =sinh* 1/2+Cl+0‘2 _tanhl(cl +0!J -
B (¢ +a) N
0
si ¢l +a=\yp, 6= Y2+g +a o)

(¢ +a)

Pour un jeu de parametres cinétiques donné, on peut ainsi comparer en Figure 2-3 les temps
de demi-réaction 0. calculés soit a partir des solutions analytiques (trait plein) soit simulés sur le logiciel
COPASI (carrés bleus). Les deux méthodes donnent des résultats concordants, assurant ainsi une
bonne fiabilité de la prédiction de la courbe de calibration par les solutions analytiques, méme si ces
temps sont légérement sous-estimés du fait de I'approximation faite sur la concentration en réservoir

pour simplifier le calcul.

En ce qui concerne l'allure générale de cette courbe de calibration, pour les plus fortes valeurs

deC,, la courbe de calibration de O. est linéaire en échelle semi-log. Pour les concentrations faibles en

Clo, les temps de demi-réaction tendent vers une valeur limite et il est possible de définir un temps

limite O.im : cette limitation est due a la prédominance de la réponse non spécifique dans ces

conditions.

si o >‘\/;ﬂ‘ . O ym =cosh™ LS E—— rB
aZ _yﬂz o
si JyB>|e|, 6., =sinh™ 2ta | | 2
B -a’ NZi
Sl o= \/;,B , HC,Iim =In (]/2+05j (dans le cas d’un systéme complétement symétrique)
a
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154

B Simulation
— Equation 5

Figure 2-3 : Courbe de calibration représentant 6. en fonction de Cl0 En trait plein : tracé de I'eqt. 5.

Paramétres: o= 107>, B =10, y = 1. Carré bleu : 0. extrait des simulations numériques effectuées avec
le logiciel COPASI avec les paramétres suivants : ki = ko =1 M.s?, ks = ks = 10 %, [C1]o = 103 M, [R1]o
= [Rz]o =1M.

Il est important de noter que cette valeur de Oim dépend uniquement de a, B et y. Pour un
méme y, une diminution de a et B entraine une augmentation de 0. im et ainsi une meilleure détection
des faibles concentrations (Figure 2-4). De maniere concomitante, le domaine de linéarité devient plus
étendu. Cependant, cela n’entraine pas d’amélioration de la sensibilité (i.e. la pente de la droite de

calibration reste constante).

15—
] \ y=1

101" N —ua= =10
+ \ —a=p=10"
S N a=p3=10"
> —a=p=10"
l a=£=0
0+ b
010”7 10° 10° 10" 10° 10 10°
0
C

Figure 2-4 : Courbe de calibration de 6. en fonction de Cf pour différentes valeurs de a et B. Les
courbes sont tracées a partir de I'eqt. 5.

Nous allons maintenant tenter d’établir une équation nous permettant de calculer a priori la
limite de détection en fonction des parameétres cinétiques du systeme. A partir de I'équation 1

décrivant I’évolution de c; en fonction de 8, il est possible de séparer par identification I'amplification
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spécifique de c; (ci,s) induite par la concentration en déclencheur initiale Clode celle induite par la

réponse non spécifique du systéme induite par la fuite des réservoirs (ci,ns) :

G =6 +C;

ns
avec

¢,, =c; cosh(8)
Cpps = a(cosh(&')—l)+\/;ﬂsinh(6?)
Si on fait I'hypothése que la discrimination d’une réponse spécifique est possible tant que sa

contribution cis est supérieure a la contribution de la réponse non-spécifique cins, alors il est

intéressant de les comparer en divisant I'une par l'autre :

s _ 2 cosh(0)—1 +\/;ﬂtanh(<9)
¢, ¢\ cosh(8) o

On obtient alors, pour des temps relativement longs :

Cins :a+\/;ﬁ
0

C C
Ls Jo>»1 1

Il est alors possible de définir une concentration seuil cf}mm qui respecte la condition suivante :

Cins 1:a+\/;,8
0

c

Cl,s O>>1 1,min

Soit une contribution égale de I'amplification spécifique et non spécifique. Cette concentration
est en fait la concentration seuil de détection et celle-ci ne dépend que des parametres cinétiques du

systemea, Bety:

Cf,min :a+\/;ﬂ (8)

Cette équation adimensionnelle peut étre « redimensionnalisée » ainsi :

— (9)

77



Description théorique d’'un modéle autocatalytique simple par catalyse croisée

Les deux équations ci-dessus expriment la contribution des fuites de chacune des boucles sur
la limite de détection. En fonction de l'instabilité majoritairement responsable de la réponse non

spécifique, deux cas limites peuvent étre distingués :

K
e Soit 'instabilité de R, est en cause, alors & >> \/;,B et cf’min = ou Cf,min :k—? ;
1
. k.
e Soitc’estcellede R (& << \/;,B et Cf’min :\/;ﬂ ou Cfmm =—).
' k. k

12

La transition d’un cas limite a l'autre peut étre appréhendée en définissant un nouveau
parameétre o :
a k [k
o=—2 -5 % (10)
B kK
(i) Quand o > 1, c’est l'instabilité sur R, est responsable du signal non spécifique.
(i) Quand o « 1 (l'instabilité sur Ry est responsable du signal non spécifique), les deux

boucles catalytiques sont mises en jeu.

Dans les cas (i) par exemple, il est possible d’apprécier la stabilité nécessaire pour étre capable

k
de détecter des traces de I'ordre du pM, par exemple. La relation simple Cf,min = k_3 impose donc que
1

I'instabilité associée a la boucle catalytique 1 soit de I'ordre de 102 afin d’atteindre une limite de

détection de 1 pM pour la cible C.

Ainsi, afin de concevoir un systeme d’amplification moléculaire autocatalytique avec une
limite de détection optimale, plusieurs solutions dépendant du cas sont envisageables. Encore dans le
cas (i), soit 0 > 1, seul I'instabilité de R, est responsable et la LOD est totalement indépendante des
cinétiques de production de C; a partir de R; (boucle catalytique 2) ou de la stabilité de R; (fuite 2). Il
est donc nécessaire de travailler sur la stabilisation de Ry ainsi que sur sa réactivité vis-a-vis de C,. Dans

o __ki

1,min T .
k. k

12

le cas (ii) (0 «< 1) cependant, la relation C

indique maintenant que plusieurs options sont

possibles : soit une amélioration de la stabilité de R; soit une meilleure réactivité de R1 ou R,.
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2.2. C; est le déclencheur
Dans cette partie le systéme sera résolu en considérant que le catalyseur C; est le déclencheur,

iie.at=0:c =0etcd # 0. Des solutions similaires sont alors établies pour c; et ¢, :

c, :a(cosh(ﬁ)—l)Jr\/;(cg +,B)sinh(49) (11)
c,=¢, cosh(@)+isinh(6’)+ﬂ(cosh(9)—1) (12)

N

Les temps de demi-réaction deviennent maintenant :

0

si a>‘\/;(c§+,3) ,  O.=cosh™ 1/2+a - —tanh™ M (13)
\/a2—7(63+ﬂ) “

si \/;(c§+,8)>|a ,  O.=sinh™ 1/2+a —tanh | —% | (14)

\/7(c§ +ﬂ)2 —a’ \/;(Cg +ﬁ)

Comme précédemment, la concentration minimale de déclencheur nécessaire pour étre

discriminée de la réponse non spécifique du systeme est définie :

(04 Cimi
Comln —ﬁ+—=ﬂ (15)
2 NN
ou
C;),min _k_?_'_ k.3 . (16)
ky  \Jkk

Enfin, deux cas limites sont également décrits dans ce cas :

=~

(i) Quando<«1, ¢, .. =/f et C; :

2,min =k—. La limite de détection dans ce cas ne dépend donc de la
2

stabilité de Ry et de la réactivité de celui-ci avec C,.

o k
(i) Quand o> 1, C;mm :T et C; . =-——==—Dans ce cas, la limite de détection est contrdlée par
' k. k

12

la stabilité de R, et par la réactivité de R; et R, vis-a-vis de leur catalyseurs C; et C; respectivement.
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Ainsi, il est possible d’établir une relation entre les limites de détection de chacun des

catalyseurs qui ne dépend que de vy :

0
CZ,min _ 1

2 =
Cl,min \]}/

Cette derniére expression démontre que les performances analytiques de détection d’un
catalyseur ou de I'autre ne seront équivalentes que lorsque le systéme est parfaitement symétrique,
i.e. quand les deux boucles catalytiques fonctionnent a la méme vitesse. Cependant, dans le cas ou le
systéme est hautement dissymétrique, il sera possible de détecter une concentration plus faible du

catalyseur le plus efficace, soit C1siy < 1Lou Cysiy > 1.

3. Mécanisme autocatalytique moléculaire préliminaire basée sur la

catalyse croisée

Dans cette partie, le but est d’appliquer I'analyse théorique faite précédemment a I'exemple
concret d’'une réaction autocatalytique du type catalyse croisée systeme basé sur une sonde
moléculaire décrite précédemment lors des travaux de thése de Justine Pallu® et pour laquelle une
analyse cinétique approfondie a été réalisée. Le principe de cette réaction autocatalytique repose sur

les deux boucles catalytiques suivantes :

(i) La déprotection catalytique médiée par H,O, d’une sonde moléculaire masquant une

naphthoquinone (P) en la naphthoquinone correspondante (NQ) en présence d’O; dissous.
P+0,—%> NQ+P'
(i) La production catalytique de H,0; en présence de naphthoquinone (NQ) par le biais d’un
cyclage redox en présence d’un réducteur Red et de I'oxydant O,.
p
Red+0, —5—>H,0, +Ox

Les deux catalyseurs C; et C; sont donc ici respectivement H,0; et la NQ. Ces deux équations
représentant le systéeme autocatalytique forment donc bien une catalyse croisée et il est possible
d’utiliser les équations de la partie précédente pour analyser les résultats expérimentaux de ce

mécanisme aux équations exprimées dans la partie précédente.
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P, R;=R,=H
P, R;=R,=Cl

Figure 2-5 : Structure chimique des sondes a bras espaceur P; et P,.

Dans un premier temps, une sonde autoimmolante P; a été utilisée (Figure 2-5). En
comparaison avec la sonde 4-DBN présentée dans le chapitre 1, le groupement ester boronique dans
cette sonde P; est ici éloigné de la fonction hydroxyle d’'une 1,4-naphthoquinone par un bras espaceur,
afin de stabiliser la sonde. Plusieurs réducteurs ont été envisagés, chimiques ou enzymatiques : I'acide
ascorbique, I'enzyme PQQ-glucose déshydrogénase et son substrat glucose, et la diaphorase et son
substrat NADH. L’avancement de cette réaction autocatalytique est suivi par spectrophotométrie UV-
Vis. Avec ce type de sonde, il a été montré que la réaction autocatalytique permettait la détection de
peroxyde d’hydrogéne jusqu’a des concentrations sub-micromolaires. Enfin, la limitation de la

détection a été montrée comme résultant de I'instabilité intrinséque de la sonde?.

La sonde P, (Figure 2-5) est basée, elle, sur une un squelette naphthyl possédant un
groupement Chlore, qui possede une vitesse de cyclage redox bien plus rapide. Les courbes de
calibration obtenus a partir des résultats expérimentaux en utilisant la sonde P; et trois différents
réducteurs (A), ou en utilisant deux sondes P; et P; et le méme réducteur DI/NADH (B) sont reportés

sur la Figure 2-6.
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Figure 2-6 : (A, B) Courbes de calibration semi-logarithmique du report de temps de demi-réaction (t.)
extrait des données cinétiques mesurées par spectrophotométrie UV-Vis en fonction de la
concentration initiale en déclencheur H,0,. Toutes les expériences sont conduites dans des micro-puits
dans 200 plL de tampon Tris 0,1M + 10 uM EDTA a pH 8,5. (A) Les conditions initiales sont 50 uM de
sonde P, une gamme de concentration de H,0, de 0 a 150 uM et : orange 500 uM d’acide ascorbique
ou rouge 10 nM de PQQ-glucose déshydrogénase + 1 mM de glucose ou bleu 10 nM de diaphorase +
250 uM de NADH. Les barres d’erreur représentent I'écart-type a partir des triplicatas. Les lignes
solides représentent le tracé de I’équation 5 avec les parameétres en Tableau 2-1 ci-dessous. (B) Mémes
conditions expérimentales qu’en (A) mais avec 50 uM de sonde P; (en bleu) ou de sonde P, (en vert),
réducteur 10 nM de diaphorase et 250 uM de NADH. Les barres d’erreur représentent I'écart-type a
partir des triplicatas. Les lignes solides représentent le tracé de I'équation 5 avec les parameétres en
Tableau 2-1 ci-dessous.

Afin de pouvoir appliquer a ces résultats expérimentaux les solutions analytiques décrites plus

t6t dans ce chapitre, la vitesse respective des deux boucles catalytiques sont décrites telles que :
v, =k, [H,0,] et v, =k, [NQ]

Pour la boucle 1, la vitesse de réaction V; est controlée par I'étape de déprotection de la sonde

par H,0,, qui est a été montrée comme I'étape la plus lente, la seconde étape d’auto-oxydation de
NQH: étant bien plus rapide. La constante de vitesse apparente k'1 est donc telle que k'1 =k, [P]0 tant

que la concentration en sonde peut étre considérée comme constante (i.e., pendant la phase de

latence).

Pour la boucle 2 de cyclage redox, le mécanisme est plus complexe. Ainsi, k,représente une

constante apparente globale du recyclage redox, dépendant des conditions expérimentales.
Expérimentalement, la cinétique de cette boucle varie bien linéairement avec la concentration en
catalyseur dans les conditions explorées?. Enfin, pour compléter la cinétique du modéle moléculaire
en tenant compte des réponses non-spécifiques du systeme, deux autres réactions sont a considérer.

La premiere correspond a la dégradation de la sonde par l'instabilité intrinséque de son bras auto-
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immolant qui conduit a I'apparition de NQ en présence d’oxygéne. La seconde correspond a I'auto-
oxydation de Il'agent réducteur, conduisant a la formation de H,0, déclenchant la réaction
autocatalytique. Ainsi, I'apparition fortuite d’un des deux catalyseurs (NQ ou H,0,) par I'une ou l'autre

instabilité déclenche la réaction autocatalytique qui s’emballe de par son caractere exponentiel.
P+0,—5NQ

et

Red+0, —55H,0, +Ox

Aux courbes expérimentales (en points) sont ajustées les équations dimensionnelles 5 et 6 en

utilisant les parametres cinétiques décrits dans le Tableau 2-1 :

Sonde P: P: P: P>

PQQ-

Réducteur  Acide Ascorbique GDH/Glucose

Diaphorase/NADH  Diaphorase/NADH

. -5[a] -
k(s A0S0 gaose 7,5x10°%! 7,5x10°5%!
k,(s) 0,051/0,05! 0,09 0,045 0,55
, 1 -10[a] 10
K misy OO mm/ >x10 2x10° 3,5x10°11 5x101
k, (M*.s7%) 10°861/10°8! <10 <10 <101
c 1,55 >70 >gld >33
[Cilo,min(1M) 13U 2L 0,5 0,5

Tableau 2-1 : Paramétres cinétiques et associés au modéle analytique de catalyse croisée. [a] : Valeurs
estimées par le fit de la courbe de calibration expérimentale a la forme dimensionnelle des équations
5 et 6. [b] : Valeurs mesurées expérimentalement?. [c] : Valeurs calculées a partir de I'équation 10.
[d] : Valeurs calculées a partir de I’équation 9.

Les résultats obtenus avec la sonde P; (Figure 2-6A) et I’Acide Ascorbique comme réducteur
montrent une bonne concordance entre les paramétres déterminés expérimentalement et par
ajustement : cela valide ainsi le modele mathématique présenté ci-dessus. Dans ce cas, la valeur de ¢
est de 1.55 (>1), et donc I'amplification non-spécifique du signal est en effet contrélé majoritairement
par l'instabilité de la sonde, méme si I'instabilité de I'acide ascorbique contribue significativement. Le
glucose et le NADH sont eux des réducteurs beaucoup plus stables et beaucoup moins apte a s’auto-

oxyder facilement, et cela se ressent dans des valeurs de o bien plus élevée, signe que la source
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principale de réponse non-spécifique du signal est due presque uniquement a l'instabilité de la sonde.
La 2,3-dichloro-1,4-naphthoquinone (apparaissant aprés déprotection de la sonde P,) est un meilleur

cycleur redox que la 1,4-naphthoquinone (apparaissant apres déprotection de la sonde P;) dans le cas

ol le réducteur est le DI/NADH, avec une constante k'2 de plus de 12 fois plus élevée (extrait du fit en

Figure 2-6B). Par ailleurs, les valeurs de k'3 different selon les conditions du systéme : la stabilité de la

sonde n’est pas la méme selon la nature du réducteur. Ce comportement singulier met en avant la
corrélation de la stabilité de la sonde avec la force de réduction mise en jeu, avec de la plus importante
a la plus faible: DI/NADH > PQQ-GDH/Glucose > Acide Ascorbique. Plus la réduction est
thermodynamiquement favorable, plus la sonde dans ce milieu est stabilisée. Nous verrons dans le

chapitre 3 une autre observation expérimentale liée a ce phénomene.

Les différentes limites de détection attendues dans chaque condition calculée a partir de
I’équation 9 sont données en table 1. Les résultats calculés sont proches des résultats expérimentaux
confirmant ainsi la prédiction des performances du systeme par résolution analytique a partir d’'un
modele bimoléculaire simple. De plus, il est possible de déterminer quel le meilleur réducteur est le
couple DI/NADH. Il est également possible de déterminer la limite de détection si le déclencheur de la

réaction autocatalytique n’est plus H,O, mais la 1,4-NQ. En effet, plus haut il a été établi que

0
CO _ 1,min

2,min \/;

i.e. en présence du couple réducteur DI/NADH.

, donnant une limite de détection en 1,4--NQ de 20nM dans les conditions optimales,

Les résultats précédents ont permis de valider la concordance entre le modele analytique et
les résultats expérimentaux obtenus par le modele moléculaire de catalyse croisée. Maintenant, il est
intéressant d’utiliser ce modéle pour déterminer quels sont les parameétres clés afin d’optimiser les
performances analytiques du systeme, notamment pour sa limite de détection. Un parametre clé dans
le Tableau 2-1 est &, qui nous renseigne sur I'origine de I'instabilité responsable de la réponse non-
spécifique du systeme. Ici, il est toujours supérieur a 1, et cela signifie que c’est I'instabilité du réservoir
de la boucle 1 qui est responsable de I'amplification non-spécifique, soit I'instabilité de la sonde. En

termes de limite de détection, les équations 9, 16 et 19 nous donnent :

K
[Cl]O,min = [HZOZ]O,min =
k1
ks
[CZ]O,min =[1,4 _NQ]O,min B
k.k

12
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Ces équations mettent en évidence qu’une sonde au design plus stable (soit une diminution

de kaalors que les autres constantes cinétiques restent les mémes) est bénéfique dans les deux cas.

De plus, une meilleure réactivité de la sonde avec H,0; (cas ou k, augmente) permet une meilleure
limite de détection en ce déclencheur, mais le gain vis-a-vis de la détection de la 1,4-NQ est moindre

(car sa limite de détection dépend de la racine de kll). Enfin, une sonde qui libérerait un meilleur

cycleur redox que la 1,4-NQ (cas ou klzaugmente) n’a pas d’influence sur la limite de détection en H,0,

(voir en Tableau 2-1 la comparaison entre P; et P, pour le couple réducteur DI/NADH).

Finalement, les solutions analytiques du systéme simple de catalyse croisée nous ont permis
de déterminer les parametres clés de la réaction autocatalytique globale. Le modeéle a pu étre validé
en le comparant aux résultats expérimentaux obtenus précédemment dans la thése de Justine Pallu
avec des sondes a bras espaceur auto-immolant et plusieurs réducteurs. Cela nous a permis de montrer
gu’avec le couple réducteur DI/NADH, les stabilités des deux réservoirs (i.e. le réducteur et la sonde)
étaient les meilleures. Cependant, cela nous a permis de comprendre également que l'origine de
I"'amplification non-spécifique était majoritairement due a I'instabilité de la sonde, et qu’un design de
sonde plus stable est nécessaire si nous voulons améliorer les performances analytiques du systeme.
Ainsi, dans le chapitre suivant, un design de sonde plus stable est proposé, et une modélisation de son
mécanisme lors de la réaction autocatalytique plus complexe sera étudiée en comparant les résultats
expérimentaux a des simulations numériques. Cette sonde en Figure 2-7, la 1,4-bis-DBN, repose sur
un double masque des deux fonctions hydroxyles de la 1,4-naphthoquinone par deux esters
boroniques. Cette double protection va ainsi permettre une meilleure stabilité que la sonde a bras

espaceur présentée dans ce chapitre 3.

Figure 2-7 : Sonde double masquée 1,4-bis-DBN.
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Chapitre 3 : ETUDE MECANISTIQUE DE LA REACTION
AUTOCATALYTIQUE IMPLIQUANT DES SONDES
DOUBLEMENT MASQUEES.
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Dans le chapitre précédent, la réaction de catalyse redox croisée a été décrite formellement
sur la base d’'un modele moléculaire simple, avec une illustration qui repose sur des résultats
préalablement obtenus avec une sonde monoester boronique a bras espaceur auto-immolant. Cette
sonde permet la détection autocatalytique du peroxyde d’hydrogéne avec des performances
analytiques de I'ordre du submicromolaire. Cependant, ces performances sont limitées par la réponse
non-spécifique importante en I'absence d’analyte. Cette réponse non-spécifique a été démontrée
comme étant la conséquence d’'un manque de stabilité des réactifs de départ, et plus particulierement
d’un manque de stabilité de la sonde monoester boronique a bras espaceur. C'est ce qui a conduit a
développer de nouvelles sondes esters boroniques au cours de la thése de Justine Pallu®. Parmi les
différentes sondes développées, celle reposant sur le double masquage par un groupement pinacol
ester boronique des deux fonctions hydroxyles de la 1,4-naphthohydroquinone s’est révélée
particulierement intéressante. Cette sonde 1,4-bis(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-
yl)naphthaléne (ou 1,4-bis-DBN) a été synthétisée au laboratoire par M. Branca, T. Moreira et A. Pastor

selon une procédure modifiée de Miyaura? comme indiqué ci-dessous.

(o) (0)
Br PdCI,(CH,CN), (0,14 éq), g7
dppf (0,14 éq), KOAc (6 éq)
1,4-dioxane, 100°C, 24h, 71%
O O ,
j: B-B t (3 éq)
Br 0O O
o’B\o
1,4-bis-DBN

L’étude détaillée de la réactivité de cette sonde doublement protégée dans des conditions
d’autocatalyse avait déja été commencée par Justine Pallu’. Lorsque j’ai démarré mon travail de thése,
Il restait un certain nombre d’expériences a faire pour finaliser I'’étude mécanistique et cela a donc
constitué une partie importante mon travail de début de thése, laquelle a conduit a la publication de
I'article : Exponential amplification by redox cross-catalysis and unmasking of doubly protected
molecular probes®. Ce chapitre retranscrit donc, en grande partie, les résultats reportés dans cet

article.
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1. Preuve de concept de stabilisation de la sonde par double masquage

et application a la réaction autocatalytique

1.1. Stabilité et réactivité de déprotection oxydative de la sonde doublement
masquée

L’hypothese qui a conduit a synthétiser la sonde 1,4-bis-DBN est que la double substitution

des groupements hydroxyles de la 1,4-naphthohydroquinone par un groupement pinacol ester

boronique pouvait permettre de gagner en stabilité dans la mesure ou nous soupgonnions que

I'instabilité de la sonde monoprotégée était liée au groupement hydroxy (i.e., naphthol) en para du

groupement protecteur.

La stabilité de la sonde 1,4-bis-DBN a tout d’abord été examinée dans un tampon Tris de pH
8.5 et comparée dans les mémes conditions a la sonde monoester boronique 4-DBN (dont la formule
développée est rappelée dans I'encart de la Figure 3-1A). Pour cela nous avons suivi sur plusieurs
heures la variation d’absorbance a A = 262 nm (longueur d’onde permettant de suivre spécifiquement

|"apparition de la 1,4-NQ) de chacune des sondes diluées dans le tampon a 50 uM.

0,7 0,7
A ™' 4-DBN B ™/ 3—zabisosN
0,6 §——4-DBN + 1 equiv. H,0, 0,6 3——1,4-bis-DBN +1equiv. HO, |
E = £ E
: 0’5 ] :‘ 0’5 . \D)‘:’t
% 04 8043
¥ 04 3 ¥ 0,43
< . < 3
8 037 | g o3
=S < ] It
02 3 Y 0,2 3
; L —
011 [lllll]l]ll]lllll]l 0]1 llllIlllll[ll]lll][ll]l]lll]]
0 5 10 15 20 25 0 100 200 300 400 500 600

t (min) t (min)

Figure 3-1 : Suivi spectrophotométrique UV-Visible a 262 nm (longueur d’onde spécifique de la 1,4-
naphthoquinone) de solutions contenant 50 uM de sonde (A) 4-DBN ; (B) 1,4-bis-DBN seule (en noir)
ou en présence de 1 équivalent de H,0, (en rouge), dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5.

La comparaison du suivi cinétique des molécules 1,4-bis-DBN et 4-DBN (courbes en noir des
graphes de la Figure 3-1) montre que la sonde doublement protégée est bien plus stable. En effet,
I’absorbance de la sonde 1,4-bis-DBN a A = 262 nm reste stable (~ 0,18) sur plusieurs heures
contrairement a la sonde 4-DBN qui augmente de facon non-linéaire aprés quelques minutes.
L’hypothese d’une stabilisation de la sonde par le double masquage des fonctions hydroxyles est donc
ici bien vérifiée. Cette meilleure stabilité de la sonde 1,4-bis-DBN doit théoriquement permettre

d’améliorer les performances analytiques de détection d’H,0, dans des conditions d’autocatalyse.
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La réactivité des deux sondes vis-a-vis d’un équivalent d’H,0; a également été examinée dans
les méme conditions de pH et tampon (Figure 3-1, courbes en rouges). On remarque que dans le cas
de la nouvelle sonde 1,4-bis-DBN, la déprotection du double masquage est tres efficace puisqu’elle
conduit a la transformation complete de la sonde en 1,4-NQ avec un seul équivalent d’H,0; en
guelques dizaines de minutes. Cette cinétique de déprotection apparait cependant comme un peu plus
lente que pour la sonde monoester boronique 4-DBN, un résultat qui peut s’expliquer en partie par le
fait que la sonde 1,4-bis-DBN nécessite deux équivalents d’H,0; pour générer la 1,4-NQ (voir Figure
3-2). Ainsi pour seulement 0,5 équivalent d’H,0; par groupement pinacol ester (i.e., 0,5 équivalent par
site ou 1 équivalent molaire), la transformation en 1,4-NQ est compléte, ce qui peut s’expliquer par la
formation du nouvel équivalent d’H,0; lorsque la naphthohydroquinone générée s’oxyde en 1,4-NQ
via 0,. Une question qui vient donc immédiatement a I'esprit et a laquelle il va étre important de
répondre est dans quelle mesure l'instabilité de I'intermédiaire monoester boronique en présence
d’O; peut permettre une déprotection compléete de la sonde, et ce méme en présence d’une quantité
d’H,0; largement sous-stocechiométrique. A noter également que I'apparition de la quinone commence
des les premiers instants de la réaction, ce qui laisse supposer que les intermédiaires monoester
boronique et naphthohydroquinone ne s’accumulent pas (c’est-a-dire que les étapes de deuxiéme
déprotection ainsi que d’auto-oxydation de la naphthohydroquinone sont probablement rapides en
comparaison de la premiére étape de déprotection). Pour conclure, la sonde 1,4-bis-DBN posséde une

trés bonne stabilité en I'absence d’H,0; et réagit également efficacement avec ce dernier.

-2H,0, +1H,0,

H,0, 0,

+ 4

o. _O 0. .0

B B OH o)
CO—=-C0 - 00 U
o/B“o OH OH 0]

T

Figure 3-2 : Double coupure oxydative de la sonde 1,4-bis-DBN.
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1.2. Réaction autocatalytique avec la sonde doublement masquée et le couple
réducteur enzymatique DI/NADH

L'étape suivante a consisté a étudier la réactivité de la sonde 1,4-bis-DBN dans des conditions
d’autocatalyse, c’est-a-dire en présence d’un réducteur capable d’activer la seconde boucle
catalytique de production d’H,0, médiée par le couple 1,4-NQ/1,4-NQH,. Pour cela nous avons utilisé
le systéme de réduction enzymatique diaphorase/NADH qui permet de réduire efficacement la 1,4-NQ
en 1,4-NQH,, tout en limitant le déclenchement non-spécifique de I'autocatalyse en raison de la bonne
stabilité du substrat NADH qui ne s’oxyde que tres lentement en milieu tamponné aéré, légérement
basique. Le schéma réactionnel de base que nous pouvons aisément proposer avec cette nouvelle
sonde 1,4-bis-DBN (Figure 3-3) repose, comme précédemment, sur |'activation croisée de deux
boucles catalytiques, dont la premiére implique cette fois-ci deux étapes de déprotection, avec une
premiere qui conduit a I'intermédiaire monoester boronique (c’est-a-dire le 4-DBN) et une deuxiéme
qui peut se faire soit via H,0; si la concentration est suffisante, soit via I'instabilité de I'intermédiaire

4-DBN (qu’on suppose étre liée a une réaction de déprotection oxydative via O,).

H,0,

- 0,
%8 ° ©g° OH )
‘ !
Oe H 202 02 ‘e [./“;;‘_;\I/’ S
_ Y %
T 'xT [
o B. o OH oH I
NADH NAD*

Figure 3-3 : Réaction autocatalytique avec la sonde 1,4-bis-DBN en présence de H,0,, du couple
réducteur DI/NADH et d'oxygéne dissous. En bleu H,0, agent oxydatif de la déprotection de la sonde
diboronique ; En rouge le catalyseur de la boucle catalytique 2 de production d’H,0, médiée par le
cyclage redox de la 1,4-naphthoquinone entre le réducteur DI/NADH et I'oxydation O, dissous.

Les mémes conditions expérimentales d’autocatalyse que celles qui avaient été jusqu’ici
utilisées avec les autres sondes ont été appliquées, c’est-a-dire 50 uM de sonde, 10 nM de diaphorase,
250 uM de NADH, et des concentrations variables en H,0; (incluant le blanc sans H,0,) dans un tampon

Tris 0.1 M (+ 10 uM d’EDTA) de pH 8.5.

93



Etude mécanistique de la réaction autocatalytique impliquant des sondes doublement masquées.

>
o)

] 1,0
0,8 - [H,0,] (in uM)
] 150
y 0,8 1
E 06 £ ——50
c J
) ] S 15
< ] ]
™ 04 o b 5
] —15
& £ o] —
< 923 = —0.15
] 0 (Blanc)
(11]1 1 P S 175 1 P
0 2 4 6 8 10 12 0 60 120 180 240 300 360 420
t (min) t (min)

Figure 3-4 : Suivi cinétique par spectrophotométrie UV-Vis a 340 nm de la réaction entre 50 uM de
sonde et une gamme de concentration en H,0,, en présence de 10 nM DI et 250 uM NADH dans un
tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5. [H,0;] (uM) : en vert 150, en bleu 50, en jaune 15, en orange
5, enrose 1.5, en rouge 0.5, en violet 0.15 et en noir 0 (blanc). Sonde (A) 4-DBN (B) 1,4-bis-DBN.

Le suivi cinétique de la réaction autocatalytique a également été réalisé dans les mémes
conditions que précédemment pour les autres sondes, c’est-a-dire a une longueur d’onde de A = 340
nm qui permet de suivre I’évolution de la concentration en NADH en fonction du temps mais aussi en
fonction de la concentration initiale en H,0, (Figure 3-4). La consommation du NADH représente le
degré d’avancement de la réaction autocatalytique. Le suivi de I'absorbance du NADH forme un tracé
sigmoidal en fonction du temps, avec d’abord une phase de latence durant laquelle la concentration
en NADH n’évolue que tres peu (DO autour de 0.9), suivi ensuite d’une décroissance exponentielle
signant la consommation accélérée du NADH jusqu’a son épuisement total lorsque I'absorbance ne
varie plus. Ce comportement est propre a une réaction autocatalytique, avec une phase de latence
d’autant plus lente que la concentration initiale en H,0; est faible. A partir des tracés cinétiques de la
Figure 3-4, il est possible d’en extraire le demi temps de réaction, ti; (le temps au bout duquel la
moitié du NADH a été consommée) pour chacune des concentrations en H,0,, et ce jusqu’a ce qu’on

finisse par butter sur le ti/; de la réponse non-spécifique obtenue en I'absence d'H,0..

La comparaison des courbes sigmoidales de la Figure 3-4 indique que la nouvelle sonde 1,4-
bis-DBN conduit a des temps de réponse (i.e., ti2) bien plus longs (jusqu’a 5 heures pour les
concentrations les plus faibles en H,0; contre une dizaine de minutes pour la sonde 4-DBN). Cela peut
s’expliquer en premiére approximation par une plus faible cinétique de déprotection de la sonde 1,4-
bis-DBN, mais également par le fait que cette sonde peut nécessiter deux équivalents d’H,0; pour étre
totalement déprotégée. La Figure 3-5 reporte la courbe de calibration que I'on peut tracer a partir des
t1/> en fonction du logarithme de la concentration initiale en H,0,. Nous obtenons ainsi une gamme
dynamique de concentration en H,0, sur environ deux décades (de 0,2 a 20 uM), avec une limite de
détection de 0,15 uM. Ainsi, malgré une bien meilleure stabilité de la sonde, les performances

analytiques de cette nouvelle sonde 1,4-bis-DBN ne sont pas meilleures par rapport a celles de la sonde
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4-DBN, avec méme l'inconvénient de conduire a des temps de réponse beaucoup plus longs. Il semble

donc que le gain en stabilité de la sonde est contrecarré par une cinétique d’autocatalyse moins

favorable.
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Figure 3-5 : Courbe de calibration semi-logarithmique obtenue en relevant les ti; en Figure 3-4B en
fonction du log de [H20,].

Afin de d’avoir une meilleure compréhension des raisons qui conduisent a cette réactivité plus
lente de la sonde 1,4-bis-DBN, nous avons entrepris de réaliser une étude mécanistique détaillée de
chacune de boucles catalytiques, comme nous allons le voir maintenant avec tout d’abord I'étude de

la boucle 1 caractérisant la déprotection oxydative de la sonde doublement masquée.

1.3. Etude mécanistique et cinétique de la déprotection oxydative de la sonde

doublement masquée

Le suivi cinétique de la déprotection de la sonde 1,4-bis-DBN par H,0, a été réalisé sur
microplaque en suivant par spectroscopie UV-vis a 262 nm I'apparition de la 1,4-NQ suite a 'ajout de
concentrations sous- et sur-stcechiométriques d’H,0; (allant de 5 a 150 uM) a des solutions de Tris 0.1

M (+ 10 uM EDTA) a pH 8.5, contenant 50 uM de sonde 1,4-bis-DBN (Figure 3-6).
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Figure 3-6 : (A) Suivi cinétique par spectrophotométrie UV-Vis a A = 262 nm de la déprotection de 50
UM la sonde 1,4-bis-DBN en présence de 0 a 150 uM d’H,0,, dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA.
[H205] (M) : 150 (noir), 100 (rouge), 50 (bleu), 30 (vert), 15 (rose), 10 (violet), 5 (bleu marine), 0
(orange). (B) Variation maximale de la DO a A = 262 nm entre le début et la fin de réaction en fonction
de la concentration initiale de [H,0;] en uM. En ligne pleine la régression linéaire AAbs;snm = 0,00401
x [H20,] = 5x10* (r? = 0,995). A droite correspondance en concentration de 1,4-naphthoquinone en uM
générée au cours de la déprotection (calculée a partir de la pente de la régression linéaire avec Ae =
7010 Mt.cm™ entre la 1,4-NQ et la sonde).

Les cinétiques montrent que dans des conditions sur-stcechiométriques en H,0, (50, 100 et
150 uM d’H;03) on obtient une transformation compléte de la sonde en 1,4-NQ (correspondant a une
variation maximale de DO de 0.32) et ceci d’autant plus rapidement que la concentration initiale en
H,0, est importante. En revanche, dans des conditions sous-stcechiométriques (c’est-a-dire entre 5 et
30 uM d’H,0,) la valeur d’absorbance maximale de 0,32 n’est plus atteinte, ce qui indique une
transformation partielle de la sonde en 1,4-NQ. Si on reporte le maximum d’absorbance atteint en
fonction de la concentration sous-stoechiométrique en H,0, on obtient une relation linéaire (Figure
3-6B) qui signifie que I'on a affaire a une transformation stcechiométrique de la sonde en 1,4-NQ par
H,0,. Ce comportement peut s’expliquer par le fait qu’il est nécessaire de consommer 2 équivalents
d’H,0; par sonde pour produire un équivalent de 1,4-NQH,, et que chaque équivalent de 1,4-NQH,
peut régénérer un équivalent d’H;O, via l'oxydation de la quinone par O,. Cependant, ce
comportement laisse également supposer que |'étape de deuxieme déprotection par H,0, est
beaucoup plus rapide que la cinétique d’instabilité du monoester boronique intermédiaire pouvant
conduire a la 1,4-NQH,. Cela suggére également que la réaction d’oxydation de la 1,4-NQH; par O; est

efficace avec un rendement de production en H,0, proche de 100%*.

A partir de la, on peut envisager de proposer un mécanisme de déprotection de la sonde 1,4-
bis-DBN (Figure 3-7) qui prend en compte ce qu’on avait précédemment appris de la sonde 4-DBN, a

savoir la dégradation de cette sonde en 1,4-NQH, via O,, sa protodéboronation lente en 1-naphthol,
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et bien entendu sa déprotection en 1,4-NQH; par H,0,. Les notations QH, et Q représentent ici

respectivement la naphthohydroquinone et naphthoquinone.

H,0, 0,

._'I;
H;BO,

Protodeboronation

1-naphtol

Figure 3-7 : Schéma réactionnel de double déprotection de la sonde 1,4-bis-DBN ainsi que instabilités
associées. En bleu la réactivité de clivage oxydation par H,0, des esters pinacols boroniques, en orange
la réaction non-spécifique d’oxydation par O, dissous, et en gris la réactivité des esters boroniques
protodéboronation en solution aqueuse.

Nous pouvons réécrire ce schéma réactionnel comme suit :

1,4-bis-DBN+H,0, —Zaramon 51 DRN (Premiére déprotection) (1)
4-DBN+H,0, M)QHZ (Seconde déprotection) (2)
QH, +0,—=>Q+H,0, (Auto-oxydation) (3)
4-DBN+0,—>QH, +H,0, (Oxydation par 0,) (4)
4-DBN L)l—naphtol (Protodéboronation) (5)

La connaissance des constantes cinétiques qui le caractérise doit permettre de prédire les
cinétiques expérimentales de la Figure 3-6. Les valeurs de kq4.0en = 300 M52, kox = 3300 Mt.st) k, =
1,2 Mts?, etk,=0,0004 s* ont été déterminées précédemment au cours du travail de thése de Justine
Pallul. Il est raisonnable de considérer que ces constantes cinétiques restent ici les mémes. Ainsi, la
seule nouvelle constante cinétique que I'on ne connait pas est kq,1,4vis-0en (l€ facteur 2 devant cette
constante cinétique est justifié par la stoechiométrie de 2 sites possibles d’attaque de la sonde par

H,0,). La simulation de ce mécanisme a l'aide du logiciel libre COPASI (les données expérimentales
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d’absorbance sont normalisées afin d’étre comparées aux concentrations normalisées obtenues par
simulation numérique) et I'ajustement de la constante kg 14 bis.0sn inconnue a une valeur de 35 M1.s?,
nous a permis d’obtenir les courbes simulées de la Figure 3-8B (courbes en pointillés) qui globalement
reproduisent assez bien les courbes expérimentales de la Figure 3-8A aux concentrations en H;0; les

plus fortes, mais en revanche un peu moins bien les concentrations en H,0; les plus faibles.
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Figure 3-8 : (A) Résultats expérimentaux normalisés du suivi cinétique présentés en Figure 3-6. (B)
Simulation numérique de I'apparition de la concentration normalisée de 1,4-NQ au cours du temps
dans les mémes conditions que (A) avec le modele de réaction (1) a (5) ci-dessus. En pointillés : kq,1,4-
bis-oeN = 35 M5, kaapen = 300 M 1.5, kox = 3300 MLs?, k, = 1,2 MLs?, et k, = 0,0004 s ; en trait
plein : kq,1,4-bis-08n = 35 M52, kg apen > 3000 ML.s?, kox = 3300 MLst, ky = 1,2 MLs?, et k, = 0,0004 s,

Pour pouvoir simuler un peu mieux les données expérimentales (simulations en trait plein de
la Figure 3-8B), nous avons constaté qu’il était nécessaire de considérer une constante cinétique de
deuxiéme déprotection plus rapide (kqs-0en > 3000 M1.s) que celle déterminée pour la sonde 4-DBN
(kaa-oen = 300 M1.st). Ce résultat laisse supposer qu’en paralléle de la réaction de déprotection par
H,0,, d’autres réactions rapides contribuent a une accélération de cette déprotection. Une hypothese
est que la réaction d’instabilité attribuée au monoester boronique (réaction 3) repose sur un
mécanisme plus complexe, non pas a 2 électrons comme supposé initialement, mais a 1 électron entre
0: et la sonde 4-DBN, ce qui conduirait a produire des espéces intermédiaires radicalaires (comme par
exemple Oy°) qui par un processus radicalaire en chaine pourrait contribuer a accélérer la deuxieme

réaction de déprotection. Nous reviendrons sur ces aspects un peu plus tard.

1.4. Modélisation de la réaction autocatalytique

Pour pouvoir modéliser la réaction autocatalytique, nous avons dans un premier temps
considéré un mécanisme simple impliquant un minimum de 7 réactions élémentaires, c’est-a-dire les
réactions 1 a 5 que nous venons de discuter au paragraphe précédent et qui décrivent la boucle 1,

auxquelles nous avons ajouté les réactions de réduction de la naphthoquinone en
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naphthohydroquinone par le couple diaphorase / NADH. Cette réduction enzymatique reléve d’un

mécanisme classique de type « ping-pong », défini par les deux demi-réactions suivantes :

e Une premiere demi-réaction en deux étapes qui suit un mécanisme Michaelis-Menten entre
le NADH et la forme oxydée de I'’enzyme Dl (caractérisée par une constante de Michaelis-

Menten Ky et une constante catalytique kcat de turnover).

K
NADH + DI, #=4=> DFHNADH—Xet » NAD" +DI, (6)

e Une deuxitme demi-réaction bimoléculaire de réduction a deux électrons de Ia
naphthoquinone (ici Q) par la forme réduite de I’enzyme DI, (caractérisée par une constante

cinétique d’ordre 2 kred).

Q+ Dl —Sed ,QH, +DI_, (7)

Une autre maniére de représenter ce ping-pong enzymatique est reportée Figure 3-9. Les
paramétres cinétiques de ces deux demi-réactions ont été dans un premier temps repris d’un papier
publié par I'équipe® (i.e., Km = 60 UM, ket = 1200 s et ked = 1.5 x 10° MLs?) et dans lequel la

naphthoquinone était la ménadione (ou 2-methyl-1,4-naphthoquinone).

OH o
OH [0}
kred
DIOX DIred
KM kcat
NAD NAD*
DI-NADH

Figure 3-9 : Mécanisme de réduction de la naphthoquinone par le ping-pong enzymatique du couple
diaphorase / NADH.

La simulation numérique du mécanisme autocatalytique formé des réactions 1 a 7 a été réalisé
a 'aide du logiciel COPASI. Les simulations pour différentes concentrations en H,0, sont rassemblées

Figure 3-10.
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Figure 3-10 : Simulation numérique entrée 1 (voir Tableau 3-1 plus bas) de la consommation du NADH
au cours du temps avec le mécanisme réactionnel des équations 1 a 7 avec les constantes suivantes :
kd,l,4-bis-DBN =35 M'l.S'l, kd,4»DBN =300 M_l.S_l, kox = 3300 M_l.S_l, ko = 1,2 M_l.S_l, kp =0,0004 S_l, :Km =60
UM, keat = 1200 s et kreg = 1.5 x 10° ML.s2. Les valeurs des concentrations entrées dans la simulation
sont les mémes qu’expérimentalement en Figure 3-4, i.e. 50 uM de sonde 1,4-bis-DBN, 250 uM de
NADH et 10 nM de diaphorase.

L'allure sigmoidale des cinétiques de consommation du NADH correspond bien a celles
obtenues expérimentalement. Cependant, les temps de réponse simulés ne sont pas du tout en accord
avec l'expérience, montrant un facteur 28 d’écart en temps entre la simulation (Figure 3-10) et
I’expérience (Figure 3-4B). Notre avons émis I’hypothése que ce manque de concordance était lié a
notre description mécanistique beaucoup trop simplifiée de la réaction 3 d’auto-oxydation de la 1,4-
NQH; en 1,4-NQ. En effet, I'auto-oxydation des hydroquinones est connue pour étre un mécanisme
relativement complexe de réaction en chaine radicalaire auto-induite*®’, dans lequel les espéces
semiquinone Q" et anion superoxyde Oy~ jouent un réle de propagateurs de chaines selon le schéma

réactionnel suivant :

QH, +0, LIV O, +2H" (8)
kC

QH, + QkﬁJZQ" +2H" (9)
dis,—1
k

Q" +0, k<:>2Q + 0, (10)
—2

kg
QH, +0,” ——>Q" + H,0, (11)
- + kdis 4
20,” +2H —9s4 50 4 H,0, (12)
Q™+ 0,7+ 2H" L>Q+ H,0, (13)
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Ce mécanisme radicalaire en chaine est initié par la réaction 8 d’oxydation a 1 électron de QH,
en semiquinone par I'oxygene. Cette réaction d’initiation est décrite comme étant tres lente car elle
implique un changement de spin interdit®. Elle reste néanmoins capable de créer une faible quantité
de semiquinone Q, qui peut alors se propager via les réactions 9, 10 et 13. Cette propagation accélere
alors I'oxydation de la 1,4-NQH; par O, de maniére indirecte et auto-induite. En effet, le produit Q joue
le role de catalyseur de sa propre formation par la réaction 2 de comproportionnation. Cette auto-
oxydation par réaction en chaine constitue donc en elle-méme un processus autocatalytique, avec Q
comme catalyseur qui s’accumule au cours du temps. Ainsi, au bilan de ce processus en chaine, QH, et
0O, sont respectivement consommés par les réactions 9, 11 et 10, tandis que Q est produit par
oxydation via les réactions 10 et 13. Cela prédit un rapport stoechiométrique 1:1 entre QH; et O, et

donc un rapport de production Q/H,0, 1:1.

L'incorporation de ce mécanisme d’auto-oxydation radicalaire en chaine au mécanisme global

d’autocatalyse permet donc de proposer le schéma réactionnel de la Figure 3-11.

aH;+Q
|Q g K
2H <
H0; a” 0z
K41 4-bis-080
1,4-0is-DBN + Ha03 = 4-DBN Propagatian
ky a0t ks transfert kz
Déprotection de la sonde ’ de chaine
aH, 0, o
<| 0,
5| 4+
“yoant
H30; + 0,
o ko - -
Initiation QH, #0; — = Q +0;  +2H"
— - . ks
Terminaison Q +0; 4+2H —= 0Q+H;0;
'[fn - -
4-DEN+0; — = Q" 4 O,
Réactions parasites 4-DBN ——= 1-naphtol
kI'IS . -
NADH + 0, —== NAD® + O3
a+D k'—Ed" QH + DI
) + DI o+
Réactions r 2T

e K k.
enzymatiques NADH + DI, === DI-NADH —“"> NAD*+ DI,

Figure 3-11 : Mécanisme global assumé pour la réaction autocatalytique par catalyse croisée avec les
réactions de déprotection des sondes boroniques par H,0; ainsi que leurs instabilités, les réactions du
mécanisme ping-pong enzymatique de la diaphorase avec son substrat NADH pour la réduction de la
naphthoquinone, et le mécanisme radicalaire en chaine d’auto-oxydation de la naphthohydroquinone.
Les constantes cinétiques sont données pour les différentes simulations dans le Tableau 3-1.
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La sonde doublement masquée 1,4-bis-DBN ayant été montrée comme particulierement
stable dans nos conditions expérimentales, nous avons considéré que la réponse non-spécifique ne
pouvait venir que de I'instabilité du NADH, et en particulier de I'auto-oxydation du NADH en présence
d’0,, qui bien que tres lente conduit inévitablement a la production d’O," et donc d’espeéces réactives
de I'oxygéne. Nous avons donc inclus cette réaction a la liste des « Réactions parasites » avec une
constante cinétique kns. La constante cinétique de cette réaction n’étant pas connue, nous |’'avons

estimée via la simulation.

D’autre part, I'auto-oxydation de la naphthohydroquinone étant désormais décrite par un
mécanisme radicalaire impliquant I'ion superoxyde, il est plus cohérent de décrire la réaction 4 d’auto-
oxydation de l'intermédiaire monoboronique 4-DBN par un transfert a 1 électron conduisant a la

formation de Q* et 0,".

La plupart des réactions étant dépendantes du pH, il serait nécessaire de considérer la pH-
dépendance des constantes cinétiques. Cependant, par souci de simplicité, nous avons opté pour ne
prendre en compte que les constantes apparentes a pH 8.5 car c’est majoritairement a ce pH que nous
avons réalisé nos expériences. Une grande partie des constantes cinétiques d’auto-oxydation de la 1,4-
NQH, ont été extraites de la littérature et pour certaines corrigées de la valeur de pH, tandis que
d’autres ont été ajustées afin de reproduire au mieux les données expérimentales. L’ensemble des
constantes cinétiques employées pour nos simulations numériques sont regroupées dans le Tableau
3-1. Elles sont données pour 4 jeux de simulations différentes, avec en premier les paramétres ayant
permis de simuler les courbes cinétiques de la Figure 3-10 selon le schéma réactionnel simplifié
(réactions 1 a 7), puis ensuite 3 autres séries de parametres ayant permis de simuler le schéma

réactionnel plus complet de la Figure 3-11.
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Groupe de réaction Entrée 1
Constante
Réactions spécifiques de ka, 1,4-6is-08n (M.571) 35 35 35 35
déprOtECtiOn de |a Sonde kd,4—DBN(M-1-S-1) 300 300 300 300
kn (M1.s?) 1.2 1.2 0 0
Réacti . i
eactions parasites non K, (s) 0.0004 | 00004 | 00004 | 0.0004
spécifique
kns (M5 - 10* 2.75x103 4.1x103
K (M) 60 60 60 60
Reactions du ping-Pong keat (57 1200 1200 1200 1200
Enzymatique
Krea (M52 1.5x10° 1.5x10° 1.5x10° 108
kox (ML) 3300 - - -
ko(M1s?) - 0.001 0.001 0.001
a4 66 000 ; 66 000 ; 66 000 ;
Réactions d’auto- Keo,1; Ktis-1(M™.57) ) 108 108 108
oxydation de 1,4-NQH,
o ko (ML 4.4x107; | 4.4x107; | 4.4x107;
(Propagation transfert de 2; k2 (M*.57) . 2x108 2x108 2%x108
chaine)
ks (M™.s?) - 8x10* 8x10* 5x10°
Kais.a (M™.5) - 2x10* 2x10* 2x10*
ks(M1s?) - 2x10° 2x10° 2x10°

Tableau 3-1 : Constantes cinétiques des simulations 1 a 4 de la réaction autocatalytique compléte. En
rouge les constantes cinétiques qui sont modifiées vis-a-vis de la précédente simulation.

Justification de ko: la constante cinétique de la réaction 8 est importante mais sa valeur ne joue pas

sur la cinétique globale pour des valeurs inférieures 3 ou égales a 0.001 M.s%, valeur que nous avons

donc utilisée pour chacune des simulations.

Justification de ko1 ; Kdis, 1 : la constante d’équilibre Ki = keo,1/kdis-1 de la réaction 9 est reportée dans

la littérature® & pH = 0 avec une valeur de K; = 6.7x102%, En considérant les deux pK, de la 1,4-NQH,
(pKa1 = 9.48 et pKa, = 11.01 d’aprés 19), la valeur de K; peut étre estimée comme étant égale § 7x10*
a pH 8.5. Pour plusieurs semiquinones, les constantes cinétiques de dismutation kqis-1 sont également

611714 gvec des valeurs généralement proches de la limite de diffusion

rapportées dans la littérature
(3x107 < kgis-1 < 2x108 M. 4 pH physiologiques). Une valeur moyenne de 108 M1.s? a donc été choisie
pour nos simulations, ce qui connaissant K; permet d’estimer la constante de comproportionnation a
keo1 = 66 000 M52, Il est important de noter que la réaction 9 a une forte dépendance au pH en raison

des deux pK, de la 1,4-NQH..
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Une autre maniére d’accéder a la valeur de K; consiste a la calculer a I'aide des potentiels
standards apparents qui caractérisent chacune des réductions successives a 1 électron de la 1,4-NQ en
1,4-NQH,, c’est-a-dire a I'aide des potentiels standards apparents des couples Q/Q" (E =-0.140 V/ENH
d’aprés 1) et Q*/Q% (E” = -0,131 V/ENH d’aprés *) et de la relation de Nernst suivante :

AE, =E°

1

- RT
0 _
a/a- —E a /e T F In(k,)

Ainsi, a 20°C et a pH =0, le calcul fournit une valeur de K; = 0.7, ce qui a pH 8.5 conduit a une

valeur de K; = 2.2x10%, donc proche de celle reportée plus haut.

Justification de ks ; k., : la constante d’équilibre K, = ka / k., qui caractérise la réaction de transfert

d’électron réversible par sphéere externe entre Q" et O, (réaction 10) est, selon la théorie de Marcus,

uniguement dépendante de la différence de potentiel entre les couples Q/Q" ( E® =-0.140 V/ENH)

a/Q”

et 02/0," ( E” =-0,180 V/ENH d’apreés ®) et donc de la relation de Nernst suivante :

0,/05

. \ RT
_po = _nt
AE, =E%, o —F g = N(Ky)

Le fait que cette différence de potentiel soit légérement négative (AE, = -40 mV) signifie que
I’oxydation a un électron de la 1,4-NQ" par O, est thermodynamiquement |égerement défavorable,
avec des cinétiques qui restent cependant tres rapides dans les deux sens de la réaction. Il est ainsi
possible de déterminer une valeur de K; = 0.2 a 20°C. En considérant que la constante retour est de k-,

= 2x108 ML.s? (déterminée par radiolyse pulsée?®), on obtient une valeur de k; = 4.4x10” M1.sL, Ces

deux valeurs concordent avec celles reportées par Loeff8, j.e. k, = 3.7x10” ML.st et k., = 1.8x108 M5

1

Justification de ks : les rares valeurs reportées pour la réaction 11 dans la littérature varient*!! de 10*

a10° M5, ce qui est suffisamment lent pour ne pas étre en compétition avec la réaction 10 beaucoup
plus rapide. Cependant, la valeur de cette constante est particulierement importante pour la boucle 2
de recyclage redox et donc de maniére plus globale pour la cinétique de I'autocatalyse. Dans nos
premiéres simulations (entrées 2 et 3 du Tableau 3-1), nous avons utilisé la valeur reportée par Waite*
(ks = 8x10* ML.st). Par la suite, nous I'avons légérement ajustée 3 ks = 5x10* M.s? (entrée 4 du

Tableau 3-1) afin de mieux rendre compte des résultats expérimentaux. De plus, la valeur de ks est

supposée augmenter quand le potentiel de réduction de E” diminue, et tout comme ke 1, elle est

Q/aH,

censée étre fortement dépendante du pH.
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Justification de Kgis 4 : 1a réaction 12 de dismutation de I'ion superoxyde en H,0, et O, est une réaction

qui a été trés largement étudiée. Une valeur de kg4 = 2x10* M5 a pH 8.5 peut étre extraite de la

revue de Ross®®.

Justification de ks : la réaction 13 de dismutation croisée (également la réaction de fin de propagation

de chaine) est généralement décrite comme une réaction trés rapide car thermodynamiquement tres
favorable au vu du potentiel trés réducteur du couple 0,"/H,0,% par rapport a celui de Q/Q", méme
a pH 8.5. Une valeur de ks = 2x10° M.s?, % proche de la limite de diffusion, a donc été utilisée dans

nos simulations.

1.4.1. Simulation avec I'entrée numéro 2 : auto-oxydation de I'intermédiaire monoester
boronique activée

Une premiere série de simulations de la réaction autocatalytique avec les valeurs cinétiques
de I'entrée 2 du Tableau 3-1 a été réalisée et les courbes cinétiques résultantes sont montrées Figure
3-12 pour différentes concentrations initiales en H,0,. De ces courbes cinétiques ont été extrait les ti;
de maniere a tracer la courbe de calibration correspondante présentée Figure 3-13 (trait plein en vert).
Bien que cette courbe simulée ne s’ajuste pas parfaitement avec les données expérimentales (points
en rouges), I'échelle des temps sur lequel elle se positionne est en bien meilleur accord que ce qui
avait été obtenu précédemment (Figure 3-10) avec les parametres de I'entrée 1 du Tableau 3-1 et le
schéma réactionnel simplifié. Cela démontre toute I'importance de prendre en compte la complexité
du mécanisme d’auto-oxydation de la 1,4-NQH,. Cependant, pour les plus faibles concentrations en

H,0,, la courbe de calibration simulée s’éloigne des données expérimentales.

250 [H,0,] (nM)
S 2004 o
! ] 500
— 1501
z o B

100
= . 15
— 50 4 —5

0_- —0 (blanc)
LN B L N N N D N L BN R B "_l_'_|_|_'_|_
0 60 120 180 240 300 360 420
t (min)

Figure 3-12 : Simulation numérique avec les valeurs des constantes cinétiques de I'entrée 2 (voir
Tableau 3-1). La consommation du NADH au cours du temps est représentée avec le mécanisme
réactionnel décrit en Figure 3-11. Les valeurs des concentrations entrées dans les simulations sont les
mémes qu’expérimentalement en Figure 3-4, i.e. 50 uM de sonde 1,4-bis-DBN, 250 UM de NADH et 10
nM de diaphorase.
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Figure 3-13 : Courbe de calibration des ti/> (correspondant du temps auquel la moitié du NADH a été
consommé) en fonction de la concentration initiale en H,0,. Les points rouges représentent les
données expérimentales extraites de la Figure 3-6. Les traits pleins correspondent aux simulations
numériques a partir du mécanisme réactionnel en Figure 3-12. Les constantes cinétiques utilisées dans
les simulations sont extraites du Tableau 3-1, selon I'entrée : 2 (verte), 3 (rouge), 4 (bleu). Les valeurs
des concentrations entrées dans les simulations sont les mémes qu’expérimentalement en Figure 3-6,
i.e. 50 uM de sonde 1,4-bis-DBN, 250 uM de NADH et 10 nM de diaphorase.

1.4.2. Simulation avec I'entrée numéro 3: auto-oxydation de [lintermédiaire
monoboronique désactivée
Le manque de concordance que nous venons de voir entre les données expérimentales et la
simulation aux faibles concentrations en H,0, suggére une inhibition de la réaction dite d’auto-
oxydation de l'intermédiaire 4-DBN par les conditions réductrices imposées par le mélange
réactionnel. En effet, nous décrivons l'instabilité présumée de I'intermédiaire 4-DBN via O, comme
étant de nature radicalaire avec la production de Q* et 0,". Ces radicaux peuvent étre neutralisés par
les conditions réductrices et en I'occurrence par le NADH (il a en effet été montré dans la littérature
que le NADH est un scavenger efficace d’"HO,® 2! et de radicaux phénoxyles??), ce qui peut donc

conduire a un phénoméne d’inhibition du processus d’autocatalyse.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons réalisé une nouvelle série de simulations pour
lesquelles la constante cinétique k, a été désactivé (i.e. k, = 0 M1.s?, entrée 3 du Tableau 3-1). La
courbe de calibration simulée résultante est reportée en rouge sur la Figure 3-13. Pour pouvoir
correctement rendre compte de réponse non-spécifique la constante cinétique kns a également été
ajustée a 2.75x10°3 M.s. La courbe de calibration simulée est cette-fois ci bien plus en accord avec
les données expérimentales, ce qui tend a valider notre hypothése d’inhibition de la réaction d’auto-

oxydation de I'intermédiaire monoester boronique.
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Ces simulations ont le mérite également de montrer qu’avec la sonde 1,4-bis-DBN doublement
protégée la réaction d’autocatalyse reste possible aux faibles concentrations en H,0; et ceci méme en
I’absence d’une instabilité de I'intermédiaire 4-DBN (nous avons en effet postulé k, = 0 M™.s). Cela
est rendu possible par le fait que la cinétique de deuxieme déprotection de la sonde est plus rapide
que la cinétique de premiére déprotection, ce qui a pour effet d’induire une probabilité non-nulle de
double déprotection de la sonde méme pour des concentrations initiales en H,0, fortement sous-
stoechiométriques. Cette probabilité dépend en effet fortement du ratio entre les vitesses de premiere
et deuxieme déprotection, avec une probabilité qui devient d’autant plus grande que la seconde
constante cinétique de déprotection est plus élevée que la premiere, ce qui est d’ailleurs le cas pour
notre systéme (Kd14-bisoen = 35 M™Ls? et kgspen = 300 M1s?). Le schéma simplifié de la réaction

autocatalytique présenté Figure 3-3 peut donc étre corrigé comme indiqué Figure 3-14.

0. _0 : ;

B B I 1]
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'*lh_ e ,-lf
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Figure 3-14 : Réaction autocatalytique avec la sonde 1,4-bis-DBN en présence de H,0,, du couple
réducteur DI/NADH et d'oxygéne dissous.

1.4.3. Simulation avec I’entrée numéro 4 : raffinement des constantes cinétiques ks et kreq

impliquées dans le recyclage redox.

Afin d’aller encore un peu plus loin dans I'analyse de I'ajustement des simulations par rapport
aux données expérimentales, nous avons cherché a avoir une idée plus précise des constantes
cinétiques ks et kred qui caractérisent la cinétique de réduction enzymatique de la 1,4-NQ dans la boucle
de cyclage redox (boucle catalytique 2). Nous avions en effet jusqu’ici utilisé des valeurs ks et kreq que
nous avions extraites de travaux antérieurs réalisés avec la ménadione et non pas la 1,4-NQ>. Pour cela
nous réalisé des expériences de cyclage redox en présence de diaphorase et de NADH dont le

mécanisme simplifié est rappelé Figure 3-15.
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Figure 3-15 : Principe du recyclage redox de la 1,4-NQ entre I'oxydant O, et le réducteur enzymatique
DI/NADH.

La cinétique de catalyse a été suivi par spectrophotométrie UV-vis a A = 340 nm (suivi de la
consommation du NADH en fonction du temps) et pour différentes concentrations en 1,4-NQ. Les

suivis cinétiques sont rassemblés Figure 3-16.
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Figure 3-16 : Suivi spectrophotométrie UV-Vis a la longueur d’onde spécifique du NADH A =340 nm en
fonction du temps de 250 uM de NADH, 10 nM de diaphorase et diverses [1,4-NQ] (en uM) : 25 (noir),
15 (rouge), 10 (bleu), 5 (magenta), 2.5 (vert), 1 (bleu marine), 0.5 (violet), O (mauve). Les expériences
sont réalisées simultanément en triplicata dans des microplaques a 96 puits de 200 pL, les réactifs
étant diluées dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5.

On observe une consommation linéaire du NADH d’autant plus rapide que la concentration en
1,4-NQ (catalyseur) est importante. De la pente des droites, nous pouvons extraire une vitesse
apparente de consommation du NADH et la reporter sur le graphe de la Figure 3-17 en fonction de la
concentration en 1,4-NQ (échelle semilog). Les données ainsi représentées indiquent deux régimes
cinétiques en fonction de la concentration en naphthoquinone, avec un changement brusque aux
concentrations intermédiaires qui met en avant le caractere non trivial de la réactivité du cyclage

redox.
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Pour pouvoir évaluer les deux constantes cinétiques qui nous intéressent a partir de ces
données, nous avons simulé les cinétiques a partir du mécanisme de cyclage redox combinant les
réactions 6 a 13. Les pentes des courbes cinétiques simulées ont ensuite été extraites afin de tracer
des graphes similaires a celui de de la Figure 3-17 et ainsi comparer aux données expérimentales.
L'opération a été répété avec plusieurs jeux de constantes cinétiques ks et kreq, €n gardant identique

les autres constantes cinétiques.
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Figure 3-17 : Pente des cinétiques d’ordre 0 expérimentales (en points violets, les pointillés reliant
chaque point pour une meilleure visualisation) ou obtenues par simulation numérique (en trait plein)
en fonction de la concentration initiale en 1,4-naphthoquinone. Les concentrations expérimentales et
simulées sont les mémes qu’en Figure 3-16. Les simulations numériques sont obtenues a partir des
équations 6 a 13 avec les valeurs des constantes cinétiques déja reportées de : ko = 0.001 M52, keon
=66 000 M5, Kais-1 = 108 M52, ks = 4.4x107 ML.s, ki = 2x108 ML.s?, kg = 2x10* MLs, ks = 2x10°
M=1s? Km =60 uM, keat = 1200 s, Les valeurs de ks et kreq varient selon : (jaune) ks = 8x10* M52, Kyeq
=1.5x10° M1s?; (rouge) ks = 8x10* ML.s%, keeq = 1.5x108 M52 ; (orange) ks = 5x10* ML.s?, keq = 10%
M=2.s?; (rose) ks = 2x10* M5, kreq = 8x108 M 1.5t ; (bleu) ks = 5x10* M5}, kreq = 5x107 MLt ; (vert)
ks =2x10* ML.s Kreq = 2x107 M 1572,

Les résultats regroupés Figure 3-17 montrent que lorsque kreq diminue, la position de la
concentration seuil se décale de gauche a droite vers les concentrations les plus basses. Cela peut
s’expliquer par le fait que si la vitesse de réduction de Q diminue, alors ce dernier peut davantage

participer a la réaction de comproportionnation et ainsi générer le propagateur de chaine Q™.

Le ratio ks/kred quant a lui joue sur I’écartement vertical entre les deux régimes, c’est-a-dire sur
la différence de vitesse entre les deux régimes cinétiques. Ce ratio correspond en effet a un parametre
de compétition entre la vitesse de consommation de 1,4-NQH; via ks et la vitesse d’apparition de 1,4-

NQHZ Via kred.
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Bien que nos simulations numériques n’arrivent pas a complétement reproduire les données
expérimentales pour un jeu donné de valeurs de ks et kred, NOUs pouvons conclure avec un assez bon
degré de confiance que les valeurs ks et kreq se situent autour de (5 - 8)x10* M1.s? et (0.8 — 1.5)x10% M-
151, respectivement. On retrouve donc ici une valeur de ks similaire a celle que nous avions jusqu’ici
employée, en revanche la valeur de krq fixée a 1.5x10° M™.s? était surestimée. L’utilisation de ces
nouvelles valeurs pour ks et kreq (entrée 4 du Tableau 3-1) nous permettent de simuler les cinétiques
autocatalytiques de la Figure 3-18 et de tracer la courbe de calibration en bleu de la Figure 3-13 qui

s’ajuste presque parfaitement aux données expérimentales.
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Figure 3-18 : Simulation numérique avec les valeurs des constantes cinétiques de I'entrée 4 (voir
Tableau 3-1). La consommation du NADH au cours du temps est représentée avec le mécanisme
réactionnel décrit en Figure 3-11. Les valeurs des concentrations entrées dans les simulations sont les
mémes qu’expérimentalement en Figure 3-4, i.e. 50 uM de sonde 1,4-bis-DBN, 250 uM de NADH et 10
nM de diaphorase.

A partir de ce résultat qui tend a conforter notre proposition mécanistique, nous avons
cherché a vérifier si ce méme mécanisme avec ces mémes parametres cinétiques pouvait étre
transposé a la sonde monoester boronique (en excluant bien entendu du mécanisme la premiere

réaction de déprotection par H,0; qui ne peut plus avoir lieu avec la sonde monoprotégée).
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1.4.4. Confirmation du modeéele numérique par application aux résultats de la sonde
monoester boronique

Les simulations des courbes cinétiques réalisées avec les parameétres de I'entrée 5 du Tableau

3-2 sont reportées Figure 3-19B. Bien que I'allure sigmoidale des cinétiques ne soit pas parfaitement

identique a celles des courbes expérimentales (Figure 3-19A), les temps de demi-réaction sont tres

proches.
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Figure 3-19 : (A) Suivi cinétique par spectrophotométrie UV-Vis a 340nm de la réaction entre 50 uM
de la sonde 4-DBN et une gamme de concentration de H,0,, en présence de 10 nM DI et 250 uM NADH
dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5. [H;0;] (uM) : en vert 150, en bleu 50, en jaune 15,
en orange 5, en rose 1.5, en rouge 0.5, en violet 0.15 et en noir 0 (blanc). (B) Simulation numérique
avec les valeurs des constantes cinétiques du Tableau 3-2. La consommation du NADH au cours du
temps est représenté avec le mécanisme réactionnel décrit en Figure 3-11 (mis-a-part que I'on part de
I'espece 4-DBN directement). Les valeurs des concentrations entrées dans les simulations sont les
mémes qu’expérimentalement en A, i.e. 50 uM de sonde 4-DBN, 250 uM de NADH et 10 nM de DI.

Pour obtenir ces simulations, nous avons di ajuster la constante cinétique k, d’auto-oxydation
de la sonde 4-DBN a une valeur de 0.25 M™.s. Cet ajustement se justifie par le fait que la réponse
non-spécifique du systeme ne peut plus étre déterminé par kns qui caractérise I'auto-oxydation lente
du NADH, mais plutot par k, qui caractérise I'auto-oxydation de la sonde monoprotégée (autrement
dit son manque de stabilité). Il est donc nécessaire de faire en sorte que k, soit non nul. Il est
intéressant de noter que cette valeur de k, = 0.25 M™.s? est un peu plus faible que celle déterminée
par Justine Pallu! en I'absence de réducteur (k, = 1.2 M.s?). Ce résultat est en accord avec notre
hypothese d’une inhibition de la réaction d’auto-oxydation de la sonde monoprotégée dans des

conditions réductrices.

L’ensemble de ces résultats obtenus ici avec la sonde 4-DBN finalement nous conforte sur la

validité de notre modéle ainsi que sur la consistance des valeurs de constantes cinétiques.

Avec ce modele en main, nous avons cherché ensuite a mieux comprendre I'influence du pH

sur la cinétique d’autocatalyse ainsi que sur les performances analytiques.
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Groupe de réaction

Entrée

Constante

ka,1,4-bis-0en (M2.570) 35 -
Réactions spécifiques de déprotection de sonde
kd,4-DBN (M_l.S_l) 300 300
k, (M1.s?) 0 0.25
Réactions parasites non-spécifique kp (s 0.0004 0.0004
kns (M5 4.1x103 4.1x103
K (LM) 60 60
keat (s) 1200 1200
kred (M_l.S_l) 108 108
ko (M5 0.001 0.001
66 000 ;
Keo,1; kais-2(Mt.s1) | 66000 ; 108
Réactions du ping-Pong Enzymatique 108
4.4x107 ; 4.4x107 ;
kz,' k., (M_l.S_l)
2x108 2x108
k3 (M1.s?) 5x10* 5x10*
Kais.a (M50 2x10* 2x10*
ks(M1.s1) 2x10° 2x10°

Tableau 3-2 : Constantes cinétiques des simulations 4 a 5 de la réaction autocatalytique compléte. En
rouge les constantes cinétiques qui sont modifiées entre de la sonde diboronique a la monoboronique.
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2. Optimisation des performances analytiques par notre réaction

autocatalytique

2.1. Amélioration de la cinétique globale d’autocatalyse : effet du pH

Pour accélérer la réactivité globale de la réaction autocatalytique et tenter de gagner en
performance analytique, nous avons examiné I'effet du pH. L’augmentation du pH nous permet en
effet d’anticiper un gain cinétique dans 'autocatalyse car les deux boucles catalytiques peuvent étre
accélérées avec I'augmentation du pH, notamment la boucle 2 de recyclage redox dans laquelle la
catalyse de réduction d’O; par la 1,4-NQ est d’autant plus efficace que le pH est basique. Il faut
cependant aussi prendre en considération le fait que I'activité enzymatique de la diaphorase est elle
aussi pH dépendante comme représenté Figure 3-20 (extraite des données fournies par la société
NIPRO ENZYMES qui commercialise I'enzyme). Son activité tend en effet a diminuer lorsque le pH

devient basique.

100 }
g
2 © Phosphate
=
; so | e Tris-HCI
3 m Glycine-KCI-KOH
ﬂ i i i A i i i A
4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figure 3-20 : Activité de la diaphorase en fonction du pH pour trois tampons différents.

La Figure 3-21 montre les courbes cinétiques d’autocatalyse de la sonde 1,4-bis-DBN obtenues

dans les mémes conditions que précédemment (Figure 3-4) mais pour un pH de 9.5 au lieu de 8.5.
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Figure 3-21 : Suivi cinétique par spectrophotométrie UV-Vis a 340nm de la réaction entre 50 uM de la
sonde 1.4-bis-DBN et une gamme de concentration de H,0,, en présence de 10 nM DI et 250 uM NADH
dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 9.5. [H,0;] (uM) : en vert 50, en bleu 15, en jaune 5, en
orange 1.5, en rose 0.5, en rouge 0.15, en violet 0.05 et en noir 0 (blanc).

Avec une augmentation de seulement une unité en pH, on observe que la cinétique
d’autocatalyse est améliorée d’un facteur 10 (le t12 pour la plus faible concentration en H,0; passe de
400 min a pH 8.5 a 40 min a pH 9.5). De plus, la limite de détection en H,0, que I'on peut extraire de

la courbe de calibration est abaissée d’un facteur 10 (200 nM a pH 8.5 versus 20 nM a pH 9.5) (Figure

3-22).
10 s oo ¥ ---#-- pH 9.5
I e TR ---m--- pH 8.5
0,8 - KN
2 06 [ I “\
~ ,6 \
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= ; \ \
N 5 Y
- 0,4 - ‘I\ %
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0,0-1— B ot S
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Figure 3-22 : Courbe de calibration semi-logarithmique obtenue en relevant les ti/; a pH 8.5 (en bleu)
en Figure 3-4 et a pH 9.5 (en rouge) en Figure 3-21, normalisés par rapport au ti/2,0 du blanc, en fonction
du log de [H,0,].

Afin de rationaliser cet effet du pH sur la cinétique, nous avons cherché a reproduire par
simulation ce résultat expérimental. Pour cela, il nous a fallu d’abord identifier les réactions pouvant
étre les plus influentes en terme pH. Comme discuté précédemment dans ce chapitre, les réactions 9

et 11 sont fortement dépendantes du pH car elles impliquent la 1,4-NQH, qui possede deux pKa
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proches des pH étudiés (pKa1 = 9.48 et pKas, = 11.01 d’aprés 19). Les réactions de déprotection de la
sonde 1,4-bis-DBN par H,0; sont elles aussi fonction du pH car c’est I'espece nucléophile HO, qui est
impliquée?®. Cependant, I'effet du pH sur la cinétique de ces réactions reste moindre que celles des

réactions 9 et 10.

Si nous considérons que linfluence du pH sur la cinétique d’autocatalyse trouve
principalement son origine dans la pH-dépendance des réactions 9 et 10, alors nous devons pouvoir le
vérifier par simulation. De la méme maniére que nous avons fait dans ce chapitre pour estimer les
valeurs de ke 1 et ks a un pH de 8.5 sur la base des données de la littérature a pH 7.5, nous pouvons
réestimer ces valeurs pour un pH de 9.5. Nous obtenons ainsi a pH 9.5 des valeurs de ke 1 = 6.6x10° M-
1s1 et ks, = 4.7x10°, ce qui est 100 fois plus élevée qu’a pH 8.5. En injectant ces deux nouvelles
constantes dans notre modeéle et en gardant toutes les autres identiques, nous avons pu obtenir a
partir des simulations la courbe de calibration noire de la Figure 3-23, laquelle reproduit finalement

assez bien les données expérimentales obtenues a pH 9.5 (points en noir).

400 4
350 +
300 -

*

=

0-+—

o 10° 10° 107 10° 10° 10°
[H,0,] (M)

Figure 3-23 : Courbe de calibration des ti/; (correspondant du temps auquel la moitié du NADH a été
consommé) en fonction de la concentration initiale en H,0,. Les points noirs représentent les données
expérimentales extraites de la Figure 3-21. Le trait plein noir correspond a la simulation numérique a
partir du mécanisme réactionnel en Figure 3-11 avec les constantes cinétiques discutées ci-dessus. Les
points rouges ainsi que le trait plein bleu représentent respectivement les données et les simulations
obtenus et discutés en Figure 3-13. Les valeurs des concentrations entrées dans la simulation sont les
mémes qu’expérimentalement, i.e. 50 UM de sonde 1,4-bis-DBN, 250 uM de NADH et 10 nM de DI.

Ce résultat confirme donc le caractere clef des réactions 9 et 10 dans la dépendance en pH de
I'autocatalyse. La légere différence que I'on observe entre la simulation et I'expérience est
probablement liée au fait que nous n’avons pas pris en compte les autres réactions dont les cinétiques

dépendent aussi du pH.
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Un autre aspect intéressant de cette analyse est qu’elle nous permet d’apporter une
explication quant a I’'amélioration par un facteur 10 de la limite de détection. En effet, si on admet que
la limite de détection est principalement liée a la réponse non-spécifique générée par la réaction
d’auto-oxydation lente du NADH et que celle-ci est beaucoup moins sensible au pH que la vitesse
globale de 'autocatalyse, alors on peut facilement comprendre que le gain d’un facteur 10 résulte de

ce différentiel.

2.2. Inhibition de la réponse non-spécifiqgue du systéme: contribution de la
diaphorase

Parmi les autres facteurs pouvant jouer un réle important dans des performances analytiques,

la concentration en diaphorase s’est révélée particulierement critique. La Figure 3-24 reporte les

réponses non-spécifiques (c’est-a-dire sans ajout d’H,0,) enregistrées pour différentes concentrations

en diaphorase (allant de 0.1 a 1000 nM) ainsi que les valeurs résultantes de t;» en fonction de la

concentration en diaphorase.
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0,8 3 [DI] (nM) 400
. 0,7 F——0 X 1000 350 4 )
S 0,6 ———500 —~ 300 o
o E < E 2
& 0,54 100 g 250
n 3 o= 4
o 043 50 200+ o
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Figure 3-24 : (A) Suivi cinétique par spectrophotométrie UV-Vis a 340nm de la réaction non-spécifique
de 50 uM de la sonde 1.4-bis-DBN en présence de 250 uM NADH et de diverses concentrations en DI,
dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5. [DI] (nM) : en vert 1000, en bleu 500, en jaune 100,
en orange 50, en rose 10, en rouge 1, en violet 0.5 et en noir 0.1. (B) Temps de demi-réaction extraits
du suivi spectrophotométrique en fonction de la concentration en DI.

Ces résultats montrent une forte dépendance de la réaction non-spécifique a la concentration
en diaphorase, ce qui suggere que I'enzyme est impliquée. Une premiére hypothése émise est liée a
I'activité NADH oxydase résiduelle reportée par le fournisseur de I'enzyme (<0.01%). Si cette activité
peut étre considérée comme négligeable dans des conditions expérimentales classiques, il est possible
qu’ici ce ne soit plus le cas et que la production de traces d’0,* via cette activité résiduelle NADH
oxydase soit une source importante de réponse non-spécifique. Une autre hypothése envisageable est
que la diaphorase elle-méme présente une activité intrinséque NADH oxydase (méme si cette
flavoenzyme est décrite dans la littérature comme n’acceptant pas O, comme accepteur d’électron,

cela ne veut pas nécessairement dire que sa réactivité vis-a-vis d’O, est totalement inexistante).

116



Etude mécanistique de la réaction autocatalytique impliquant des sondes doublement masquées.

Il est intéressant de noter qu’en diminuant la concentration en diaphorase (de 1 uM a 1 nM),
il est possible de repousser I'apparition du signal non-spécifique a des valeurs de ti/; plus élevées
(Figure 3-24). Cependant, au-dela du seuil de 1 nM, on observe un effet contraire ou les valeurs de t1;
redeviennent plus courtes, formant ainsi un optimum a 1 nM en enzyme (Figure 3-24B). Cet effet peut
se comprendre a travers le mécanisme de la boucle 2 pour lequel nous avons montré lors de I'analyse
du cyclage redox (Figure 3-17) qu’une diminution de la vitesse de réduction de la 1,4-NQ permettait
d’accélérer la boucle de cyclage redox en favorisant I'accumulation de cette derniere et, par
conséquent, en favorisant la production de la 1,4-NQ* qui est clef dans la cinétique d’auto-oxydation
de la 1,4-NQHo.. Il ne faut toutefois pas trop diminuer la concentration de diaphorase car, comme le
montrent les courbes cinétique d‘autocatalyse de la Figure 3-24A, I'allure de la sigmoidale finie par
trainer (ce qui est par exemple le cas pour la plus faible concentration en enzyme) en raison d’une
cinétique de réduction de la naphthoquinone qui devient trop lente et donc cinétiquement

déterminante.

Afin de montrer si I'on peut améliorer les performances analytiques en réduisant au maximum
I'impact de la diaphorase sur la réponse non-spécifique, les expériences d’autocatalyse ont été
répétées avec une concentration en diaphorase de seulement 0.1 nM. Les résultats regroupés Figure
3-25, montrent que l'on peut effectivement améliorer les performances analytiques dans ces
conditions, avec une limite de détection de 15 nM en H,0; contre 200 nM précédemment, soit un gain

d’un facteur 10.
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Figure 3-25 : (A) Suivi cinétique par spectrophotométrie UV-Vis a 340nm de la réaction entre la sonde
50 uM 1.4-bis-DBN et une gamme de concentration de H,0,, en présence de 0.1 nM DI et 250 uM
NADH dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5. [H20] (UM) : en vert 15, en bleu 5, en jaune
1.5, en orange 0.5, en rose 0.15, en rouge 0.05, en violet 0.015 et en noir 0 (blanc). (B) Temps de demi-
réaction ti/; extrait du suivi spectrophotométrique en fonction de la concentration en H,0,.
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3. Exploration du cycleur redox 2,5-diméthoxy-1,4-benzoquinone

comme alternative a la 1,4-NQ

Une autre fagcon d’améliorer les performances analytiques de la méthode proposée consiste a
concevoir des sondes capables de libérer un cycleur redox plus efficace. Au cours des travaux
antérieurs réalisés au laboratoire, plusieurs dérivés de quinones telles que la 1,2-naphthoquinone, 3,5-
diméthyl-1,4-benzoquinone, ou encore 2,5-diméthoxy-1,4-benzoquinone (2,5-OMe-BQ) ont été
identifiés pour leur capacité a cycler rapidement dans un tampon oxygéné en présence de diaphorase
et de NADH. C’est d’ailleurs ce qui a conduit a synthétiser la sonde 2,5-OMe-PB représentée ci-apres
(ou chacune des deux fonctions hydroxyles est masquée par un ester pinacol boronique) et que j’ai

donc caractérisée.

H,0, 0,
DKB,’D K
’—J OH ?1
G o
- H,0, 0. ﬂ, HT,DH
""'\.D "-\-\,D H"'D"'. H_H“#.___.
B OH 0
RN
H 2,5-OMe-BQ
2,5-OMe-PB
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3.1. Caractérisation de la boucle catalytique de recyclage redox de la 2,5-OMe-PB

3.1.1. Etude des propriétés d’auto-oxydation de la forme réduite de la 2,5-OMe-BQ par
voltamétrie cyclique
Les propriétés d’auto-oxydation de la quinone 2,5-OMe-BQ, ont été examinées par

voltamétrie cyclique en présence d’O, (Figure 3-26).

0,0 -
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2 '0,2 =
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Figure 3-26 : Voltamétrie cyclique de 50 uM de 2,5-OMe-BQ en présence d’O; (trait plein rouge), sous
argon (trait plein noir), et contrdle des blancs soit le tampon en présence d’O; (pointillés rouge) ou
sous argon (pointillés bleu). La vitesse de balayage est de 0.01 V/s et les potentiels sont balayés au
scan aller des potentiels anodiques a cathodiques, et inversement au scan retour. L’électrode de travail
est une électrode en carbone vitreux préalablement polie, la contre-électrode est en platine et la
référence une électrode au calomel saturée séparée de la solution électrolytique par un pont salin.
L’électrolyte est un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5.

Les voltamogrammes montrent une vague partiellement réversible a 2 électrons et 2 protons
en I'absence d’0; et dont on peut déduire un potentiel standard apparent de E% =-300 mV/ECS (contre
-250 mV/ECS pour la 1,4-naphthoquinone). Ce potentiel est suffisamment bas pour que la quinone
réduite s’oxyde rapidement en présence d’O,. C’est ce que montre le voltamogramme en rouge de la
Figure 3-26, avec I'apparition d’une vague de réduction catalytique d’O; qui tend a former un plateau.
Ce courant de plateau est caractéristique d’un processus catalytique limité par la vitesse de la réaction
gue I'on peut schématiquement représenter comme indiqué Figure 3-27. Il est important de noter que
la réduction électrochimique a 2 électrons et 2 protons de la quinone est en réalité bien plus complexe
ce schéma simplifié de la Figure 3-27. Nous verrons dans le chapitre 6 que cette réactivité nécessite
des s‘appuyer sur un schéma carré a 9 membres. Néanmoins avec ce schéma simplifié il reste possible
de déterminer une constante cinétique apparente d’auto-oxydation comme nous allons maintenant le

voir.
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Figure 3-27 : Catalyse électrochimique de la réduction d'O; médiée par la 2,5-OMe-BQ.

L’équation analytique qui relie l'intensité du courant catalytique de plateau en voltamétrie
cyclique en fonction de la concentration en dioxygéne et en 2,5-OMeBQ est fournie par I'expression

suivante :

Icat,plateau =n I:[B(I]O \/5\’ kOZ [02 ]O

ou ko2 représente la constante cinétique aparente de la réaction d’auto-oxydation et D le coefficient

de diffusion de la quinone.

Icat,plateau

On détermine : k., =
> | nFs[BQ],"/Df[0,],

avec :

® leatplateau = -0,33 pA.mm?, la densité de courant du plateau catalytique.

e n=2,lenombre délectrons mis en jeu.

e F=96500 C.mol?, la constante de Faraday.

e [BQJo =50 uM, la concentration initiale de 2,5-OMe-BQ en solution.

e D = 7x10° cm2.s?, le coefficient de diffusion de 2,5-OMe-BQ (déterminée au préalable par
voltamétrie cyclique en I'absence d’'0,).

e [0;]o =250 uM, la concentration en oxygéne dissous a 1 atm et 25°C.

Nous obtenons ainsi dans nos conditions de tampon Tris 0.1 M (+ 10 uM EDTA) de pH 8.5, une
valeur de k¢,= 6000 M52, ce qui est environ deux fois plus rapide que celle déterminée pour la 1,4-
NQ (3300 M1.s?). Cette différence cinétique peut s’expliquer par le potentiel de réduction du couple

BQ/BQH; plus bas que celui du couple 1,4-NQ/1,4-NQH,.
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3.1.2. Etude des propriétés de cyclage redox de la 2,5-OMe-BQ en présence de diaphorase
et de NADH
Afin de vérifier 'aptitude de la 2,5-OMe-BQ a redox cycler en présence de diaphorase, NADH
et O,, nous avons reproduit la méme expérience de cyclage redox que celles que nous avions employée

pour la 1,4-NQ (Figure 3-16). La Figure 3-28 regroupe les suivis cinétiques obtenus.
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Figure 3-28 : Suivi par spectrophotométrie UV-Vis a la longueur d’onde spécifique du NADH A = 340
nm en fonction du temps de 250 uM de NADH, 10 nM de diaphorase et diverses [2,5-OMe-BQ] : (en
uM) : 25 (vert), 15 (bleu cyan), 10 (jaune), 5 (orange), 2.5 (rouge), 1 (marron), 0.5 (violet), 0 (noir) dans
un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5.

La cinétique de recyclage redox de la 2,5-OMe-BQ est en présence de DI/NADH comme agent
réducteur similaire a la 1,4-naphthoquinone, tres légerement plus lente. Cependant, la décroissance
linéaire de la consommation de NADH au cours du temps confirme que, similairement a la 1,4-
naphthoquinone, le recyclage redox de la 2,5-OMe-BQ est controlée par son auto-oxydation limitante

et non pas par sa réduction qui est plus rapide.

Maintenant que nous avons vérifié que la 2,5-OMe-BQ était un bon cycleur redox, deux types
de sonde masquant ce motif quinone vont étre brievement étudiés dans des conditions de

déprotection catalytique par H,0,, avant de les appliquer a notre réaction autocatalytique compléte.
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3.2. Etude de la sonde diester boronique 2,5-OMe-PB
3.2.1. Etude de la déprotection de la sonde 2,5-OMe-PB par H.0,
La sonde 2,5-OMe-PB dont la formule développée est reportée ci-dessous a été synthétisée

au laboratoire par Pan Hui au cours de sa thése?* :

La déprotection de cette sonde par H,0; a été suivi par spectrophotométrie UV-vis a A = 262
nm avec l'idée de déterminer la constante cinétique globale apparente (kq2s.ome-ps) de cette

déprotection. Les courbes cinétiques sont regroupées Figure 3-29.
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Figure 3-29 : Suivi cinétique par spectrophotométrie UV-Vis a A = 262 nm de la déprotection catalytique
de 50 uM la sonde 2,5-OMe-PB en présence de 0 a 150 uM de H,0,, dans un tampon Tris 0.1 M + 10
UM EDTA. [H;0;] (uM) : 150 (vert), 100 (bleu), 50 (jaune), 20 (orange), 15 (rouge), 10 (marron), 5
(violet), O (noir).

En I'absence d’H,0,, la sonde 2,5-OMe-PB montre une simple décroissance asymptotique de
I’absorbance (de 0.09 a 0.07) avec le temps, caractéristique de I’hydrolyse des fonctions pinacols, puis
ensuite reste tres stable au cours du temps, signifiant une bonne stabilité chimique de la sonde une
fois diluée dans ce tampon Tris a pH 8.5. En présence de concentrations sous-stcechiométriques en
H,0,, nous observons un comportement similaire a celui que nous avions observé pour la sonde 1,4-
bis-DBN, a savoir une augmentation de I'absorbance jusqu’a une valeur maximale qui traduit la

conversion stoeechiométrique d’H,0; en 1,4-NQ, et donc loin d’une conversion totale de la sonde. En
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utilisant le méme modéle réactionnel de déprotection que celui que nous avions employé pour la
sonde 1,4-bis-DBN, nous avons cherché a reproduire par simulation les courbes expérimentales de la
Figure 3-29 et ainsi tenter d’en extraire la premiéere constante cinétique de déprotection de la sonde
par H,0; (pour cela nous avons aussi considéré une valeur de ko, = 6000 M™.s%). Nous avons ainsi pu
obtenir une valeur de kq1, 25.0meps = 8 M5, ce qui est environ 4 fois plus faible que la constante de

premiére déprotection de la sonde 1,4-bis-DBN (K41 1,4 bis-oen = 35 ML.s72).

3.2.2. Réaction d’autocatalyse avec la sonde 2,5-OMe-PB

Nous avons reproduit la méme expérience d’autocatalyse que celle que nous avions employée
pour la sonde 1,4-bis-DBN, c’est-a-dire 250 uM de NADH, 10 nM de diaphorase, 50 uM de sonde 2,5-
OMe-PB, le tout dans un tampon Tris 0.1 M (+ 10 uM EDTA) a pH 8.5. Les résultats sont présentés en

Figure 3-30.
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Figure 3-30 : Suivi cinétique par spectrophotométrie UV-Vis a 340nm de la réaction entre 50 uM de
sonde 2,5-OMe-PB et une gamme de concentration de H,0,, en présence de 10 nM DI et 250 uM NADH
dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5. [H20;] (UM) : en vert 150, en bleu 50, en jaune 15,
en orange 5, en rose 1.5, en rouge 0.5, en violet 0.15 et en noir 0 (blanc).

Les performances analytiques avec cette sonde diboronique masquant le cycleur redox
benzoquinone (Figure 3-30) sont moins bonnes qu’avec le cycleur redox 1,4-NQ (Figure 3-4). La limite
de détection est 10 fois plus élevée, et les temps de réaction sont également plus lents. Malgré un
cycleur redox 2 fois plus efficace (vis-a-vis de son auto-oxydation), la réactivité 4 fois plus lente de
déprotection de la sonde inhibe la réaction autocatalytique globale, tandis que la réponse non-
spécifique d’auto-oxydation du NADH n’est-elle pas inhibée. De plus, la production d’ion superoxyde
non-spécifique par cette auto-oxydation est accélérée par un meilleur recyclage redox dans ce cas, et
cela est défavorable pour une meilleure limite de détection. Ainsi, cela se traduit par de moins bonnes

performances analytiques de cette sonde 2,5-OMe-PB vis-a-vis de la sonde 1,4-bis-DBN.
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3.3. Exploration de la réaction de Dakin comme alternative de déprotection d’une

sonde par H20;

Une autre stratégie d’optimisation est de concevoir des sondes moléculaires avec des
groupements protecteurs plus stables et plus réactifs vis-a-vis d’H,0,. Au cours de mes travaux,
d’autres groupements protecteurs que des esters boroniques ont été explorés, et un exemple de
sonde moléculaire commerciale, le 4-OH-2,5-OMe-Ald va étre présenté. Le cycleur redox 2,5-OMe-BQ,

est ici masqué par une fonction aldéhyde sur une de ses fonctions hydroxyles :

H,0, 0,
=0 . OH o
g Il
o o Hzoz D‘H J.#'# "‘aj.x D‘m
~o ~0 ~o° -HH_T/,-
OH OH (]
4-0OH-2,5-OMe-Ald 2,5-0Me-BQ

3.3.1. Etude de la déprotection de la sonde 4-OH-2,5-OMe-Ald par H,0>

Une autre stratégie de masquage de la benzoquinone consiste a masquer I'une des fonctions
hydroxyles par une fonction aldéhyde afin de la convertir par oxydation avec H,0, en une fonction
phénol selon la réaction de Dakin®. Il s’agit cependant d’une réaction relativement lente et c’est la
raison pour laquelle, en 2018, le groupe de Yang a proposé d’améliorer sa cinétique via son couplage
a la réaction de Payne?®, et qui consiste donc selon les auteurs a activer le réactif H,O, par le
trichloroacétonitrile en conditions basiques afin de générer un intermédiaire peroxyde plus réactif.
Nous avons entrepris de tester cette approche avec la molécule commerciale 4-OH-2,5-OMe-Ald de

maniére générer I’'hydroquinone 2,5-OMe-BQH, comme indiqué Figure 3-31.

-9 OH
SN H,0, N
~o Milieu basique i ~o
OH OH

Figure 3-31 : réaction de Dakin envisagée entre la sonde 4-OH-2,5-OMe-Ald et H,0O, conduisant a la
formation du 2,5-OMe-BQH..
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Cependant, toutes nos tentatives visant a reproduire les expériences reportées dans la
référence %° se sont révélées infructueuses, la cinétique de la réaction de Dakin n’étant pas favorisée.
Nous avons donc décidé d’abandonner cette piste et d’essayer de voir, pour des conditions standards
de réaction de Dakin, si I'on peut générer en présence d’'H,0, de maniere suffisamment efficace la

molécule 2,5-OMe-BQH; a partir du composé 4-0OH-2,5-OMe-Ald.

Pour cela nous avons réalisé le suivi par spectroscopie UV-vis une solution de 50 uM de 4-OH-
2,5-OMe-Ald en fonction du temps suite a I'ajout de 2 équivalents d’H,0, dans un tampon Tris 0.1 M

a pH 8.5 (Figure 3-32A).
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Figure 3-32 : (A) Suivi spectroscopique UV-Vis en cuve de 50 uM de 4-OH-2,5-OMe-Ald en présence de
100 uM d’H,0;, dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5. Un spectre est enregistré toutes
les 5 minutes, et sont représentés les spectres a 0 (rouge), 1 (bleu), 2 (rose), 3 (marron), et 4 heures
(vert). (B) Points gris: extraction de la valeur d’absorbance a A = 361 nm (caractéristique de la
disparition de I'aldéhyde) en fonction du temps ; ligne pleine rose : régression linéaire des points
expérimentaux (Abs x-361nm = -1.416x10 * temps (en sec) + 1.004, R? = 0.994).

Des spectres enregistrés au cours du temps, nous avons pu extraire la valeur d’absorbance a A
=361 nm, caractéristique de la transformation de I'aldéhyde en 2,5-OMe-BQ (Figure 3-32B). A partir
du coefficient d’extinction molaire déterminé expérimentalement (e = 20439 M.cm™) et de la pente
de la régression linéaire, nous avons pu en déduire une constante cinétique de kqaw =0.14 M1.s1, Nous
avons donc ici affaire a une cinétique de déprotection par H,0, qui est bien plus lente que celle de son
homologue diester boronique. Bien que ce ne soit pas favorable pour I'autocatalyse, la sonde étant
trés stable, nous avons cherché a voir si elle pouvait conduire a une réactivité autocatalytique

exploitable.

3.3.2. Réaction d’autocatalyse avec la sonde 4-OH-2,5-OMe-Ald

Nous avons également reproduit la méme expérience d’autocatalyse que celle que nous avions
conduite pour la sonde 2,5-OMe-PB, c’est-a-dire 250 uM de NADH, 10 nM de diaphorase, 50 uM de
sonde 4-OH-2,5-OMe-Ald, dans un tampon Tris 0.1 M (+ 10 uM EDTA) a pH 8.5. Les résultats sont

présentés en Figure 3-33. |l est important de noter que pour le suivi cinétique de cette sonde, la valeur
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de I'absorbance a 340 nm résulte de la somme de la DO de I'aldéhyde avec celle du NADH, et ainsi
nous observons une DO plus élevée a environ 1.2 au lieu de 0.8 (les 0.4 de différence étant la

contribution de I'absorbance du 4-OH-2,5-OMe-Ald a cette longueur d’onde).
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Figure 3-33 : Suivi cinétique par spectrophotométrie UV-Vis a 340nm de la réaction entre 50 uM de 4-
OH-2,5-OMe-Ald et une gamme de concentration de H,0,, en présence de 10 nM DI et 250 uM NADH
dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5. [H;0;] (uM) : en vert 150, en bleu 50, en jaune 15,
en orange 5, en rose 1.5, en rouge 0.5, en violet 0.15 et en noir 0 (blanc).

Les performances analytiques avec cette sonde 4-OH-2,5-OMe-Ald (Figure 3-33) sont encore
moins bonnes que pour son analogue diboronique 2,5-OMe-PB (Figure 3-30), avec une limite de
détection 10 fois plus élevée et des temps de réponse plus lents (jusqu’a 10 heures pour la réponse
non-spécifique). Ces mauvaises performances analytiques avec la 4-OH-2,5-OMe-Ald résultent de la
plus faible réactivité de déprotection par rapport a la sonde 2,5-OMe-PB (0.14 contre 8 M1.s?, soit 57
fois moins efficace). Cependant, malgré cette faible réactivité, nous arrivons a obtenir des sigmoides
caractéristiques d’une réaction autocatalytique. Cette expérience souligne donc la force
d’amplification de notre systeme. Malgré une tres faible réactivité de la boucle catalytique 1,
I’association avec une boucle catalytique 2 efficace donne lieu a une consommation totale du NADH.
Cela montre également la nécessité de concevoir des sondes stables mais également réactives vis-a-

vis d’H,0; pour atteindre de bonnes performances analytiques.
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4. Conclusion générale sur les réactions autocatalytiques impliquant des

sondes doublement masquées

Dans ce chapitre, une nouvelle stratégie de masquage de la naphthoquinone par deux groupes
pinacols esters boroniques positionnés sur les groupes hydroxyles, la 1,4-bis-DBN, a été démontrée
comme un excellent design de sonde pour notre réaction autocatalytique. Cette sonde,
intrinsequement stable qui ne conduit pas a I'apparition de la naphthoquinone par auto-oxydation,
nous a dans un premier temps permis d’atteindre une limite de détection de 0.15 uM en H,0; en
environ 6 heures, limite semblable a son analogue monoboronique instable qui lui réagissait en une
dizaine minute. Nous avons cherché a comprendre I'origine de cette lenteur et la raison de cette méme
limite de détection malgré une meilleure stabilité de la sonde. Pour cela, un mécanisme moléculaire
complexe a di étre élucidé, et notamment la nécessité de décrire la réaction d’auto-oxydation par ses
étapes radicalaires redox a 1 électron a été prouvée. Grace a cette description détaillée de la cinétique
de notre systeme autocatalytique, nous avons pu simuler numériquement avec une excellente
précision nos résultats expérimentaux. Ce modéle en main, nous avons pu comprendre l'origine de
cette lenteur, due a la stabilisation de I'intermédiaire monoboronique dans des conditions réductrices
(i.e. en présence du couple réducteur DI/NADH). L’instabilité du NADH par son auto-oxydation a 1
électron en présence d’0O; a été montrée comme responsable avec cette nouvelle sonde de la réponse
non-spécifique de notre systeme, traduisant ainsi le non gain en performance analytique. Cependant,
ce modeéle en main, nous avons pu chercher des clés d’optimisation pour atteindre une meilleure limite
de détection, notamment en jouant sur les différences de sensibilité des réponses spécifiques et non-
spécifiques de la réaction autocatalytique. En augmentant le pH d’une unité seulement, nous avons pu
atteindre une limite de détection de 50 nM en seulement quelques dizaines de minutes. Cette étude
a également mis en avant I'activité NADH oxydase de la diaphorase, dont la concentration joue sur la
réponse non-spécifique de notre systéeme. Enfin, une autre piste d’optimisation a été de trouver
d’autres cycleurs redox ou stratégie de masquage de ceux-ci, mais comme montré avec la 2,5-OMe-

BQ et sa protection par un aldéhyde, trouver un design plus efficace est une tache complexe.

Le mécanisme de la réaction autocatalytique par la 1,4-bis-DBN et le réducteur DI/NADH a
maintenant été appréhendé en détails par suivi spectrophotométrique. Cependant, son suivi par voie
électrochimique est également une alternative intéressante car elle peut conduire a un dispositif de
détection d’H,0, simple, peu colteux, et facile a intégrer dans un systeme miniaturisé. Cette approche
originale de suivi électrochimique de la réaction autocatalytique sera présentée dans le chapitre

suivant, sous plusieurs approches, et I'impact de ce nouveau mode de lecture sera discuté.
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Suivi électrochimique du signal de la réaction autocatalytique homogeéne avec une réduction enzymatique

Chapitre 4 : SuIVI ELECTROCHIMIQUE DU SIGNAL DE LA
REACTION AUTOCATALYTIQUE HOMOGENE AVEC UNE
REDUCTION ENZYMATIQUE
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S'il est possible de suivre la réaction autocatalytique par spectrophotométrie UV-Visible en
suivant la consommation exponentielle du réducteur au cours du temps, venir suivre I'évolution de la
réaction par des méthodes électrochimiques, notamment ampérométriques, peut étre une alternative
intéressante. D’une part, ces méthodes sont souvent employées pour des applications type capteur de
par leur faible co(t, leur rapidité et leur simplicité d’utilisation?3. D’autre part, suivre la réaction d’un
point de vue électrochimique peut permettre de suivre d’autres espéces impliquées dans la réaction
autocatalytique afin d’avoir une vision complémentaire au suivi par spectrophotométrie UV-Vis. Au
cours de la thése de Justine Pallu, une premiére approche de suivi indirect par voltamétrie cyclique de
la réaction autocatalytique avait été démontré pour la sonde a bras espaceur auto-immolant 4-sis-
DBN en présence du couple réducteur enzymatique DI/NADH?®. La réaction autocatalytique avait été
réalisée séparément et un volume de quelques microlitres du mélange réactionnel avait été prélevé
périodiquement et déposé sur une électrode sérigraphiée afin de déterminer par voltamétrie cyclique
le contenu de la goutte via la mesure du courant de réduction catalytique d’O; (icat) en fonction du
temps (Figure 4-1A). Grace a cette approche, il avait été possible de tracer des cinétiques sigmoidales
similaires a celles observées par spectrophotométrie UV-Vis (Figure 4-1B, obtenues ici pour 15 et 0 uM

d’H,0,).
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Figure 4-1 : (A) Suivi indirect de la réaction autocatalytique par voltamétrie cyclique (50 mV.s?) sur une
électrode sérigraphiée en présence de 50 uM de sonde 4-sis-DBN, 15 uM d’H,0,, 10 nM de DIl et 250
UM de NADH dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5. (B) Tracé du suivi cinétique de
I"autocatalyse en reportant I'intensité de plateau ic.t relevé en A en fonction du temps pour 15 (points
bleus) et 0 (étoiles rouges) uM d’H,0; initial. Extrait de la référence*.

Cependant, ce type de suivi indirect par échantillonnage est laborieux a mettre en ceuvre et il
ne permet pas un suivi en temps réel de I'information. Dans ce chapitre, nous avons cherché a réaliser
un suivi continu de la réaction autocatalytique par voie électrochimique. Nous allons voir que plusieurs

approches sont possibles, notamment par chronoampéromeétrie selon deux modes de lecture :
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(i) Un mode chronoampérométrique pour lequel le potentiel appliqué (Eapp) est tel que

o' . . .
Eapp <EQ/0H2 . Dans ce cas, c’est I'accumulation de la forme Q que I'on suivra en solution

via sa réduction a I'électrode en QH,, mais qui en présence d’O; en solution conduira a la
mesure d’un courant de réduction catalytique d’O,. Le suivi de la quantité de Q sera donc
de nature indirecte.

.. ; rae 0' )
(ii) Un mode chronoampérométrique pour lequel Eapp>EQ/QH2. Dans ce cas, c'est

I"accumulation de la forme QH; en solution qui sera suivie a I’électrode via son oxydation.
Cependant en raison de la présence du couple réducteur DI/NADH, ce courant d’oxydation
de QH; sera lui aussi de nature catalytique. Le suivi de la quantité de QH: se fera donc
également de maniére indirecte via son réle de médiateur redox pour la catalyse

d’oxydation enzymatique du NADH en NAD*.

Le potentiel standard apparent de la 1,4-NQ a pH 8.5 peut étre facilement déterminé

expérimentalement par voltamétrie cyclique en I'absence d’0O, comme le montre la Figure 4-2. On

obtient ainsi a partir de la moyenne du pic cathodique et anodique une valeur de EOQ'/QHZ =-0.28 V/ECS.
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Figure 4-2 : Voltamétrie cyclique sur une électrode de carbone vitreux a 0.01 V.s™* de 20 (en rouge) ou
0 uM de 1,4-naphthoquinone dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5 sous argon.

Indépendamment d’'une mesure ampérométrique, nous verrons également qu’il est possible

de suivre I'autocatalyse via une mesure potentiométrique, un mode de lecture non invasif.

Dans le début de ce chapitre 4, les chronoampérométries seront réalisées dans une cellule

électrochimique classique a 4 entrées (voir Figure 4-3), nécessitant de travailler dans quelques
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millilitres. L’électrode de référence est une électrode au calomel saturé, séparée de la solution
électrolytique par un pont salin contenant le méme électrolyte, tandis que la contre-électrode est un

fil de platine plongeant directement dans la solution.

Figure 4-3 : Cellule électrochimique a 4 entrées

1. Suivi chronoampérométrique de la réaction autocatalytique via la
réduction électrochimique de [‘oxygéne médiée par la 1,4-

naphthoquinone
Comme représenté sur le schéma ci-apres, en présence d’O; et d’un potentiel constant
appliqué a I'électrode tel que Eapp <Eg/QHz , la 1,4-NQ joue un role de catalyseur dans la réduction

électrochimique d’0; en H,0,. Cette catalyse se manifeste par I'apparition d’un courant de catalyse
aux potentiels de réduction de la 1,4-NQ en 1,4-NQH,, et ce courant catalytique peut donc étre exploité
pour indirectement suivre en continu I'augmentation exponentielle de la concentration en quinone
produite en solution au cours d’une réaction autocatalytique. Cela doit donc se traduire par une

évolution exponentielle de I'intensité du courant mesuré au cours du temps.

H,0, O,

NQH, NQ
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Pour pouvoir démontrer cela, nous avons dans un premier temps réalisé, dans des conditions
hydrodynamiques (sur électrode tournante), une chronoampérométrie a un potentiel controlé de
Eapp=-0.3 V (donc inférieure au Eg/QHz de -0.28 V/ECS) dans un tampon Tris de pH 8.5 dans lequel nous
avons injecté des ajouts croissants de 1,4-NQ. Comme le montre la Figure 4-4, on observe une densité
de courant de réduction (courant stationnaire) qui augmente (par saut) proportionnellement a la
concentration en 1,4-NQ ajoutée. Nous avons choisi de travailler sur électrode tournante afin d’avoir

un courant stationnaire qui ne dépend pas de I'épuisement en O, dans la couche de réaction-diffusion.

En effet, I'électrode ne doit étre qu’un moyen de lecture de ce qui se déroule au cceur de la solution.
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Figure 4-4 : Chronoampérogramme a Eapp = -0.3V/ECS sur électrode tournante en carbone vitreux (RDE
GC a w = 1500 RPM) de différents ajouts dosés de 1,4-NQ (la concentration en médiateur est indiquée
au-dessus de chaque courant de plateau catalytique). Electrolyte Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5, non
désaéré. Les ajouts sont effectués aprés stabilisation du courant a environ 9 minutes.

Les valeurs absolues des densités de courant stationnaire pour chaque concentration en 1,4-
NQ (5, 10, 20, 30, 40, 50, 100 et 200 uM) sont relevées et, aprés soustraction du courant résiduel
enregistré en I'absence de 1,4-NQ, sont reportées Figure 4-5 (étoile rouge). La régression linéaire

obtenue atteste que la densité de courant évolue linéairement avec la concentration en 1,4-NQ.

137



Suivi électrochimique du signal de la réaction autocatalytique homogeéne avec une réduction enzymatique

2,04
1,5 - 7 ’ % Expérimental
_ 1 L7 - - - - Régression linéaire de *
NE - - y = 0,00857*[1,4-NQJ+0,05234
£ ] |1 R?=0,996
3 1,04 2 = Levich
2 ] > " Simulation -0.3 V avec auto-oxydation
_I; e ® Simulation -0.5 V sans auto-oxydation
Pl ’ ® Simulation -0.5 V avec auto-oxydation
0,5- : ;
‘/
1 ¥
QO-‘? ——————— 7T
0 50 100 150 200

[1,4-NQ] (uM)

Figure 4-5 : Densité de courant de plateau (LA/mm?2) en fonction de la concentration en 1,4-NQ, (uM)
extrait de la Figure 4-4 (étoile rouge). En pointillés rouges, la régression linéaire obtenue avec pour
équation y = 0.00857*x + 0.05234, R? = 0.996. En carré rose les densités de courant obtenues par
I’équation de Levich. En rond les densités obtenues par simulation sur DigiElch : -0.3 V avec auto-
oxydation (cyan), -0.5 V sans auto-oxydation (bleu foncé), et -0.5 V avec auto-oxydation (bleu).

Il est intéressant de comparer ces résultats avec les densités de courant attendues lors d’une
simple réduction de la 1,4-NQ en I'absence d’O,. Cela peut étre calculé grace a I'équation de Levich ci

aprés® (donnée ici pour T = 25°C) :

2 1 -1

|, =anFAD*@?v ¢ [NQ],
avec:

e o =0.620, un terme du profil de vitesse prés de la surface de I'électrode a 25°C en rad
e n=2,lenombre délectrons échangés

e F=96500 C.mol?, la constante de Faraday

e A =0.07 cm? lasurface de I'électrode

e D =5x10%cm?s?, le coefficient de diffusion de la 1,4-NQ ©

e w=157.1rad.s?, lavitesse de rotation de I'électrode

e v=0.01cm?2s? laviscosité cinématique de I'eau a 25°C

e [NQJq, la concentration de 1,4-NQ en mol.cm™

Les densités de courant théoriques calculées a partir de I’équation de Levich s’averent étre
légerement plus élevées que celles déterminées expérimentalement. Cela indique tout d’abord que le

gain de courant lié a la catalyse de réduction d’O; par la 1,4-NQH; est faible. Ensuite, I'’équation de
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Levich ne s’applique que pour un potentiel ou la cinétique de transfert électronique hétérogene est
négligeable devant le transport de masse par diffusion-convection de la quinone. Or, a Eapp = -0.3
V/ECS, le transfert électronique hétérogéne est encore limitant car le potentiel appliqué est proche du

potentiel standard apparent de la 1,4-NQ (E®=-0.28 V/ECS).

Afin d’essayer de mieux rendre compte des densités de courant mesurées, plusieurs
simulations numeériques prenant en compte le transport de masse dans des conditions
hydrodynamiques (électrode tournante), la catalyse de réduction d’O, par la quinone, ainsi que les
cinétiques de transfert électronique hétérogene (via les équations de Butler-Volmer) ont été réalisées

avec I'aide du logiciel DigiElch. Pour cela nous avons considéré le schéma réactionnel simplifié suivant :
k
— S
Q+2e =0,

QH, +0,——>Q+H,0,

avec E¥ =-0.28 V/ECS, a = 0.5 (coefficient de transfert), ks = 0.1 cm.s™* (constante cinétique de transfert
électronique hétérogeéne), ks = 3300 M1.s? (ki = 0 M1.s en I'absence d’0,, cf. Figure 4-5 points bleu

foncé).

Les simulations de chronoampérométrie ont donc été réalisées pour trois cas différents : (i) a
-0.3 V en présence d’'O; (c'est-a-dire des conditions identiques a I’expérience, prenant donc en compte
la contribution catalytique liée a la réaction d’auto-oxydation de I’hydroquinone) ; (ii) a -0.5 V avec la
réaction d’auto-oxydation désactivée (soit ki = 0 M™.s}, ce qui correspond & des conditions ol le
courant est intégralement contrdlé par le transport en solution, ce qui doit permettre de retrouver
I’équation de Levich) ; (iii) a -0.5 V avec la réaction d’auto-oxydation activée (ce qui permet d’évaluer
la contribution de la catalyse dans des conditions ou la cinétique de transfert électronique n’interfére
pas). Dans le premier cas a -0.3 V/ECS (rond bleu clair), les simulations donnent des intensités de
courant légérement inférieures a celles obtenues expérimentalement, les points s’écartant de plus en
plus avec l'augmentation de la concentration en catalyseur. Cependant c’est une représentation
simplifiée de I'auto-oxydation, et [lallure reste satisfaisante pour confirmer les résultats
expérimentaux. Dans les deux autres cas a -0.5 V/ECS, les données déterminées par simulation sont
proches de celles calculées a partir de I’équation de Levich. Quand I'auto-oxydation est activée (rond
bleu), les densités de courant sont légérement plus importantes que lorsqu’elle est désactivée (rond
bleu foncé). Ce qu’il est important de retenir ici est que la contribution de la catalyse au courant
stationnaire global est faible, voire négligeable au regard du courant de réduction de la 1,4-NQ. Ce
résultat est la conséquence d’une cinétique d’auto-oxydation de I’hydroquinone beaucoup trop lente,

ce qui fait que la majeure partie de la 1,4-NQH, produite a I'électrode quitte la couche
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hydrodynamique de diffusion avant d’avoir eu le temps de réagir avec O,. Ainsi, le courant que nous
observons est principalement d( a la réduction de la 1,4-NQ en 1,4-NQH,. Au final, cette méthode
ampérométrique permet de suivre de facon analytique et en temps réel la concentration de Q en
solution, ce qui est tout a fait opportun pour pouvoir suivre en temps réel I'évolution de la
concentration en Q au cours de la réaction autocatalytique, tout comme d’ailleurs au cours de la

réaction de déprotection par H,0, de la sonde comme nous allons maintenant le voir.

1.1. Suivi électrochimique en réduction de la déprotection oxydative de la sonde 1,4-

bis-DBN en présence de H,0;

La sonde diprotégée 1,4-bis-DBN ne présente pas d’activité électrochimique dans nos
conditions, il est donc possible de suivre sa cinétique de déprotection oxydative par H,O, via une

mesure ampérométrique a -0.3 V, tel que schématisé ci-dessous.

omogéne ocalement a 'électrode
H g Local ta Pélectrod

/ ‘/‘HZOZ 02\ / H,0, 0, \

0.0 oH

o] o]

y:
Q0 —= 0 0 J0

/B\-_
o 0 OH

%
\_ RN /

La Figure 4-6A présente les résultats du suivi ampérométrique de la cinétique d’apparition de

o OH

la 1,4-NQH; au cours de la déprotection par H,0, de la sonde diboronique. Chacune des deux
concentrations en H,0, testées (150 et 15 uM) donnent lieu a I'apparition croissante d’un courant
cathodique qui se stabilise aprés un certain temps. Une fois normalisés (Figure 4-6B) ces suivis
cinétiques par chronoampérométrie (traits pleins) s’averent tres proches des cinétiques
précédemment obtenues par suivi UV-Vis (traits pointillés). Cela démontre que le mode de lecture
ampérométrique est tout a fait approprié pour suivre en temps réel la cinétique de déprotection par
H.O, de la sonde 1,4-bis-DBN, ce qui laisse également supposer que cette approche doit étre

extrapolable au suivi cinétique de la réaction autocatalytique.
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Figure 4-6 : (A) Chronoampérogrammes a E.pp, = -0.3V/ECS sur électrode tournante en carbone vitreux
(RDE GC a w = 1500 RPM) de 50 uM 1,4-bis-DBN avec deux concentrations initiales de H,0,. Electrolyte
Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5, non désaéré. (B) Données A normalisées (traits pleins), et
normalisation du suivi de la méme réaction dans les mémes conditions par spectrophotométrie UV-
Vis (traits pointillés).

1.2. Suivi électrochimique en réduction du recyclage redox de la 1,4-naphthoquinone

en présence du couple DI/NADH
Le cyclage redox du médiateur peut également étre suivi par voie ampérométrique sur
électrode tournante comme représenté sur le schéma ci-dessous. De méme que pour la déprotection
oxydative de la sonde, la convection forcée due a la rotation de I'électrode permet de sonder

localement a I'électrode ce qui se passe en phase homogene.

Homogéne Localement a 'électrode
H,O
/ H,0, 0, \ / g ©
OH 0
N
H\ ﬁj\ ,|] ........
OH Lr

\NADH NAD*

Un exemple de suivi cinétique du cyclage de 10 uM de 1,4-NQ en présence du couple réducteur

DI/NADH et d’oxygéne dissous est présenté Figure 4-7.
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Figure 4-7 : Chronoampérogramme a E,pp = -0.3 V/ECS sur électrode tournante en carbone vitreux (RDE
GC a w = 1500 RPM) de 10 uM 1,4-NQ, 250 uM NADH et 10 nM DI. Electrolyte : Tris 0.1 M + 10 uM
EDTA pH 8.5, non désaéré.

La forme du chronoampérogramme présente trois phases distinctes. Dans les premiéres
secondes de polarisation de I’électrode, le courant (de nature essentiellement capacitive) décroit tres
rapidement pour se stabiliser vers une intensité constante proche de zéro, puis aprés une quarantaine
de minutes le courant se met a croitre brutalement jusqu’a atteindre une valeur maximale d’environ -
0.09 pA/mm?, pour ensuite décroitre a nouveau mais lentement et presque linéairement avec le
temps. Le faible courant de réduction que I'on mesure au cours de la phase stationnaire de ~40 min
s’explique par le fait que la quinone se retrouve en solution majoritairement dans son état réduit sous
I’action réductrice de I'enzyme ainsi que du large excés de NADH. Ce n’est donc que lorsque le réservoir
de NADH est épuisé que la 1,4-NQH; peut alors s’auto-oxyder en 1,4-NQ, ce qui conduit a
|"augmentation soudaine du courant de réduction de la 1,4-NQ. Si on ajoute alors du NADH a la solution
(Figure 4-8), la 1,4-NQ est a nouveau rapidement reconvertie en 1,4-NQH,, ce qui conduit a faire re-
décroitre le courant de réduction vers une valeur proche de zéro. Il est intéressant de faire remarquer
gue ce courant stationnaire proche de zéro qui démontre que la quinone se retrouve majoritairement
dans son état réduit est en bon accord avec la cinétique d’ordre zéro que nous avions observé lors du
suivi du NADH par spectroscopie UV-Vis dans des conditions similaires, ce qui d’ailleurs nous avait
permis de conclure que la forme 1,4-NQH; était majoritairement accumulée en solution en raison

d’une cinétique de réduction non cinétiquement déterminante.
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Figure 4-8 : Chronoampérogramme a E = -0.3V/ECS sur électrode tournante en carbone vitreux (RDE
GC a w = 1500 RPM) de 10 uM 1,4-NQ, 250 uM NADH et 10 nM DI. Electrolyte : Tris 0.1 M + 10 uM
EDTA pH 8.5, non désaéré. A 80 min, 142 uM de NADH sont ajoutées dans la solution.

Cependant, le temps observé ici pour que le NADH soit totalement consommé est bien plus
long que celui que nous avions déterminé par spectroscopie UV-Vis. L'expérience a donc été
renouvelée plusieurs fois et les résultats se sont révélés étre trés variables d’une expérience a I'autre
comme le montre la Figure 4-9 ainsi que les différents temps de pics (tpic, temps auquel le courant

apparait soudainement apres épuisement du NADH) obtenus et rassemblés dans le tableau ci-dessous

Expérience n° 1 2 3 4 5 6 Moyenne

tpic (min) 47 7 6 65 71 8 34 £31

Il ressort de ces données que le temps d’apparition du courant de réduction peut se diviser
en deux familles : une premiere famille d’expériences qui présente des temps de réponse trés courts
autour de 7 + 1 min (donc assez proche des temps mesurés par spectroscopie UV-vis au chapitre 3
pour avoir la disparition complete du NADH) et, de maniere plus surprenante, une seconde famille
présentant des temps de réponse beaucoup plus longs, proche de I’heure (61 £ 12 min). Sur la Figure
4-9, il est également intéressant de noter que les expériences conduisant a un temps de réponse longs
semblent étre corrélées a un courant stationnaire qui ne tend pas vers zéro apres les premiéres
minutes d’application du potentiel (courbes en bleu de la Figure 4-9), alors que expériences qui
présentent des temps de réponse plus courts (courbes en vert) indiquent toutes un courant

stationnaire beaucoup plus proche de zéro.
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Figure 4-9 : Chronoampérogrammes a E,pp, = -0.3V/ECS sur électrode tournante en carbone vitreux
(RDE GC a w = 1500 RPM) de 10 uM 1,4-NQ, 250 uM NADH et 10 nM DI. Electrolyte : Tris 0.1 M + 10
UM EDTA pH 8.5, non désaéré. En vert les expériences 2,3, 6 et en bleu les expériences 1,4 et 5.

Ces résultats semblent étre la conséquence des deux régimes de catalyse que nous avons
identifié au chapitre 3 lors de I'analyse du cyclage redox par spectroscopie UV-vis (Figure 3-16), et pour
lesquels il est possible de basculer de I'un a I'autre a partir d’'un seuil de concentration relativement
étroit. En effet, selon que I'on se trouve dans un régime ou l'autre, le temps nécessaire a la
consommation totale du NADH peut différer considérablement. La simulation des cinétiques de
recyclage redox (Figure 3-17) avaient montré que les constantes krq et ks étaient clés dans
I’établissement de la concentration seuil en 1,4-NQ, mais aussi pour déterminer la vitesse de chacun
des deux régimes cinétiques. Il est donc probable que le probléme de reproductibilité que nous
observons ici soit le reflet de ce basculement entre chacun des deux régimes cinétiques, et qui est donc

tres sensible a une fluctuation de la concentration initiale en quinone.

Enfin, il estintéressant de noter qu’aprés I'apparition soudaine du courant (c’est-a-dire lorsque
tout le NADH est consommeé) le courant ne se stabilise pas mais diminue systématiquement de maniére
lente et continue pour I'ensemble des expériences. Cette diminution peut s’expliquer par la
dégradation lente de la NQ en présence d’'H,0,, comme cela a été montré par Justine Pallu au cours

de sa these®.

Une autre observation présentée Figure 4-10 est que I'allure des chronoampérogrammes varie
énormément avec la quantité initiale de 1,4-NQ. En effet, lorsque I'on fait passer la concentration
initiale en 1,4-NQ de 10 a 15 uM, la phase de latence pendant laquelle le courant stationnaire reste

proche de zéro n’apparait plus. A la place, on observe une phase de décroissance plus lente du courant
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qui au bout d’une minute finit par se stabiliser 3 une valeur de -0.1 pA/mm?, caractéristique de la
réduction des 15 uM de 1,4-NQ. Ces observations reproductibles montrent qu’a partir d’'une
concentration > 15 uM en 1,4-NQ, il n’est plus possible d’accumuler la quinone majoritairement sous
sa forme réduite, une part importante restant donc sous la forme oxydée avec pour conséquence de

produire un courant de réduction qui devient trés vite dominant.
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Figure 4-10 : Chronoampérogrammes a Eap, = -0.3V/ECS sur électrode tournante en carbone vitreux
(RDE GC a w = 1500 RPM) de 15uM (ligne pleine) ou 10 uM 1,4-NQ (en pointillés), 250 uM NADH et 10
nM DI. Electrolyte : Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5, non désaéré.

Pour pouvoir confirmer cette analyse, les variations des concentrations des espéces au cours
du cyclage redox ont été simulées numériquement (avec I'aide du logiciel COPASI) en prenant en
compte le mécanisme réactionnel ainsi que les constantes cinétiques décrits au chapitre 3 (Figure 3-11
et Tableau 3-1). Les simulations obtenues pour chacune des concentrations de 10 et 15 uM en 1,4-NQ,

sont présentées Figure 4-11.

15 pm
A 10 10 um 250 B B 250
J
y
s . L 200 | 200
2 . s .
= 6 D 150 = 32 \ 150 =
; ~ = —, \ =
g N e z 8 \ S
5 T g y T
o E g v g
4 . Lioo = = 6] ' Lo =
g g \
= \ = (=4 =
\
24 - 50 50
0 T T T T T 0 T 0
0 2 4 6 8 10 12 3 4
t(min) t (min)

Figure 4-11 : Simulation numérique sur le logiciel COPASI de I'évolution des concentrations en : (axe
de gauche) 1,4-NQ (bleu), en 1,4-NQH, (rouge) et (axe de droite) NADH (pointillés verts) en fonction
du temps. (A) [1,4-NQ]Jo = 10 uM, (B) [1,4-NQ]o = 15 pM.
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Lorsque la concentration initiale du catalyseur est de 10 uM, la simulation (Figure 4-11A)
montre que tant qu’il y a du NADH en solution, le catalyseur s’accumule majoritairement sous sa forme
réduite 1,4-NQH, (en bleu). Cela signifie que la vitesse globale de cyclage redox est gouvernée par la
cinétique d’oxydation de la 1,4-NQH; par O; car celle-ci est plus lente que la vitesse de réduction de la
1,4-NQ par I'enzyme. Lorsque presque tout le NADH est consommé (au bout d’environ 10 min), la
forme 1,4-NQH, s’auto-oxyde alors rapidement en 1,4-NQ. La simulation montre que la consommation

de NADH suit une décroissance linéaire avec le temps au cours de la majeure partie du cyclage redox.

Dans le cas ou la concentration initiale de catalyseur est de 15 uM, la simulation (Figure 4-11B)
montre un comportement différent. Bien que la 1,4-NQ (en rouge) soit réduite en 1,4-NQH> au cours
des premieres minutes, la forme oxydée reste majoritaire en solution. Cela signifie que la vitesse de
réduction enzymatique n’est plus aussi rapide devant la vitesse d’auto-oxydation que précédemment.
Cette différence marquée que I'on observe en passant de 10 a 15 uM en quinone pointe la complexité
de la réactivité du cyclage redox qui peut basculer rapidement d’un régime cinétique a un autre avec
la concentration en catalyseur. C'est un aspect important a retenir pour la suite du travail, car dans
des conditions d’autocatalyse la concentration en quinone s’accumule de maniere exponentielle avec
le temps, et nous verrons que le passage d’un régime a 'autre se produit environ au méme moment

gue la consommation totale du NADH.

1.3. Suivi électrochimique en réduction de la réaction autocatalytique

Avant d’entreprendre le suivi électrochimique, nous avons commencé par reproduire les
expériences d’autocatalyse dites standards, c’est-a-dire sur microplaque avec suivi par
spectrophotométrie UV-Vis, afin de vérifier la reproductibilité de notre systeme ainsi que le niveau de
qualité de I'ensemble des réactifs. Pour rappel, les conditions standards sont les suivantes : dans un
tampon Tris 0.1 M a pH 8.5 non désaéré avec 10 uM d’EDTA sont mélangés 50 UM de sonde 1,4-bis-
DBN, 10 nM de DI, 250 uM de NADH, et des concentrations variables en H,0; (entre 5 et 150 uM) plus

un contréle a blanc pour évaluer la réponse non-spécifique du systéeme.

Les résultats obtenus sont regroupés Figure 4-12. On peut noter que les cinétiques
d’autocatalyse sont systématiquement plus rapides que celles qui ont été reportées au chapitre
précédent. Nous pensons que cela est lié au fait que les expériences ont été réalisées avec plusieurs
mois d’intervalles et, qu’entre temps, nous avons été amené a renouveler le stock de diaphorase et
dont la qualité peut différer significativement d’un lot a I'autre. Nous en avons conclu qu’il était donc
important de reproduire périodiquement les expériences d’autocatalyse dites standards afin de pour
pouvoir les utiliser comme référence pour nos études comparatives de suivi électrochimique dans des

conditions similaires.
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Figure 4-12 : Suivi cinétique par spectrophotométrie UV-Vis a 340 nm de la réaction entre la sonde 1.4-
bis-DBN et une gamme de concentration de H,0,, en présence de 10 nM DI et 250 uM NADH dans un
tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5. [H,0;] (uM) : en vert 150, en bleu 50, en jaune 15, en orange
5, enrose 1.5, en rouge 0.5, en violet 0.15 et en noir 0 (blanc).

Les suivis ampérométriques a -0.3 V de la réaction autocatalytique ont été réalisés avec la
méme cellule que celle employée pour le suivi électrochimique du cyclage redox. Le principe de ce

suivi ampérométrique est rappelé ci-dessous.

Homogeéne Localement a l'électrode
4 YA
0.g-© 5 OH ?\ 0 OH
OO0 == 0 ) 0 QO
o %o OH o]/ ] OH
\ NADH NAD"/ \ ﬁ /

Les cinétiques ampérométriques obtenues pour différentes concentrations en H,0, sont

regroupées Figure 4-13A.
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Figure 4-13 : (A) Chronoampérogrammes a Eapp = -0.3V/ECS sur électrode tournante en carbone vitreux
(RDE GCa w =1500 RPM) de 50 uM 1,4-bis-DBN, 250 uM NADH, 10 nM DI et différentes concentrations
en H,0,. Electrolyte 7 mL Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5, non désaéré. (B) En rouge, courbe de
calibration des temps de pics (temps auquel un courant cathodique apparait soudainement) en
fonction de la concentration en H,0; initial. En bleu courbe de calibration des ti/, en fonction de la
concentration en H,0; initiale extrait de la Figure 4-12.

A travers la mesure du courant stationnaire proche de zéro, les courbes cinétiques montrent
une phase de latence d’autant plus longue que la concentration en H,0; est faible. Puis, a I'issue de
cette latence, on observe comme attendu I'apparition soudaine d’un courant de réduction avec une
intensité qui augmente jusqu’a des valeurs maximales comprises entre -0.15 et -0.3 pA/mm?, pour
ensuite décroitre lentement. Cette apparition soudaine du courant indique que tout le NADH en
solution a été consommé par la réaction autocatalytique et que la 1,4-NQH; produite a partir de la
sonde peut alors s’auto-oxyder. Curieusement, I'intensité n’atteint pas la valeur de courant que I'on
mesure lorsque I'on ajoute simplement 50 uM de 1,4-NQ en présence d’oxygéne dans un méme
tampon. On pourrait en effet s’attendre a retrouver une intensité équivalente a celle de 50 uM en 1,4-
NQ si on considere que les 50 UM de sonde 1,4-bis-DBN peuvent étre intégralement déprotégés a
I'issue de la réaction (les pertes par protodéboronation de la sonde et méme de dégradation de la
guinone peuvent étre considérées comme négligeables). Il semblerait donc que la conversion de la
sonde en 1,4-NQH; s’effectue avec un faible rendement pour des raisons non-élucidées. Apres avoir
atteint un maximum, le courant de réduction décroit comme observé lors de I’étude du cyclage redox.
Nous pouvons donc, comme précédemment, |'attribuer a la dégradation de la quinone en présence

d’H,0..

Si on compare les temps de réponse a ceux obtenus précédemment par spectrophotométrie
UV-Vis, le systéme est ici plus lent. En effet, le temps de réponse moyen pour 5 uM d’H,0, est d’environ
93 min avec lecture électrochimique contre 40 min avec lecture spectrophotométrique. Ainsi, le fait

de procéder a une mesure électrochimique semble inhiber la réaction autocatalytique. De plus la
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reproductibilité des expériences s’avere moins bonne que par lecture spectrophotométrique (pour

laquelle les cinétiques sont mesurées en triplicatas avec des temps de réponse souvent trés proches).

Le controle a blanc, c’est-a-dire en absence d’H,0,, se comporte également différemment
dans ces conditions électrochimiques. En effet, il apparait beaucoup plus t6t que sur microplaques
(160 min vs. 280 min). Cela peut s’expliquer par une contribution de la réduction directe d’O, en H,0,
a I'électrode, qui potentiellement représente une source non négligeable dans la réponse non-
spécifique, et ce malgré un ratio surface d’électrode/volume de solution faible. Il ressort donc qu’avec
une mesure électrochimique, on obtient une courbe de calibration en H,0, fortement limitée en limite
de détection par la réponse non-spécifique, avec également une sensibilité de détection moins bonne
comme en atteste la comparaison des courbes de calibration de la Figure 4-13B. En conclusion, les
performances analytiques avec ce mode de lecture électrochimique sont beaucoup moins bonnes

gu’avec un mode de lecture spectrophotométrique.

Pour tenter de comprendre I'origine de cette différence de performance analytique, nous
avons étudié l'influence de I'agitation induite par la rotation de I'électrode sur la cinétique
d’autocatalyse. En effet, il est reporté dans la littérature qu’une convection forcée peut ralentir la
vitesse d’une réaction autocatalytique’. Nous avons donc réalisé la méme expérience a une vitesse de
rotation de I'électrode tournante plus élevée (3000 au lieu de 1500 RPM). Les résultats rassemblés

Figure 4-14 indiquent I'absence d’une influence significative de la vitesse de rotation sur les temps de

réponse.
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Figure 4-14 : Chronoampérogrammes a E,pp = -0.3 V/ECS sur électrode tournante en carbone vitreux
de 50 uM 1,4-bis-DBN, 250 uM NADH, 10 nM DI et 15uM H202. Electrolyte : 7 mL Tris 0.1 M + 10 uM
EDTA pH 8.5, non désaéré. En jaune, vitesse de rotation de I'électrode est w = 1500 RPM, en vert,
vitesse de rotation de I’électrode est w = 3000 RPM
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Enfin, une autre observation expérimentale est a noter. Lorsque que I'on « zoome » sur la zone
de phase de latence pour les résultats de la Figure 4-13A, on observe de faibles courants d’oxydation
malgré le potentiel de -0.3V/ECS (Figure 4-15). Cela est attribué a la forme réduite 1,4-NQH, qui
s’accumule en solution durant la phase de latence, et qui, étant donné le potentiel relativement proche

du potentiel standard apparent, peut ainsi étre légerement oxydée électrochimiquement.
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Figure 4-15 : Chronoampérogrammes a Eapp, = -0.3 V/ECS sur électrode tournante en carbone vitreux
(RDE GCa w =1500 RPM) de 50 uM 1,4-bis-DBN, 250 uM NADH, 10 nM DI et différentes concentrations
en H,0;. Electrolyte 7 mL Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5, non désaéré. (Zoom sur les faibles intensités
de la Figure 4-13)

Ce phénomene, certes négligeable ici, permet d’envisager d’aller non plus suivre a des
potentiels cathodiques I'apparition de la 1,4-NQ, mais plutét d’aller suivre I'apparition de la forme
réduite 1,4-NQH,. Un des avantages envisagés est que la contribution non-spécifique de production
de H,0, par réduction directe d’O, a I'électrode devrait étre négligeable a ces potentiels plus

anodiques. C’est ce que nous allons explorer dans la partie suivante.

2. Suivi chronoampérométrique de la réaction autocatalytique via le
suivi de I'oxydation catalytique du NADH par la diaphorase médiée par

la 1,4-naphthoquinone

Comme annoncé au début de ce chapitre, une autre approche permettant de suivre
électrochimiquement la réaction autocatalytique consiste a se positionner a un potentiel anodique
controlé afin de suivre en temps réel le courant d’oxydation enzymatique du NADH via la médiation
redox du couple 1,4-NQ/1,4-NQH, a I'électrode, et dont la concentration en solution croit de facon

exponentielle au cours du processus d’autocatalyse.
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2.1. Principe de I’oxydation catalytique du NADH par la diaphorase médiée parla1,4-
naphthoquinone

La catalyse d’oxydation enzymatique du NADH médiée a une électrode par un couple redox

avait déja fait I'objet de travaux et publications au sein de I'équipe MER du Laboratoire d’Electrochimie

Moléculaire® 22, Le schéma de principe est rappelé Figure 4-16. Ici, le couple redox 1,4-NQ/1,4-NQH,

sert de médiateur pour transporter les électrons entre le site actif de 'enzyme et I’électrode.

DI-NADH

NADH % \, NAD*
DI,, DI,

OH

OH

Figure 4-16 : Oxydation catalytique du NADH par la DI médiée par la 1,4-NQ.

L'étude par voltamétrie cyclique d’un tel systeme permet d’accéder aux constantes cinétiques
qui le caractérisent. Pour cela il est nécessaire de jouer sur plusieurs parametres clés tels que la
concentration de chacun des réactifs (substrat, médiateur, enzyme), le transport de matiére par
convection forcée ou non, la présence ou non d’O; dissous (car le médiateur peut ici s’auto-oxyder

spontanément), la vitesse de balayage, ou encore le pH.

Afin d’avoir une idée relativement quantitative du courant catalytique que I'on est censé
enregistrer lors du suivi ampérométrique anodique de notre réaction autocatalytique, nous avons
choisi d’examiner par voltamétrie cyclique le mélange réactionnel constitué de 10 nM de DI + 250 uM
NADH + quelques dizaine de pM en 1,4-NQ, le tout dans un tampon Tris 0.1 M de pH 8.5, c’est-a-dire
des conditions assez semblables a celles employées pour I'autocatalyse. Nous avons également choisi
de travailler dans un premier temps en I'absence d’O> (la solution est dégazée a I'argon) et d’agitation.
Les voltamogrammes présentées Figure 4-17 montrent qu’en présence de la quinone seule (20 uM)
en solution, on obtient bien la vague réversible a 2 électrons a un potentiel formel de -0.28 V/ECS.
Ensuite, quand I'’enzyme DI et son substrat NADH sont ajoutés, on observe la formation d’une vague
sigmoidale anodique caractérisée par un courant catalytique stationnaire d’oxydation (courant

catalytique de plateau) entre -0.3 et 0.1 V/ECS. L’intensité de ce courant de plateau est directement
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proportionnelle a la cinétique de la catalyse enzymatique médiée par la naphthoquinone (Figure 4-16).
Il est important de noter qu’au début de ce plateau, vers -0.24 V/ECS, une légére bosse est observée,
reflétant une contribution purement diffusive dans I’oxydation de la 1,4-NQ (c’est-a-dire qu’une faible

fraction de la 1,4-NQ n’est pas impliquée dans la catalyse enzymatique).
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Figure 4-17 : Voltamétries Cycliques (v = 0.01 V/s) sur électrode en carbone vitreux (RDE GCa w =0
RPM) de I'oxydation catalytique de NADH médiée par la 1,4-NQ, Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5 sous
argon. En noir : blanc ; En rouge : 20 uM 1,4-NQ ; En bleu : 20 uM 1,4-NQ + 250 uM NADH + 10 nM DI.

De ce courant de plateau catalytique, il est possible d’extraire la constante cinétique k..t de la
diaphorase. En effet, I'intensité du plateau s’exprime pour une concentration forte en cosubstrat

naphthoquinone par I'expression suivante® :
ipl — 2 E kcatCk(')DP
Fsc, y C;

. Ip,, I'intensité du plateau en ampeéres

avec :

e S, lasurface de I'électrode en cm?

0
° CP , la concentration du cosubstrat, ici la 1,4-NQ, en mol/cm3
. Dp , le coefficient de diffusion du cosubstrat en cm?/s

0 . .. .
. CE , la concentration de I’enzyme, ici la diaphorase, en mol/cm?

e 7, un facteur stoechiométrique, égal a 2 pour un cosubstrat qui échange un
électron et égal a 1 pour un cosubstrat qui échange deux électrons

e ke, la constante catalytique de turnover de I’'enzyme diaphorase en s
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Ainsi, une valeur de ket = 301 s peut étre calculée.

Nous avons ensuite répété la méme expérience mais dans des conditions hydrodynamiques
(i.e., sur électrode tournante) afin de se rapprocher des conditions expérimentales envisagées pour

suivre la réaction autocatalytique (Figure 4-18).

0,25 -
0,20 3

Argon o

0,15 3
0,10 3
& 0,05 3
E ]
£ 0,00
3-0,05 3

-0,10 4
-0,15 4
Blanc (Tris 0.1M + 10uM EDTA pH 8.5

-0,20 3
20uM 1,4NQ

-0,25 3
] 20pM 1,4NQ + 250puM NADH + 10nM DI
-0,30 I+ ——

LI R L
-0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1

E(V/ECS)

Figure 4-18 : Voltamétries Cycliques (v = 0.01 V/s) sur électrode tournante en carbone vitreux (RDE GC
a w = 1500 RPM) de I'oxydation catalytique de NADH médiée par la 1,4-NQ, Tris 0.1 M + 10 uM EDTA
pH 8.5 sous argon. En noir : blanc ; En rouge : 20 uM 1,4-NQ_; En bleu : 20 uM 1,4-NQ + 250 uM NADH
+ 10 nM DI.

Dans ces conditions de convection forcée, en présence uniquement de 20 uM en 1,4-NQ, on
observe une vague sigmoidale caractéristique de la réduction hydrodynamique de la 1,4-NQ en 1,4-
NQH; et dont le courant de plateau d’environ -0.25 pA/mm? est directement proportionnel a la
concentration en 1,4-NQ en solution. Apres ajout de I'enzyme DI ainsi que de son substrat NADH, une
méme vague sigmoidale mais verticalement décalée vers les potentiels anodiques est enregistrée, avec
un courant de plateau anodique de méme intensité que précédemment mais de signe contraire. Ce
résultat démontre que l'intégralité des 20 uM de 1,4-NQ en solution sont convertis via la réaction
enzymatique en 1,4-NQH; et que la contribution du courant catalytique (observée précédemment
dans des conditions non-hydrodynamiques) dans le courant totale d’oxydation n’est que partielle. Cela
est confirmé avec l'augmentation de la vitesse de rotation de I’électrode qui conduit a une
augmentation du plateau d’oxydation proportionnellement a ®*/? (Figure 4-19Figure 4-19). Cette
augmentation du courant avec la vitesse de rotation confirme la part diffusive importante dans le

courant de plateau.
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Figure 4-19 : (A) Voltamétries Cycliques (v = 0.01 V/s) sur électrode tournante en carbone de 20 uM
1,4-NQ, 250 uM NADH et 10 nM DI, dans du Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5 sous argon. En noir : blanc
a 1500 RPM (seulement du tampon) ; En rose w = 0 RPM ; En bleu : w = 1500 RPM ; En olive : w = 2250
RPM. (B) Tracé des densités de courant de plateau en A en fonction de w (points verts) ; régression
linéaire y = 4.62x10°*w"° +5.11x107 (pointillés verts).

Nous avons ensuite répété encore une fois I'expérience mais cette fois-ci en présence de
I’oxygéne dissous car ce sont les conditions requises pour I'autocatalyse. Les CV ainsi enregistrées sont
présentées Figure 4-20 pour deux concentrations différentes en 1,4-NQ et aussi un peu plus faibles

que précédemment (i.e., 3 et 10 uM).
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Figure 4-20 : Voltamétries Cycliques (v = 0.01 V/s) sur électrode tournante en carbone vitreux (RDE GC
a w = 1500 RPM) de |'oxydation catalytique de NADH médiée par A) 10 uM 1,4-NQ B) 3 uM 1,4-NQ,
Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5 non désaéré. En noir : blanc ; En rouge : 1,4-NQ ; En bleu : 1,4-NQ +
250 uM NADH + 10 nM DI ; En pointillés bleu : CV aprées 30 min de recyclage redox.

Lorsque la quinone est seule en solution, on observe une vague de réduction sigmoidale de la
1,4-NQ en 1,4-NQH,, avec un courant de plateau (entre -0.3 et -0.4 V/ECS) dont une partie résulte de
la réduction catalytique d’O, par la 1,4-NQH; générée a |'électrode. Ensuite, aux potentiels plus
négatifs, le courant augmente en raison de la réduction directe d’O,. Apres ajout du couple réducteur

DI/NADH, le courant de plateau cathodique disparait trés largement au profit d’'un courant d’oxydation
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de la 1,4-NQH; dont l'intensité de plateau résulte d’'une contribution diffusive ainsi que d’une
contribution plus ou moins importante de courant catalytique lié a I'oxydation enzymatique du NADH
médiée par la 1,4-NQ, comme cela a été discuté précédemment dans les conditions anaérobiques.
Pour la concentration en naphthoquinone de 10 pM, il est intéressant de noter qu’apres 30 min de
réaction, le courant d’oxydation du NADH disparait complétement, ce qui suggere que le NADH a été
est totalement consommé via le cyclage redox. Ce résultat intéressant indique que ce courant de
plateau anodique peut étre exploité pour suivre ampérométriquement et en temps réel la réaction

d’autocatalyse mais aussi la réaction de cyclage redox. C’'est ce que nous allons donc voir maintenant.

2.2. Suivi électrochimique en oxydation du cyclage redox de la 1,4-naphthoquinone

Afin de vérifier dans quelle mesure on peut suivre la réaction de cyclage redox par
ampérométrie a des potentiels anodiques, nous avons réalisé des expériences a deux potentiels
controlés, I'un de -0.1 V, donc relativement proche du potentiel formel de la 1,4-NQ, et I'autre a +0.1
V/ECS, beaucoup plus positif. Les tracés ampérométriques obtenus sont présentés Figure 4-21. Aprés
guelques secondes de polarisation de |'électrode, on observe comme attendu la mise en place d’'un
courant d’oxydation stationnaire, caractéristique de la présence du NADH et qui dure tant que la
concentration du NADH en solution est suffisante. Puis aprés un laps de temps donné, on observe une
extinction rapide de ce courant d’oxydation qui signe la consommation totale du NADH en solution et
en méme temps |'auto-oxydation de la 1,4-NQH; en 1,4-NQ. Le temps nécessaire a lI'extinction
compléte du courant est similaire a celui déterminé par suivi UV-vis, soit environ 6 min a partir de 10
MM en 1,4-NQ dans les conditions standards. La répétition de I'expérience nous a permis de montrer
une bonne reproductibilité des mesures. Les intensités du courant stationnaire sont également
cohérentes avec celles obtenues au cours de I'étude précédente par voltamétrie cyclique. La Figure
4-21 montre également qu’un suivi a un potentiel plus positif de +0.1 V ECS conduit a un résultat

analogue.

Un autre aspect avantageux de I'approche ampérométrique anodique par rapport a celle
précédente d’un suiviampérométrique a des potentiels réducteurs est que la polarisation en continu

de I'électrode ne semble pas interférer sur le processus de cyclage redox.
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Figure 4-21 : Chronoampérogrammes a Eap, = -0.1 V/ECS (en bleu) ou E.p, = 0.1 V/ECS (en noir) sur
électrode tournante en carbone vitreux (RDE GC a w = 1500 RPM) de 10 uM 1,4-NQ, 250 uM NADH et
10 nM DI. Electrolyte : Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5, non désaéré.

2.3. Suivi électrochimique en oxydation du systéeme autocatalytique complet

2.3.1. Influence du potentiel

Les premieres expériences de suivi ampérométrique anodique de la réaction autocatalytique
ont été réalisées a un potentiel de -0.1 V/ECS dans les conditions standards. Il est important pour la
suite de rappeler ici qu’une cellule électrochimique a 4 entrées (voir Figure 4-3) a été utilisée (volume
de travail de 7 mL) avec une électrode au calomel saturé séparée de la solution électrolytique par un
pont contenant le méme électrolyte, et une contre-électrode constituée d’un fil de platine plongeant

directement dans le mélange. Les chronoampérogrammes obtenus pour différentes concentrations

initiales en H,0; sont présentés Figure 4-22.
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Figure 4-22 : (A) Chronoampérogrammes a Eapp = -0.1 V/ECS sur électrode tournante en carbone
vitreux (RDE GC a w = 1500 RPM) de 50 uM 1,4-bis-DBN, 250 uM NADH, 10 nM DI et différentes
concentrations en H,0,. Electrolyte 7 mL Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5, non désaéré. En jaune : 15
UM H,0; ; en orange : 5 uM H,0; ; en noir : 0 uM H,0,. (B) En rouge, courbe de calibration par suivi
électrochimique a -0.1 V/ECS des temps de pics (temps auquel le courant anodique disparait
soudainement) en fonction de la concentration en H,0; initial. En orange, courbe de calibration des
temps de pics obtenus par suivi électrochimique a -0.3 V/ECS en Figure 4-13. En bleu courbe de
calibration des t1/> en fonction de la concentration en H,0; initiale extrait de la Figure 4-12.
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Tout d’abord, la forme des chronoampérogrammes traduit bien la nature exponentielle de
I'amplification avec une dépendance a la concentration initiale en H,0,. En I'absence d’H,0, (courbe
en noir), aprés une phase de latence, le courant d’oxydation fini par augmenter de fagon exponentielle
pour ensuite s’éteindre brutalement. Cette évolution traduit I'accumulation exponentielle de la 1,4-
NQH; en solution via le déclenchement non-spécifique de la réaction autocatalytique et qui se termine
par la consommation compléte du NADH apreés plus de 3 heures. Cela permet de définir pour ce
contrdle a blanc un temps de pic, caractérisant donc la réponse non-spécifique du systeme. Pour les
chronoampérogrammes réalisés avec une concentration initiale de 15 et 5 uM en H,0;, la méme forme
d’évolution exponentielle du courant est obtenue avec cependant des durées de réaction d’autant plus
courtes que la concentration initiale en H,0; est élevée. Il est également intéressant de noter qu’une
augmentation linéaire du courant est observée au temps courts et qui, comme nous le verrons plus
tard, corresponds a la phase de déprotection de la sonde par I'H,0; injecté en solution. Le report sur
un graphe semi-logarithmique des temps de pics en fonction de la concentration en H,0; permet de
tracer la courbe de calibration de la Figure 4-22B. La comparaison de cette courbe avec celle obtenue
précédemment par suiviampérométrique cathodique (Figure 4-22B) montre que les temps de réponse
vis-a-vis des différentes concentrations en H,0, sont plus courts et qu’ils se rapprochent des temps
obtenus pour un suivi par spectrophotométrie UV-vis. Cependant, malgré cette amélioration, la
réponse non-spécifique apparait bien plus to6t que dans le cas d’un suivi UV-Vis, ce limite trés fortement
la détection d’H,0; vers les faibles concentrations. Cette forte réponse non-spécifique suggére que la
polarisation de I’électrode a -0.1 V/ECS continue d’étre une source de production résiduelle d’H,0, via
la réduction directe d’O; et que cela contribue a favoriser la réponse non-spécifique en dépit d’'un
faible rapport surface de I'électrode/volume de solution. C’est la raison pour laquelle, nous avons
envisagé d’examiner plus en détail I'influence du potentiel appliqué sur la réponse non-spécifique. La
Figure 4-23 montre les chronoampérogrammes obtenus en I'absence d’H,0, a trois potentiels

controlés différents (-0.3, -0.1, et +0.1 V).
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Figure 4-23 : Chronoampérogrammes obtenus a différents potentiels appliqués sur électrode
tournante en carbone vitreux (RDE GC a w = 1500 RPM) avec 50 uM 1,4-bis-DBN, 250 uM NADH et 10
nM DI et 0 uM de H;0.. Electrolyte : Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5, non désaéré. En vert : Eapp =-0.3
V/ECS ; en bleu : Eapp = -0.1 V/ECS ; en rouge Eapp = 0.1V /ECS.

Au potentiel de +0.1 V/ECS, on observe un temps de réponse de la réaction non-spécifique
bien plus long que celui a -0.1 V, qui lui-méme est également légérement plus long qu’a -0.3 V/ECS
(Figure 4-23). Cette augmentation du temps de la réponse non-spécifique a +0.1 V/ECS semble donc
valider I'hypothése d’'une diminution de la production non-spécifique d’H,0, par réduction directe d'O>
a I'électrode a ce potentiel plus positif. Cependant, pour I'ensemble de ces résultats présentés
jusgu’ici, une autre source possible de production non-spécifique d’H,O, a été négligée. En effet,
lorsque qu’un courant d’oxydation passe a travers I'électrode de travail, un courant de réduction de
méme intensité se met en place a la contre-électrode de Pt, et dés lors que I'on travaille dans une
solution non-dégazée, la réduction directe d’0O, doit se produire a la contre-électrode. La solution
électrolytique étant en permanence agitée sous I'action de la rotation de I'électrode de travail, la faible
qguantité d’H,0; produite par réduction d’0; a la contre-électrode peut alors se propager dans toute la
solution et ainsi déclencher de maniere non-spécifique la réaction autocatalytique. Il est important de
noter que quand on suit le processus a -0.3 V/ECS, la présence de la contre-électrode en solution n’est
pas un probléme puisque dans ce cas c’est une réaction d’oxydation qui se déroule a la contre-
électrode, soit probablement I'oxydation de I’eau. Nous en avons conclu qu’il pouvait étre utile de

compartimenter la contre-électrode de Pt dans un pont salin pour tenter de résoudre ce probleme.
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Nous avons donc réalisé a nouveau I'expérience a +0.1 V/ECS, mais cette fois-ci en séparant la contre-

électrode de la solution électrolytique par un pont salin. Les résultats sont rassemblés Figure 4-24.
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Figure 4-24 : Chronoampérogrammes a différents potentiels appliqués sur électrode tournante en
carbone vitreux (RDE GC a w = 1500 RPM) de 10 uM 1,4-NQ, 250 uM NADH et 10 nM Dl et 0 uM de
H20,. Electrolyte Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5, non désaéré. En vert : E,pp = -0.3 V/ECS, CE en Pt en
solution ; en bleu : E,p = -0.1 V/ECS CE en Pt en solution ; en rouge E,pp = 0.1V /ECS CE en Pt en
solution ; en noir E,pp = 0.1 V/ECS CE en Pt séparée par un pont salin.

Dans ces conditions, le temps nécessaire a I'apparition de la réponse non-spécifique est bien
retardé (on passe de 450 min pour la courbe en rouge a plus de 630 min pour les deux courbes en
noir). Cet allongement de la réponse non-spécifique doit donc nous permettre de mieux discriminer
de faibles concentrations initiales en H,0, et donc, potentiellement, d’améliorer les performances
analytiques. Cependant, il reste a élucider pourquoi le temps de cette réponse non-spécifique est
augmenté d’'un facteur 2 par rapport a celui obtenu par suivi spectrophotométrique UV-Vis sur

microplaque.
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2.3.2. Détection de H.0; par lecture électrochimique oxydative

A 0,20 B
6001 * - -4 - Suivi électrochimique
- -® - Suivi UV-VIS
0,15 [H,0,] (uM) 500 o .
~ 15 — * .
E — € 400 »
E 1,5 E \
< 0,10 - = 300 \
3 —05 = e |
= 0,15 Al R - |
0’05 0 (Blanc) 200 1 =““ \ s
100 - %
o 1, s O
0,00 F e 04— - P = - - A
0 100 200 300 400 500 600 0 100 100 100 100 10 10
t (min) [H,0,] (M)

Figure 4-25 : (A) Chronoampérogrammes a Eap, = 0.1V/ECS sur électrode tournante en carbone vitreux
(RDE GCa w =1500 RPM) de 50 uM 1,4-bis-DBN, 250 uM NADH, 10 nM DI et différentes concentrations
en H,0,. Electrolyte 15 mL Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5, non désaéré, contre-électrode en platine
séparée par un pont salin. Concentrations initiales en H,0, (uM) : 15 (jaune), 5 (orange), 1.5 (rose), 0.5
(rouge), 0.15 (violet), 0 (noir). (B) En rouge, courbe de calibration des temps de pics (temps auquel le
courant anodique disparait soudainement) en fonction de la concentration en H,0; initial. En bleu
courbe de calibration des t1/; en fonction de la concentration en H,0; initiale extrait de la Figure 4-12.

A partir de nos conditions expérimentales améliorées (électrodes de référence et auxiliaire
isolées dans un compartiment de type allonge en verre, et électrode de travail en carbone vitreux en
rotation a 1500 RPM, potentiel appliqué de +0.1 V/ECS), des mesures a différentes concentrations en
H,0, ont été réalisées (Figure 4-25A). La courbe de calibration résultante (Figure 4-25B) a une allure
assez similaire a celle précédemment établie sur microplague mais avec cependant des temps de
réaction globalement plus longs. Il est a noter que le mode de lecture électrochimique par rapport au

mode UV-vis sur microplaque reste beaucoup plus contraignant a mettre en ceuvre, nous empéchant :

e desuivre en simultané toutes les concentrations testées au cours d’'une méme expérience.
Cela est problématique car les réactions autocatalytiques sont tres sensibles aux
conditions initiales et le fait de ne pas pouvoir les réaliser simultanément entraine
davantage de problemes de reproductibilité.

e de réaliser des triplicatas pour chacune des concentrations en H,O, pour s’assurer de la

reproductibilité.

Enfin, ce ralentissement global des temps de réponse suggere que le mode de lecture
électrochimique n’est pas totalement neutre vis-a-vis de la réaction autocatalytique. Il est donc

important d’essayer de comprendre son origine et c’est ce que nous allons maintenant aborder.
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2.3.3. Simulation numérique 1D de la lecture électrochimique oxydative de la réaction
autocatalytique
Afin de comprendre comment la réaction autocatalytique peut étre perturbée par la mesure
électrochimique, nous avons voulu simuler numériquement ce processus, et les premieres
modélisations ont été tentées sur le logiciel DigiElch. Cependant, dans ce logiciel classiquement utilisé
pour simuler des phénomeénes chimiques — électrochimiques, nous nous sommes retrouvés limités
pour simuler notre systeme. En effet, dans les conditions de mesures avec régime hydrodynamique
forcé, ce logiciel ne permet pas de définir une quantité de matiere initiale ou un volume fini de solution.

Ainsi, les concentrations loin de I'électrode sont toujours constantes et égales a la valeur initiale et il

n’est pas possible de rendre compte de I'épuisement des réactifs/produits loin de I'électrode. Pour
pallier a ce manque de prise en compte des aspects géométriques et hydrodynamiques, nous nous
sommes appuyés sur I'utilisation d’un logiciel de simulation plus généraliste, COMSOL Multiphysics.
Afin de rendre le plus simple possible la simulation, nous avons fait le choix de simuler une géométrie
1D (voir schéma ci-apreés) avec comme conditions aux limites d’un c6té la surface de I'électrode et de
I"autre la paroi de la cellule. Pour miner la convection hydrodynamique du fluide induite par I'électrode
tournante, nous avons appliqué un vecteur de vitesse u (m/s) en solution, orienté perpendiculairement
a la surface de I'électrode, et dont nous avons fixé la valeur de maniére a ce que la couche stationnaire

de diffusion/convection qui s’établie a I'interface électrode/solution soit de dimension similaire a celle

que I'on a expérimentalement sur électrode tournante.

Electrode
app = 0.1 V/ECS
Q+2e =QH,
E°=-0.28 V/ECS

E

Longueur de la cellule
L=0.2cm

Pour ce qui concerne le mécanisme autocatalytique en solution, nous avons utilisé le méme
gue celui établi au chapitre 3, qui inclut donc la double déprotection de la sonde, la réactivité d’auto-
oxydation radicalaire en chaine de la 1,4-NQH,, et le mécanisme ping-pong de réduction enzymatique.
La longueur L de 0.2 cm de notre modele 1D a été choisie pour étre largement supérieure a la couche
stationnaire de diffusion/convection. Enfin, a I’électrode, nous avons fait le choix d’appliquer
I’expression générale de Butler-Volmer pour le processus suivant de réduction réversible a 2 électrons

dela1,4-NQ:

Q+2e =QH,
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Pour les simulations numériques, nous avons également employé les parametres suivants :

e Le potentiel standard apparent a pH 8.5 du couple Q/QH, : E® = -0.28 V/ECS
e Expression cinétique selon Butler-Volmer :
o Densité de courant d’échange de référence : i° = 9.6 x 10'° A/m?
o Le coefficient de transfert anodique : a = 0.5
e Les coefficients de diffusion des espéces :
o Type Naphthoquinone : Dq =7 x 10°® cm?/s
o Type Oxygéne : Do=2x10° cm?/s
o Type Diaphorase : De = 1 x 10° cm?/s
e Le potentiel appliqué a I'électrode est de 0.1 V/ECS
e lLalongueurdelacellule:L=0.2cm

e Le champ devitesse:u=1x10%*m/s

Avec 'aide d’un maillage dégressif, resserré a proximité de la surface de I'électrode nous avons
pu obtenir pour un jeu de 4 concentrations différentes en H,0; ainsi que le contrdle a blanc les courbes

simulées de la Figure 4-26.
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Figure 4-26 : Chronoampérogrammes simulés a E,pp = 0.1V/ECS sur une électrode (d =3 mm) de 50 uM
1,4-bis-DBN, 250 uM NADH, 10 nM DI et différentes concentrations en H,0,. Concentrations initiales
en H,0; (uUM) : 15 (jaune), 5 (orange), 1.5 (rose), 0.5 (rouge), 0 (noir). Parametres de simulation décrits
ci-dessus.

Les chronoampérogrammes simulés reproduisent assez bien I'allure des courbes
expérimentales de la Figure 4-25. On retrouve bien I'augmentation exponentielle du courant apreés
une phase de latence, cette derniére étant d’autant plus longue que la concentration initiale en H,0;
est faible. On reproduit également parfaitement bien I'extinction de courant une fois le NADH

totalement consommé. L’extraction des profils de concentrations (Figure 4-27) montre que le
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maximum de courant correspond bien au moment ou tout le NADH mais aussi toute la sonde (BB) sont
consommeés, et aussi simultanément au moment ou la 1,4-NQH; s’auto-oxyde en 1,4-NQ. A noter
également que la protodéboronation dans ces conditions a un impact non négligeable sur le
rendement de production de la quinone, puisque I'on obtient en fin d’autocatalyse 41 uM de 1,4-NQ
et 9 uM de naphthol. Cependant, les temps de réaction simulés ne sont pas tout a fait comparables a
ceux obtenus expérimentalement, avec un facteur 2 environ d’écart. Cela est cohérent avec le fait que
les constantes cinétiques employées pour simuler la réaction autocatalytique sont les mémes que
celles qui ont permis de reproduire les courbes expérimentales d’autocatalyse du chapitre 3
(enregistrées donc avec un suivi spectrophotométrique UV-Vis). Cela nous permet également de

conclure en la validité de notre modéle.

Une hypothése qui pourrait expliquer I'obtention de temps de réaction plus lents dans le cas
d’un suivi électrochimique est que le mécanisme d’oxydation électrochimique a 2 électrons et 2
protons de la 1,4-NQH; est un processus qui passe par des intermédiaires de type semi-quinone, les
guels peuvent alors facilement réagir avec les especes réactives de I’oxygene. Il faudrait donc pouvoir
incorporer dans la simulation un mécanisme d’oxydation électrochimique de la 1,4-NQH; qui soit plus
complet en prenant notamment en compte son schéma carré a 9 membres qui la caractérise. Nous

aborderons cela un peu plus en détail au chapitre 6.
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Figure 4-27 : Profil de concentration des différentes espéces extraits du chronoampérogramme noir
de la Figure 4-26 (0 pM H,0,). Axe des ordonnées a gauche : en pointillés noir, [NADH]. Axe des
ordonnées a droite : en vert sonde 1,4-bis-DBN (BB), en jaune sonde déprotégée sur un des deux sites
(BOH), en marron sonde déprotégée sur I'autre des deux sites (B,OH), en bleu 1,4-naphthoquinone
(Q), en rouge 1,4-naphthohydroquinone (QH,), en cyan naphthol (NOH).
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2.3.4. Exploration des parameétres pouvant influer sur la cinétique de la réaction
autocatalytique au cours d’un suivi ampérométrique
Ce qui distingue le mode de lecture ampérométriqgue du mode de lecture
spectrophotométrique c’est I'agitation constante de la solution via la rotation de I'électrode. Dans la
littérature, il est reporté que des réactions autocatalytiques peuvent inhiber dans des conditions
hydrodynamiques de convection forcée’. Nous avons donc essayé de voir quelle influence peut avoir
la convection forcée sur la cinétique du systéme. Pour cela nous avons exploité la possibilité de faire
tourner ou non I'électrode pendant la réaction. Les résultats présentés Figure 4-28 montrent que la
cinétique de la réaction n’est pas affecté par le fait de faire tourner ou pas I'électrode (et donc d’agiter

ou pas la solution).
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Figure 4-28 : Chronoampérogrammes a E.p, = 0.1V/ECS sur électrode tournante en carbone vitreux
(RDE GC & w = 1500 RPM) de 50 uM 1,4-bis-DBN, 250 uM NADH, 10 nM DI et 15 pM H-0,. Electrolyte :
7 mL Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5, non désaéré, contre-électrode en platine en solution. En noir :
la vitesse de rotation w = 1500 RPM est constante ; en rouge : la rotation de w = 1500 RPM est allumée
a 18 min, puis éteinte a 23 min, puis rallumé a 32 min.

Un autre aspect qui distingue le mode de lecture spectrophotométrique de celui
ampérométrique est la polarisation en continu d’une électrode dans le mélange réactionnel. Bien que
le rapport surface d’électrode/volume de solution (S/V) soit relativement faible (avec S = 0,07 cm? et
V =7 cm3, soit un rapport 1/100), le fait de polariser I’électrode en continu pendant plusieurs dizaines
de minutes pourrait contribuer a affecter le processus d’autocatalyse. Afin de tester cette hypothése,
une expérience de suiviampérométrique de la réaction autocatalytique a été réalisée en démarrant la
lecture ampérométrique du mélange réactionnel 6 min apres que la réaction ait été initiée avec

I'injection de 15 uM d’H,0; (la rotation de I'électrode non polarisée étant également mise en route au
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moment de I'injection). Le chronoampérogramme (courbe en bleu) reporté Figure 4-29, montre que
le temps de réponse obtenu dans ces conditions est plus rapide que lorsque I'électrode est polarisée
des I'injection d’H,0, (courbe en noir). On retrouve méme un temps de réponse qui est similaire a celui
obtenu par spectrophotométrie UV-Vis. Ce résultat démontre que la polarisation de I'électrode affecte

la cinétique de la réaction autocatalytique.
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Figure 4-29 : Chronoampérogrammes a Eap, = 0.1 V/ECS sur électrode tournante en carbone vitreux
(RDE GC a w=1500 RPM) de 50 uM 1,4-bis-DBN, 250 uM NADH, 10 nM DI et 15 uM H,0,. Electrolyte :
7 mL Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5, non désaéré, contre-électrode en platine en solution. En noir :
le potentiel de 0.1 V/ECS est appliqué dés le début de I'expérience ; en bleu : le potentiel E,pp = 0.1
V/ECS est appliqué a partir de 6 min seulement.

A partir de la nous avons émis I'hypothése que l'inhibition de la réaction autocatalytique
provoquée par la polarisation de I'électrode pouvait étre réduite en modifiant le rapport S/V de la
cellule. L'expérience a donc été renouvelée avec différents volumes de solution (3.5 ; 7 ; 15 et 30 mL),
ce qui permet de faire varier le rapport S/V de la cellule. La cellule électrochimique classiquement
utilisée étant trop petite pour contenir plus de 10 mL de solution, nous avons employé la cellule de la
Figure 4-30 qui permet de travailler avec des volumes de 15 a 30 mL. Les chronoampérogrammes dans
7 mL ont été enregistrés dans les deux types de cellule afin de vérifier I'labsence d’influence de la

géomeétrie de ces dernieres.
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Figure 4-30 : Grande cellule électrochimique : a gauche électrode de référence ECS séparée par un
pont salin, au milieu électrode tournante en carbone vitreux de 3 mm de diamétre, a droite contre-
électrode en platine séparée par un pont salin.
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Figure 4-31 : Chronoampérogrammes a Eap, = 0.1 V/ECS sur électrode tournante en carbone vitreux
(RDE GC & w = 1500 RPM) de 50 uM 1,4-bis-DBN, 250 uM NADH, 10 nM DI et 15 pM H-0,. Electrolyte :
Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 8.5, non désaéré, contre-électrode en platine en solution. Volume de
tampon/cellule utilisée : en rouge : 3.5 mL/cellule 4 entrées ; en cyan : 7 mL/cellule 4 entrées ; en bleu
7 mL/grande cellule ; en olive : 15 mL/grande cellule ; en noir : 30 mL/grande cellule.

Les résultats présentés Figure 4-31 montrent que le volume de solution dans lequel est réalisée
la mesure influe bien sur le temps de réponse. Pour un rapport S/V de 1/200, le temps de réponse de
la réaction autocatalytique avec 15 uM d’H,0; est en bonne correspondance avec le temps de réponse
obtenu par suivi spectrophotométrique. La géométrie de la cellule quant a elle ne montre pas

d’influence.
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A travers cette série d’expérience, nous confirmons que la polarisation de I’électrode est bien
responsable d’une inhibition de la cinétique d’autocatalyse dés lors que le rapport S/V devient
suffisamment important. Cependant, l'influence de ce rapport S/V ne semble pas si triviale puisqu’il
semble y avoir un rapport seuil, compris entre 1/100 et 1/200, ou I'on passe d’un comportement a un

autre.

La question qui reste maintenant en suspens mais que nous n’avons malheureusement pas pu
élucider est d’identifier le phénoméne électrochimique qui conduit a inhiber la cinétique
d’autocatalyse. Pour la suite des expériences, nous avons finalement opté pour travailler avec 15 mL
de mélange réactionnel puisque dans ces conditions cela nous permet de nous affranchir au mieux de

I'inhibition sans pour autant consommer trop de réactifs.

2.4. Optimisation des performances analytiques a pH 9.5

Comme nous I'avons déja vu au chapitre 3, la réaction autocatalytique est accélérée aux pH
basiques, ce qui nous a permis d’améliorer les performances analytiques de détection d’H,0; et en
particulier sa limite de détection (détection au nanomolaire) du fait d’une meilleure discrimination
entre la réponse non-spécifique et spécifique aux faibles concentrations en H,0,. Nous avons donc
réalisé des expériences de suivi ampérométrique a pH 9.5 pour vérifier que I'on peut améliorer les
performances de détection d’H,0, dans ces conditions. Les chronoampérogrammes obtenus pour la
gamme de concentration en H,0, allant de 0 a 5 UM sont présentés Figure 4-33. Pour pouvoir
comparer au suivi spectrophotométrique UV-Vis dans les mémes conditions, les expériences ont été
répétées avec ce mode de lecture. Les résultats sont reportés Figure 4-32. Comme attendu, les temps
de réponse sont tous accélérés d’environ un facteur 10 par rapport a pH 8.5, et cela quel que soit le
mode de lecture. Le tracé des courbes de calibration (Figure 4-33B) montre qu’elles sont comparables
guel que soit le mode de lecture et que I'on peut atteindre dans chaque cas une limite de détection en

H,0, de ~50 nM en moins de 30 minutes.

167



Suivi électrochimique du signal de la réaction autocatalytique homogéne avec une réduction enzymatique

0,9
0,8
[H,0,] (uM)
0,7
50
£ 15
£ 0,6
c 5
<
':'I’ 0,5 1,5
< 0,5
w
-t<= 0,4 0,15
0,05
0.3 0 (Blanc)
0,2
o1 }+—r-—-+—+7———7——+1Tr—rr—rT—r
0 5 10 15 20 25

t(min)

Figure 4-32 : Suivi cinétique par spectrophotométrie UV-Vis a 340nm de la réaction entre la sonde 1.4-
bis-DBN et une gamme de concentration de H,0,, en présence de 10 nM DI et 250 uM NADH dans un
tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 9.5. [H20;] (uM) : en vert 50, en bleu 15, en jaune 5, en orange
1.5, en rose 0.5, en rouge 0.15, en violet 0.05 et en noir 0 (blanc).
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Figure 4-33 : (A) Chronoampérogrammes a Eap, = 0.1 V/ECS sur électrode tournante en carbone vitreux
(RDE GCa w =1500 RPM) de 50 uM 1,4-bis-DBN, 250 uM NADH, 10 nM DI et différentes concentrations
en H,0,. Electrolyte 15 mL Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 9.5, non désaéré, contre-électrode en platine
séparée par un pont salin. Concentrations initiales en H,0, (uM) : 5 (jaune), 1.5 (orange), 0.5 (rose),
0.15 (rouge), 0 (noir). (B) En rouge, courbe de calibration des temps de pics (temps auquel le courant
anodique disparait soudainement) en fonction de la concentration en H,0; initial. En bleu courbe de
calibration des t1> en fonction de la concentration en H,0; initiale extrait de la Figure 4-32.

Il est intéressant de noter que la quasi superposition des deux courbes de calibration indique
gue l'inhibition de la cinétique observée a pH 8.5 dans le mode de lecture ampérométrique n’a plus
lieu a pH 9.5. C’'est aussi ce qui permet d’obtenir des performances analytiques comparables a celles

obtenues avec le mode de lecture spectrophotométrique UV-Vis.
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Un autre point intéressant que mérite d’étre relevé est que I'intensité des pics que I'on peut
extraire des cinétiques ampérométriques est beaucoup plus faible (d’un facteur 10 environ) a ce pH
de 9.5 que précédemment a pH 8.5 (notons également que la forme est différente, avec ici une forme
plus symétrique). Cette intensité plus faible est la conséquence d’une cinétique de cyclage redox
différente comme le montre les courbes cinétiques de cyclage redox de la Figure 4-34 enregistrées a
pH 9.5 (a2 comparer avec la Figure 3-16 du chapitre 3). En augmentant le pH, la cinétique d’auto-
oxydation de la quinone au cours du cyclage redox est accélérée par rapport a sa cinétique de
réduction enzymatique, et il en résulte alors une moindre accumulation de la 1,4-NQH,, ce qui explique

gu’en fin d’autocatalyse on obtienne un courant d’oxydation moins important.
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Figure 4-34 : Suivi cinétique a A = 340 nm du recyclage redox entre plusieurs concentrations en 1,4-
naphthoquinone et 250 uM de NADH avec 10 nM de DI, dans du tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH
9.5. [1,4-NQ] (uM) : en rouge 15, en orange 10, en jaune 7.5, en vert 5, en bleu 2.5, en vert clair 1, en
violet 0.5 et en noir 0 (Blanc).

3. Résultats préliminaires d’un suivi potentiométrique a courant nul de

la réaction autocatalytique

Les changements de concentrations des différentes espéeces redox qui se produisent durant la
réaction d’autocatalyse suggérent que le potentiel redox du mélange réactionnel évolue au cours du
temps. Sa mesure en continu doit donc pouvoir étre exploitée pour suivre en temps réel la réaction
autocatalytique. L'intérét d’une telle mesure dite de potentiométrie a courant nul est qu’il s’agit d’un
mode de lecture non-invasif et que, d’'un point de vue expérimental, elle est relativement simple a
mettre en ceuvre avec un montage a deux électrodes. D’autre part, avec une telle approche, il n’y a
plus de risque de venir perturber le mélange réactionnel car il n’y a plus de réaction d’oxydation ou de

réduction se produisant a I'électrode.
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Afin de valider cette idée, nous avons réalisé des expériences préliminaires en utilisant la
méme cellule électrochimique que précédemment, c’est-a-dire avec I'électrode tournante de carbone
vitreux mais cette fois non-polarisée de facon a suivre I’évolution de son potentiel de circuit ouvert
pendant toute la durée de la réaction autocatalytique. Les résultats présentés Figure 4-35 montrent
pour deux concentrations différentes en H,0, (i.e., 0 et 1.5 uM) qu’au cours des premieres minutes de
la réaction, le potentiel de circuit ouvert décroit rapidement pour se stabiliser a une valeur d’environ
-0.50 V/ECS, puis aprés une phase de latence dont la durée dépend de la concentration initiale en H,0,,
le potentiel ré-augmente soudainement pour se stabiliser a une valeur de -0.28 V/ECS. Ce changement
soudain est caractéristique de la fin de la réaction autocatalytique, c’est-a-dire du temps nécessaire
pour que tout le NADH soit entierement consommé. Les temps pour lesquels le potentiel de circuit
ouvert varie soudainement sont similaires a ceux obtenus par suivi spectrophotométrique UV-Vis.
Nous avons ensuite répété I'expérience sur une électrode de carbone sérigraphiée (commercialisée
par Metrohm avec une référence Ag/AgCl) sur laguelle nous avons déposé 50 pL du mélange
réactionnel sans ajout d’H,0,. L’évolution du potentiel de circuit ouvert montre (Figure 4-35), méme
si il est moins bien défini, un changement de potentiel aprés environ 25 min qui correspond a celui
observé précédemment sur électrode tournante. Ces résultats préliminaires sont trés encourageants.
On peut en effet facilement imaginer de fabriquer par sérigraphie des réseaux multiplexés de cellules
électrochimiques a deux électrodes pour suivre simultanément par potentiométrie plusieurs mélanges
réactionnels au cours d’'une méme expérience (de maniére analogue a ce que nous pouvons faire sur
microplaques). Faute de temps, il n’a malheureusement pas été possible d’aller plus loin dans

I’évaluation de cette approche prometteuse.
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Figure 4-35 : Suivi potentiométrique a courant nul de la réaction autocatalytique de 50 uM 1,4-bis-
DBN, 250 uM NADH, 10 nM Dl et 1.5 ou 0 uM H;0,. En trait plein, électrode tournante de travail RDE
GCa w =1500 RPM, dans 15 mL Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 9.5, non désaéré, référence ECS séparé
par un pont salin. En pointillés, électrode sérigraphiée Metrohm DropSens DRP-110 en carbone,
référence Ag/AgCl, 50 uL volume de tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA pH 9.5 en goutte.
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4. Conclusion générale sur le suivi électrochimique de la réaction

autocatalytique homogene

Dans ce chapitre, nous avons pu tout d’abord passer d’un suivi spectrophotométrique UV-
Visible de notre réaction autocatalytique avec un réducteur enzymatique a un suivi électrochimique.
Le premier axe de suivi électrochimique exploré a été le suivi chronoampérométrique par apparition
soudaine en fin de réaction de la réduction médiée par la naphthoquinone du dioxygene dissous. Ce
suivi nous a permis d’appréhender plus finement la réactivité singuliére du recyclage redox impliqué
dans la boucle 2 de notre processus autocatalytique, tout en donnant des chronoampérogrammes
originaux, présentant une activation soudaine singuliere du courant apres une période d’induction
fonction d’une concentration initiale en H,0,. Cependant, nous nous sommes retrouvés limités en
termes de performance analytique par ce mode de lecture, car la réponse non-spécifique de notre
systéme se trouvait enrichie par la production de H,0, par réduction directe du dioxygéene dissous a
I’électrode. Ainsi, il n’était pas possible de discriminer les faibles concentrations en H,0; par ce mode

de lecture, qui étaient encore atteignables par spectrophotométrie UV-Vis.

Cependant, cela nous a permis de réfléchir a une autre approche de suivi électrochimique, le
suivi chronoampérométrique par I’oxydation catalytique du NADH par la diaphorase médiée par la 1,4-
naphthoquinone. Aprés une étude de cette oxydation catalytique par voltamétrie cyclique, la réaction
autocatalytique a pu étre suivie et optimisée, et une discrimination des temps de réponse en fonction
des concentrations de H,0; similaire a celle établie par spectrophotométrie UV-Visible a été atteinte.
En effet, a un potentiel suffisamment anodique pour ne pas générer de H,0, par réduction directe de
I’oxygéne a I’électrode, la seule source de non-spécifique déclenchant I'apparition du signal du blanc
reste l'instabilité du réducteur. Cela nous a permis de mieux appréhender la réactivité du recyclage
redox, et de pouvoir suivre non plus la disparition d’un des réactifs mais I'apparition d’'un des deux
catalyseurs au cours de la réaction autocatalytique. Il a également été possible de prédire la forme des
chronoampérogrammes obtenus par simulation numérique, méme s’il reste a intégrer a celle-ci le
schéma carré de la 1,4-naphthoquinone. Cependant, une inhibition de la réaction autocatalytique due
a la polarisation de I'électrode est observée par ce mode de lecture invasif, et I'origine du phénomene
électrochimique associé reste a élucider. Il a également été possible d’atteindre des performances
analytiques trés intéressantes a un pH plus élevé de 9.5, compétitif de ce qui disponible

commercialement.
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De maniére générale, contrairement a un suivi du signal par spectrophotométrie UV-Vis, les
méthodes électrochimiques ampérométriques viennent perturber le systéme global via des
transformations électrochimiques opérées a |'électrode. Faire le suivi d’une réaction en solution par
des méthodes électrochimiques est une méthode de suivi invasif qui vient alors perturber le systéeme,

malgré le faible rapport surface/volume.

Enfin, des premiers résultats d’'un mode de lecture électrochimique non invasif, la
potentiométrie a courant nul, ont été investigués, s’appuyant sur le changement de forme redox de la
naphthoquinone impliquée apparaissant exponentiellement durant la réaction autocatalytique. Ce
montage simple a deux électrodes, qui a besoin d’étre plus étudié, est prometteur en termes de
performances analytiques et laisse place a de nombreux développement de micro-dispositifs de

mesure simple de trace de H,0,.

En conclusion, il est donc possible de venir suivre la réaction autocatalytique par électrochimie,
et cela nous donne accés a des informations importantes quant a la réactivité de notre médiateur
redox. Cependant, une nouvelle approche électrochimique plus approfondie, ou le systeme est suivi
par des méthodes électrochimiques mais également activé grace a la réduction par I'électrode la

naphthoquinone va étre présentée dans le chapitre suivant.
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Chapitre 5 : CATALYSE MOLECULAIRE D’UNE REACTION
ELECTROCHIMIQUE AVEC RETROACTION POSITIVE : PREUVE
DE CONCEPT DE L’AUTOCATALYSE MOLECULAIRE
ELECTROCHIMIQUE
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1. Suivi et activation de la réaction autocatalytique via la réduction
catalytique de 'oxygene par la 1,4-naphthoquinone sur une électrode

en carbone vitreux dans une cellule électrochimique classique

1.1. Premiére approche de la réactivité autocatalytique électrochimique avec la

sonde monoboronique par voltamétrie cyclique

Nous avons vu dans le chapitre précédent qu’il était possible de suivre électrochimiquement
la réaction autocatalytique, notamment a un potentiel suffisamment réducteur pour détecter
I"accumulation soudaine de quinone en solution. Dans ce nouveau chapitre, une nouvelle approche de
la réaction autocatalytique est envisagée en substituant le couple réducteur enzymatique (DI/NADH)
par une électrode pour réaliser la réduction de la 1,4-naphthoquinone de maniére électrochimique
uniquement. Il s’agit donc de répondre a la question suivante : est-il possible de se passer du couple
réducteur DI/NADH et de compter uniquement sur I’électrode pour réduire la quinone et permettre
une déprotection autocatalytique de la sonde, au moins a proximité de I'électrode dans la couche de
diffusion-réaction ? Et si oui, peut-on, grace a une réduction électrochimique, améliorer les
performances analytiques ? Dans un premier temps, une étude par voltamétrie cyclique de la sonde
monoboronique 4-DBN, dont le mécanisme a été décrit dans le chapitre 1, va étre présentée, selon le

schéma en Figure 5-1.



Catalyse moléculaire d’une réaction électrochimique avec rétroaction positive : preuve de concept de
I"autocatalyse moléculaire électrochimique

Amplification exponentielle

H,0, 0,

OH OH OH
‘ o
i
1
1
v
o
o

H,0,

« +2e +2H )

Suivi et activation du signal par I’électrode

Figure 5-1 : Réaction autocatalytique activée et suivie par réduction catalytique d’O, médiée parla 1,4-
naphthoquinone, cette-derniére apparaissant exponentiellement au cours du temps par la
déprotection de la sonde 4-DBN.

Le mécanisme réactionnel repose sur la dialectique suivante : dans un premier temps, un
équivalent de 4-DBN va étre déprotégée en présence d’un équivalent de H,0,, libérant un équivalent
de 1,4-NQH; sous sa forme réduite. Cette-derniere va s’auto-oxyder en présence d’oxygene dissous,
produisant un équivalent de 1,4-NQ et un équivalent de H,0,. Ceci constitue le cycle catalytique de
déprotection classique de la sonde. Ensuite, si la 1,4-NQ ainsi produite est proche de la surface d’une
électrode polarisée suffisamment négativement, celle-ci peut alors étre réduite en 1,4-NQH,, ce qui
permet alors de former un second cycle catalytique, localisé cette fois-ci, de réduction électrochimique
d’0O, médiée par le couple quinonique. Cette catalyse de la réduction d’O; par la 1,4-NQ est alors
couplée a la catalyse de déprotection oxydative de la sonde 4-DBN, et peut donc générer localement
la déprotection autocatalytique de la sonde. Dans la suite de ce manuscrit, le terme d’autocatalyse
électrochimique sera utilisé pour décrire ce type de réactivité, qui couple une réaction moléculaire

homogene a une réduction électrochimique localisée a proximité de I'électrode.

Cependant, deux chemins d’initiation non-spécifique de la réaction peuvent également

intervenir, comme représenté en Figure 5-2 :
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Amplification exponentielle

H,0, 0,

H,0,

[ +2e +2H +2e +2H* *

Figure 5-2 : Autocatalyse électrochimique de la sonde 4-DBN avec les instabilités associées sources de
signal non-spécifique.

La premiere, représentée en bleu et préalablement décrite, est due a I'instabilité de la sonde
4-DBN, qui en présence d’'O, peut se déprotéger en 1,4-NQH; et ainsi déclencher I'amplification
exponentielle de maniére non-spécifique. La cinétique de cette instabilité est rapide, et donne lieu en
présence de DI/NADH a une apparition de I'amplification exponentielle en I'absence de déclencheur
initial en environ 10 minutes. La seconde source, représentée en vert et propre a I'utilisation de
I’électrochimie, est la production de H,O, par la réduction directe a I'électrode de I'oxygéne a 2
électrons et 2 protons. Celle-ci peut déclencher non-spécifiquement le systéme, en produisant un flux
de H,0, a I'électrode. Cette seconde source est donc dépendante du potentiel appliqué a cette
électrode : dans le cas ol I'on se place a un potentiel suffisamment réducteur pour réduire la 1,4-NQ

mais pas suffisant pour réduire directement O, celle-ci doit étre négligeable.

Dans un premier temps, afin de déterminer les potentiels auxquels interviennent les
réductions directe et catalytique (médiée par 50 uM de 1,4-NQ), des voltamogrammes en présence et
absence de 1,4-NQ ont été réalisés et sont présentés sur la Figure 5-3. Celui en absence de quinone se
caractérise par une lente vague irréversible de réduction d’O, qui démarre aprés -0.3 V, et forme un

pic vers -0.6 V. L'attribution de ce pic a la réduction d’O, est confirmée par I'absence de tout pic apres
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dégazage par de I’Argon (pointillés noirs). Le voltamogramme en présence de quinone donne lui un pic
catalytique qui démarre vers -0.2 et forme un pic — 0,32 V. Ce pic catalytique est suivi ensuite par la
réduction directe d’O, avec un pic a -0.7 V, signe que la catalyse n’est pas totale dans ces conditions
expérimentales puisque du O est toujours présent a proximité de I'électrode pour y étre réduit
directement. En I'absence d’0; (courbe bleue), la 1,4-NQ donne lieu a un pic réversible a 2 protons et
2 électrons (Epc = -0.3 V et Ep, = -0,26 V), ce qui confirme que la catalyse apparait a un potentiel ou
I’'on commence a réduire la 1,4-NQ. Il apparait ainsi que dans ces conditions que la réduction directe
et la réduction catalytique sont relativement proches en termes de potentiel et donc qu’il est difficile

de réduire la quinone sans simultanément, méme si beaucoup plus lentement, réduire O, directement.

0,2
0,1
0,0
-0,1
~ 0,2 _; = = — -Blanc sous argon
E 0,3 _f — == -50uM 1,4-NQ sous argon
-&' ] réduction directe O.
1 2
= 044 A )
- 5 réduction catalytique O,
0.5 (50 uM 1,4-NQ)
-0,6 3
0,73
-0,8 I UL I I I I L I I

I
1,0 -09 08 -07 -0,6 05 -04 -03 0,2 -0,1 0,0 0,1
E(V/ECS)

Figure 5-3 : CVs 2 0.01 V.s* de 0 (vert) ou 50 uM de 1,4-naphthoquinone (rouge) sur une électrode de
carbone vitreux, dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5, non désaéré, sans convection. En
pointillés noirs le controle du blanc sous argon, en pointillés bleus le controle de la 1,4-NQ sous argon.

Dans un second temps, afin de valider le mécanisme d’autocatalyse électrochimique, un
voltamogramme mesuré en présence de 50 uM de la sonde 4-DBN a faible vitesse de balayage, en
I"'absence de H,0; initial, a été mesuré sur une méme électrode en carbone vitreux dans une cellule
électrochimique classique avec 7 mL de tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5. Les solutions ne
sont pas désaérées et aucune convection forcée n’est utilisée durant I'expérience. Trois scans sont
réalisés, et pour une meilleure visibilité, seuls les scans 1 et 3 sont représentés en Figure 5-4. Le
premier scan aller, en rouge (i.e. de -0.1 a -0.45 V/ECS), ne permet d’observer qu’un pied de vague de
réduction, démarrant aux alentours de -0.25 V, qui est attribuée a la réduction directe d'O; en H,0; a
la surface de I'électrode. Cependant, au scan retour, un croisement est observé a -0.37 V et un second

croisement apparait ensuite a -0.28 V. Ce comportement d’hystérésis traduit une accélération de la
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vitesse de réduction d’0O, entre I'aller et le retour, probablement lié a la production locale de 1,4-NQ a
proximité de I'électrode. Au troisieme scan en vert, on retrouve un plateau catalytique de réduction

d’0; par la 1,4-naphthoquinone a -0.3 V.

o004
-0,05
&
€ .0,10
£
i 4
= 0184
Scan 1 expérimental
-0,20
Scan 3 expérimental
) - = = -Scan 1 simulation
-0,25 - = = -Scan 3 simulation

) ¥ 1 v 1 v ) ¥ I L I v I v 1 .

-0,45 -0,40 -0,35 -0,30 -0,25 -0,20 -0,15 -0,10
E(V/ECS)

Figure 5-4 : CVs a 5 mV.s de la 50 uM de sonde 4-DBN dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH
8.5. Les potentiels sont balayés de -0.1 a -0.45 V/ECS au scan aller, et de -0.45 a -0.1 V/ECS au scan
retour. En traits pleins les résultats expérimentaux, en pointillés les simulations obtenues sur DigiElch.
Le scan 1 (rouge) et 3 (vert) sont représentés, le scan 2 est omis pour une meilleure lecture du graphe.

Ce phénomene de croisement puis d’apparition de la vague catalytique compléte au troisieme
scan sont le signe de la déprotection de la sonde en quinone avec le temps (et le potentiel) et donc la
signature de I'autocatalyse électrochimique. Ces croisements rappellent en effet ceux observés dans
les phénomenes électrochimiques autocatalytiques évoqués dans le Chapitre 1 partie 4 de ce
manuscrit, comme la réduction de H,0; sur une électrode d’argent (Figure 1-28) ou encore la réduction
électrochimique d’halogénures d’alkyles (Figure 1-29). lls signent I'autocatalyse qui se met en route,
de par l'instabilité de la sonde mais également la production non-spécifique d’H,0, par réduction
directe d’O; a I’électrode lors du scan aller. Ainsi au scan retour, le H,0; produit localement réagit avec
la sonde 4-DBN et la catalyse de réduction d’O; par la 1,4-NQ commence a apparaitre. Au cours des
scans, I'intensité de ce plateau de catalyse augmente de maniére exponentielle, car la 1,4-NQ apparait

par la réaction autocatalytique globale.

Sur ce méme graphe sont représentées des simulations, effectuées sur le logiciel DigiElch, a
partir des réactions homogenes et hétérogenes qui sont détaillés dans le Tableau 5-1. Nous avons ici
utilisé un modele simplifié de la réaction, en s’affranchissant a la fois (i) de la complexité du mécanisme

de réduction de la 1,4-NQet d’0O, a 2 électrons et 2 protons en milieu tamponné (voir chapitre suivant),
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ainsi que du mécanisme radicalaire d’auto-oxydation de la 1,4-NQH; (discuté dans le chapitre 3 et
résumé en Figure 3-11). Ce dernier est ici représenté par une seule réaction bimoléculaire et sa
constante apparente associée kox = 3300 Mt.sl. Ce modéle simplifié permet de rendre compte
grossierement du comportement d’hystérésis observé expérimentalement et confirme le mécanisme

proposé méme s’il devrait étre affiné.

Famille de réaction Réaction Constantes

E°=-0.4V/ECS; a=0.5;

Q+e =Q°
ks=0.1cm.s?
E®=-0.1V/ECS; a=0.5;
Electrochimique Q +e =QH,
ks=0.1cm.s?
E®=0.15V/ECS; a=0.3;
O, +2e =H,0,
ks = 4.5x10° cm.s’?
4-DBN+H,0, —QH, kg =300 M1s?
Réactivité de la sonde
4-DBN+0, —QH, +H,0, kn=0.25 M?ts?
4-DBN
4-DBN — 1naphtol ko, = 0.0004 s!
Auto-oxydation de la
QH, +0, ->Q+H,0, kox = 3300 M5

1,4-NQH;

Tableau 5-1 : Réactions et constantes des réactions rentrées dans DigiElch pour la simulation de la CV
représentée en Figure 5-4.

De cette étude en voltamétrie cyclique, deux autres points sont a souligner. D’une part, la
réactivité de la sonde monoboronique nous a permis de mettre en évidence le schéma d’autocatalyse
électrochimique avec auto-activation de la réduction d’O; mais elle est trop rapide, notamment son
instabilité, pour mettre en ceuvre, d’un point de vue analytique, une méthode de détection d’H,0,.
Nous allons donc étudier par la suite la réaction autocatalytique électrochimique avec la sonde
doublement protégée 1,4-bis-DBN étudiée jusque-la, bien plus stable et a la réactivité modérée. Une
autre conclusion est que, dans une méme optique de développer une méthode de détection, la
voltamétrie cyclique n’est pas la méthode électrochimique adaptée. En effet, il serait plus simple de

réaliser ces expériences a potentiel constant ce qui permettrait de polariser I'électrode a un potentiel
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suffisamment réducteur en permanence. Par un choix rationnel de ce potentiel, cela devrait également
permettre de minimiser la réduction directe d’O, a la surface de I’électrode. A un potentiel de -0.3
V/ECS par exemple, on observe sur la Figure 5-3 une large différence entre la réduction catalytique
d’0, avec une intensité de I'ordre de -0.5 pA/mm? et sa réduction directe, avec une intensité quasi-
nulle. Ce potentiel sera choisi par la suite pour étudier la réactivité de la réaction autocatalytique avec

la sonde 1,4-bis-DBN.

1.2. Approche de la réactivité électrochimique autocatalytique avec la sonde
diboronique par chronoampérométrie
Comme montré précédemment, pour obtenir les meilleures performances analytiques pour la
détection de H,0; avec la réaction autocatalytique, il est nécessaire que les réactifs (i.e. la sonde, la
réduction et I'oxydant) soient le plus stables possible, pour ne pas générer d’espéces pouvant
déclencher I'amplification de maniere non-spécifique. Ainsi, la sonde monoboronique est remplacée
par la sonde diboronique que nous avons décrite précédemment comme étant d’une trés grande
stabilité. Le schéma en Figure 5-5 représente le mécanisme de couplage entre la réduction catalytique

hétérogene d’0; et la déprotection oxydative de la sonde 1,4-bis-DBN par H,0..

A
iy

OH 0, H,0,

Spécifique Non spécifique
& +2e +2H* +2e +2H ")

Figure 5-5 : réaction autocatalytique électrochimique avec la sonde doublement protégée 1,4-bis-DBN.
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La réaction autocatalytique sera ici activée et suivie par chronoampérométrie a un potentiel
sélectif de -0.3 V/ECS, comme évoqué précédemment. En effet, a ce potentiel on s’attend a étre
sélectif de la réduction catalytique vis-a-vis de la réduction directe d’O; et obtenir ainsi les meilleures
performances analytiques. Dans un premier temps, des simulations sur DigiElch sont montrées ci-
dessous, a partir du méme modeéle que celui évoqué pour la CV du monoboronique dans la partie
précédente. Seule une premiere étape de déprotection de la sonde 1,4-bis-DBN en 4-DBN (clivage
oxydatif d’un site pinacol ester boronique par un équivalent d’H,0,) a été rajoutée, et la constante
cinétique d’oxydation par O, de l'intermédiaire monoboronique 4-DBN a été définie comme nulle,
comme discutée dans le chapitre 3 (1.4.2) en milieu réducteur. Enfin, la constante de transfert
électronique hétérogene a été légerement ajustée pour représenter au mieux la réduction directe d’'0,
dans les conditions expérimentales. L'ensemble des réactions et leurs constantes thermodynamiques

et cinétiques sont résumées dans le Tableau 5-2.

1714 I U .
-0,02 " [H,0,] (uM)
i 50
d 15
& .0,04 - 5
= 0,04 i
£ 1.5
< 1 0.5
< .0,06- 0,15
| 0 (Blanc)
g — = 0 (Blanc) avec faible
-0,08 o réduction directe de O,
1 E=0.3 V/ECS
-0,10 +——r—rr e

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
t (min)

Figure 5-6 : Simulation numérique sur le logiciel DigiElch de I'autocatalyse électrochimique avec 50 uM
de 1,4-bis-DBN a -0.3 V/ECS sur une électrode de 0.07 cm? en présence de : [H,02] (uM) : 50 (bleu), 15
(jaune), 5 (orange), 1.5 (rose), 0.5 (rouge), 0.15 (violet), 0 Blanc (noir), et 0 avec une trés faible
constante de transfert électronique hétérogéne pour la réduction directe d’O; (gris pointillés). Les
réactions électrochimiques et chimiques, ainsi que leurs constantes thermodynamiques et cinétiques
sont données dans le Tableau 5-2.
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Famille de réaction Réaction Constantes

E°=-0.4V/ECS; a=0.5;

Q+e =Q°
ks=0.1 cm.s*
E°=-0.1V/ECS;a=0.5;
Electrochimique Q +e =QH,
s=0.1cm.s?
E®=0.15V/ECS; a=0.3;
O,+2e =H,0,
ks = 1x101° cm.s?
1,4-bis-DBN+ H,0, —4-DBN kd1=35M1ls?
4-DBN+H,0, >QH kd2 =300 M 1.5
Réactivité de la sonde 4- ,0, > QH, o2 °
DBN
4-DBN+0, —QH, +H,0, kn=0M1s?
4-DBN — 1naphtol ke = 0.0004 s
Auto-oxydation de la
QH, +0, -Q+H,0, kox=3300 M 1.5

1,4-NQH:

Tableau 5-2 : Réactions et constantes des réactions rentrées dans DigiElch pour la simulation de la CV
représentée en Figure 5-6.

Plusieurs chronoampérogrammes simulés sont présentés en Figure 5-6. En pointillés gris, on
observe la réponse électrochimique attendue dans le cas ou il n’y a pas de déclencheur initial et ou la
réduction directe d’O, a I’électrode est fortement inhibée (kieho2 = 1x1012 cm.s?). Celui-ci ne présente
aucune évolution du courant au cours du temps. En effet, la sonde étant extrémement stable et ne
présentant aucune réactivité redox sous sa forme diboronique, rien ne peut déclencher I'amplification
exponentielle au cours du temps, le flux de production de H,0; par réduction directe d’O, étant trop
faible. Cependant, dans le cas ou I'on réactive la réduction directe d’O; a I’électrode (kien,02 = 1x10™1°
cm.s?), 'intensité évolue sous la forme d’une sigmoide : dans un premier temps, le courant n’évolue
pas, signant la phase de latence de la réaction autocatalytique. Cette premiéere phase est ensuite suivie

par une phase de croissance non-linéaire du courant en valeur absolue, avant de rediminuer
. e 1 R L .
progressivement avec une allure diffusionnelle (en ﬁ)‘ La méme allure est observée sila concentration

en déclencheur n’est pas nulle : plus la concentration est élevée, plus le temps de la phase de latence

est court. Théoriquement, il semble donc possible d’utiliser 'autocatalyse électrochimique pour la
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détection d’H,0,, en reportant par exemple le temps du pic (i.e. le maximum d’intensité cathodique)

en fonction de la concentration initiale en déclencheur, de 50 a 0.15 pM de concentration en H,0,.

Cette forme de chronoampérogramme originale peut s’expliquer comme suit : durant la phase
de latence, la production de 1,4-NQ par déprotection de la sonde est trés lente, et on n’observe
quasiment pas d’évolution de courant. Aprées cette phase, I'amplification exponentielle s’accélere via
la catalyse croisée, i.e. au voisinage de I"électrode de plus en plus de sonde se déprotege en 1,4-NQH,
qui par auto-oxydation reforme le H,0, et accélére a nouveau la déprotection. Les 50 uM de 1,4-bis-
DBN se transforment alors en 50 uM de 1,4-NQ avec une cinétique exponentielle induite par
|'autocatalyse, donnant lieu a une augmentation de l'intensité de catalyse de réduction d’O,. Apres
cette phase d’amplification proche de la surface de I'électrode, la quinone produite diffuse de
I’électrode vers le cceur de la solution et O, est également déplété a la surface, donnant lieu a une
diminution du courant de catalyse par combinaison de ces deux phénomenes. Il est important de noter
gue la seule source de réponse non-spécifique du systeme est ici la production de H,0, par réduction

directe d’O; a I'électrode, puisque qu’aucune réaction ne produit une espéce déclencheuse via une

instabilité de la sonde. Voyons maintenant ce qu’il en est expérimentalement.

Trois chronoampérogrammes réalisés pour une concentration initiale nulle en H,0, sont

présentées en Figure 5-7. Un potentiel E,pp = -0.3 V/ECS est appliqué a I’électrode de travail en carbone
vitreux, et le courant sera mesurée entre celle-ci et une contre-électrode de platine, le tout dans une
cellule électrochimique classique d’environ 7 mL de volume, sans convection et sans désaération. La

simulation préalablement discutée est également représentée en pointillés noirs sur le graphe.

-0,02

-0,03 -

I (HA/mm?)

-0,04

Expérience 1
Expérience 2
Expérience 3

-0,05 4

{4 = = =Simulation

1 X -
0 10 20 30 40 50 60 70 80

t (min)

Figure 5-7 : Chronoampérogrammes a E,pp = -0.3 V/ECS de 50 uM de 1,4-bis-DBN sur une électrode de
carbone vitreux, dans 7 mL de tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5, non désaéré, sans convection.
En trait plein rouge, vert et bleu sont représentées trois fois la méme expérience. En pointillés noirs,
la simulation discutée précédemment.
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Dans le cas de I'expérience 1, on retrouve bien la forme prédite par la simulation numérique
du chronoampérogramme sur DigiElch. Dans un premier temps, apres diminution rapide du courant
lié alafois ala décharge du courant capacitif sur les premiéres secondes de I’expérience et a un courant
de réduction résiduel probablement d{ a la réduction directe d’O,, on a une phase de latence, de 0 a
22 min a-0,016 pA/mm?. Aprés la phase de latence, une augmentation exponentielle en valeur absolue
de 25 pA/mm? de l'intensité de réduction se déroule entre 22 et 34 min. Puis, de 34 min a la fin de
I’expérience, I'intensité décroit lentement. Cependant, la réponse obtenue dans le cas de I'expérience
2 et 3 n’est pas reproductible en termes de temps et d’intensité, et I'allure, notamment lors de la
derniere phase de chute du courant, est parfois fluctuant (présence de saut de courant sur I'expérience
2 et 3). De par ces premiers résultats montrant une faible reproductibilité, I'autocatalyse
électrochimique dans ces conditions ne semble donc pas assez robuste et reproductible pour
permettre d’étre utilisée comme méthodologie de détection d’H,0,. De ce fait, la détection de
concentrations en déclencheur H,0;, n’a pas été jugée pertinente dans cette configuration sur une
électrode de carbone vitreux. Cependant, un temps moyen de la réponse non-spécifique de
I"autocatalyse électrochimique a partir des temps de pics est extraite : tpico um (Blanc) = 34 £ 6.5 min. Ce
temps de réponse est bien plus rapide que celui observée avec un le couple réducteur enzymatique
DI/NADH (environ 5 heures par suivi spectrophotométrique et 10 heures par suivi électrochimique,
dans les mémes conditions). Cela peut suggérer que la production non-spécifique de H,0, est
beaucoup plus importante par réduction directe d’O; au voisinage de I'électrode et contréle la réponse

non-spécifique.

Pour comprendre I'origine de ces fluctuations du signal, une CV est enregistrée a la fin de
I’expérience 2 (Figure 5-7 courbe verte, a 70 min). Puis une seconde CV est enregistrée apres mélange
de la solution. Les résultats sont représentés sur la Figure 5-8. Ainsi, en toute fin de
chronoampéromeétrie, sans toucher a la solution, on observe bien une faible vague catalytique vers -
0.3 V correspondant a la 1,4-NQ qui catalyse la réduction d’O,, puis la réduction directe d’O; dont on
voit le pied de vague a -0.4 V (Figure 5-8, courbe en bleu). Cependant, si la solution est mélangée, la
vague catalytique disparait et seule la réduction directe d’O; est observée (Figure 5-8, courbe en noir).
Le signal de réduction catalysée par la 1,4-NQ a maintenant complétement disparu, suggérant qu’apres

mélange la concentration en catalyseur a proximité de I'électrode est tres faible.

188



Catalyse moléculaire d’une réaction électrochimique avec rétroaction positive : preuve de concept de
I"autocatalyse moléculaire électrochimique

0,01

0.01V.s*

0,00

-0,01

-0,02

-0,03

I(LA/mm?)

-0,04

-0,05

avant mélange
-0,06

aprés mélange

LN B I S N B B S S S B B B NN LB B NN S N B BN N B NN S N R

-045 -0,40 -035 -0,30 -0,25 -0,20 -0,15 -0,10 -0,05

E(V/ECS)

Figure 5-8 : CV 3 0.01 V.s? 3 la toute fin de 'expérience 2 de la Figure 5-7. En bleu : la solution et la
cellule électrochimique ne sont pas touchées entre la fin de la chronoampérométrie et la CV. En noir :
la solution est mélangée dans la cellule électrochimique a I'aide d’une pipette.

Cette expérience montre qu’au cours de la chronoampérométrie, la 1,4-NQ est accumulée
uniquement a proximité de I'électrode (dans la couche de diffusion-réaction) et que la convection
forcée due au mélange entraine sa dilution dans tout le volume. On peut deés lors penser que ce
processus survient tout au long de la mesure et que, dans cette configuration de cellule
électrochimique classique le systeme est alors ultra-sensible a toute convection naturelle, qui ne peut
étre contrélée et donc qui est susceptible de varier d’une expérience a 'autre ou avec le temps, les
expériences durant en effet plus d’une dizaine de minutes. Ceci suggére que l'efficacité de
|"autocatalyse est tres dépendante des conditions hydrodynamiques. Cette dépendance aux conditions
hydrodynamiques du couplage de la réaction homogéne de la sonde avec la réaction hétérogene de
réduction catalytique d’O, permet de donner une premiere explication a la non-reproductibilité
observée lors des expériences. Face a cette problématique, venir confiner la réaction autocatalytique
électrochimique dans une couche mince de liquide au-dessus de I’électrode semble une option
intéressante. En effet, travailler dans une couche mince permettrait d’accélérer la réaction (vide infra)
mais également de s’affranchir des problemes liés aux perturbations hydrodynamiques dans la cellule

électrochimique.
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2. Etude de l'autocatalyse électrochimique dans un dispositif couche

mince sur une électrode de carbone vitreux

Afin de pallier aux problémes observés précédemment lors du couplage « homogeéne /
hétérogene » de la réaction autocatalytique électrochimique, un systéme de cellule électrochimique
couche mince a été élaborée au laboratoire. Cela permet d’une part de venir concentrer localement le
produit de la réaction homogene au niveau de I'électrode ou se déroule la réaction de réduction
hétérogene, et ainsi potentiellement accélérer les temps de réponse du systeme. D’autre part, cela
pourrait permettre également de limiter les effets de la convection naturelle sur le couplage

réactionnel grace a une épaisseur de liquide suffisamment faible.

2.1. Simulation de I'autocatalyse électrochimique en couche mince

Dans un premier temps, les mémes simulations présentées pour la réaction autocatalytique
électrochimique sur DigiElch, jusque-la étudié en diffusion semi-infinie (signifiant que les espéces
chimiques peuvent diffuser infiniment jusqu’a I’électrode), ont été réalisées dans des conditions de
volume fini. Ces conditions nous permettent de mimer une couche mince, avec un volume V en contact
avec la surface de I'électrode, qui correspond au produit de la surface de I'électrode par la hauteur h
de liquide que celle-ci voit. Dans le cas d’une électrode en forme de disque de diamétre d, le volume
de la couche mince est défini comme :

d2

V = S¢iectroge X h = ﬂzh

Dans des conditions couche mince, le rapport surface/volume est suffisamment important
pour venir réduire ou oxyder électrochimiquement I'intégralité de quantité de matiére comprise dans
le volume. Les espéeces sont confinées dans un volume de solution fini et ne peuvent donc en théorie
pas étre renouvelée par diffusion. Le méme modele que celui décrit en Tableau 5-2 avec 50 uM de
sonde 1,4-bis-DBN et en I'absence d’H,0; a été repris dans des conditions ou la réaction se déroule
dans une couche de liquide au-dessus de I'électrode d’une hauteur de 75 um. Les résultats sont
présentés en rose sur la Figure 5-9, et sont comparés aux résultats obtenus précédemment en diffusion

semi-infinie :
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Figure 5-9 : Simulation numérique sur le logiciel DigiElch de I'autocatalyse électrochimique avec 50 uM
de 1,4-bis-DBN en absence de H,0, a -0.3 V/ECS sur une électrode de 0.07 cm?. Les réactions
électrochimiques et chimiques, ainsi que leurs constantes thermodynamiques et cinétiques sont
données dans le Tableau 5-2. En noir : la simulation est réalisée dans des conditions semi-infinies. En
rose : la simulation est réalisée dans un volume fini au-dessus de I’électrode d’une hauteur de 75 um.

Tout d’abord, la diminution de temps de latence montre comme attendu une accélération de
la réaction autocatalytique électrochimique dans le cas ou elle se déroule dans une couche mince. Tout
parameétres égaux par ailleurs, le temps de pic par simulation passe de 44 min en diffusion semi-infinie
a seulement 5.5 minutes dans une configuration couche mince. Cette accélération de la réponse
électrochimique s’explique par le fait que la quinone et le H,0; produits restent confinés proche de
I’électrode, sans perte par diffusion, ce qui favorise les cinétiques réactionnelles. Autrement dit, les
deux boucles catalytiques se produisant dans une couche mince finie, leur couplage est ainsi favorisé
et la cinétique globale de la réaction autocatalytique est accélérée. Ensuite, I'intensité du pic diminue
également dans la configuration couche mince (-0.025 uA/mm? en rose contre -0.05 pA/mm? en noir).
Cette diminution de I'intensité s’explique par une quantité finie d’O, dans la couche mince. L'oxygene
dissous est en effet consommé par la catalyse ; or, dans une couche de volume finie, la quantité est

plus faible, celui-ci s’épuise donc plus rapidement. Enfin, cette observation correle avec le
1
Vt

avant de se stabiliser a un courant de diffusion non nul. Dans le cas de la couche mince, la décroissance

comportement de I'évolution de I'intensité apres le pic, qui en diffusion semi-infinie décroissait en

est tres rapide, et le courant atteint une valeur nulle en quelques secondes. Cette décroissance rapide
vers un courant nul est la conséquence de I'épuisement total d’O; dans la couche mince, qui ne peut
pas étre renouvelé par diffusion. La méme simulation, mais en faisant varier la hauteur h de la couche

mince a été réalisée et est présentée en Figure 5-10 pour quatre hauteurs (10, 25, 50 et 75 um). On
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observe ainsi une diminution simultanée de I'intensité et du temps de pic avec une diminution de la
hauteur de la couche mince. En effet, I'effet de confinement est d’autant plus important que le rapport
surface/volume est grand, et de plus, la quantité d’O, disponible est également plus faible. Pour
assurer une bonne reproductibilité des résultats, un systeme expérimental robuste nous permettant

d’obtenir une hauteur de couche mince similaire d’'une mesure a l'autre est alors nécessaire.
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Figure 5-10 : Simulation numérique sur le logiciel DigiElch de I'autocatalyse électrochimique avec 50
uM de 1,4-bis-DBN en absence de H,0; a -0.3 V/ECS sur une électrode de 0.07 cm?, pour plusieurs
hauteurs de couche mince (um): 10 (noir), 25 (rouge), 50 (bleu), 75 (rose). Les réactions
électrochimiques et chimiques, ainsi que leurs constantes thermodynamiques et cinétiques sont
données dans le Tableau 5-2.

2.2. Présentation du dispositif expérimental de formation de couche mince

Un premier dispositif de couche mince a partir d’'une cellule en verre et d'un
micromanipulateur va étre présenté. L'idée est de venir, apres introduction de tous les réactifs dans
une solution de 5 mL, plaquer une électrode en carbone vitreux a I'aide d’un micromanipulateur,
contre une plateforme en verre, et mesurer le courant par chronoampérométrie. La surface de
I’électrode de travail ne verra donc que le volume de liquide contenu entre elle et la plateforme de
verre, ou se déroulera la réaction autocatalytique électrochimique. Le systeme est présenté en Figure

5-11.
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Figure 5-11 : Montage expérimental pour I'autocatalyse électrochimique en couche mince. (A) Cellule
électrochimique utilisée, V =5 mL, a droite de la cellule une plateforme en verre plane permet de venir
poser I'électrode. (B) Schéma représentatif de la configuration couche mince de I’électrode de travail
en carbone vitreux. (C) Montage expérimental réel de la configuration couche mince pour
|"autocatalyse électrochimique.

La cellule électrochimique en Figure 5-11A, fabriquée par le verrier a I'Université Paris Cité,
permet de déposer sur une plateforme de surface plane I'électrode en carbone vitreux, et de travailler
dans un volume de 5 mL au total. L'idée est de venir déposer |'électrode en carbone vitreux contre
cette plateforme a 'aide d’'un micromanipulateur, et les deux autres électrodes sont immergées dans
la solution. Cette configuration permet de travailler en couche mince sans interférence des produits
des contre-réactions a la contre-électrode. La Figure 5-11C illustre le dispositif expérimental utilisée.
Sur un support de fixation en forme de tripode est aimantée le socle du micromanipulateur, et de
I'autre coté la cellule A, tenue par une pince, est déposée sur un contrepoids. Le tripode est fixé a la
paillasse par deux serre-joints. Ces précautions permettent, lors de I'approche verticale de I'électrode

(vissée au micromanipulateur) vers la plateforme, une stabilité du systéme et ainsi une meilleure
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reproductibilité de I'épaisseur de la couche mince formée. Les autres électrodes sont immergées dans

la solution.

2.3. Preuve de concept du dispositif expérimental de formation de couche mince a
partir d’'une sonde électrochimique

Pour étudier le phénomeéne d’autocatalyse électrochimique avec une épaisseur de couche
mince la plus reproductible possible, le protocole est toujours appliqué de la maniéere suivante : les
réactifs sont introduits dans le tampon électrolyte, I'électrode est approchée de la plateforme en verre,
et la vis micrométrique du micromanipulateur « serre » I’électrode contre la plateforme, avec toujours
le méme nombre de tours de vis. Dans un premier temps, |'efficacité de ce systéeme a été étudiée a
partir de la reproductibilité de la réponse en voltamétrie cyclique du ferrocéne-méthanol. Cette sonde
électrochimique représentée en Figure 5-12, qui s’oxyde puis se réduit réversiblement a 1 électron,
nous permet d’observer par notre dispositif expérimental une bonne reproductibilité des CVs comme

illustré en Figure 5-13.

Figure 5-12 : Structure du ferrocene-méthanol
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Figure 5-13 : CV a 0.01 V.s? sur électrode en carbone vitreux (diamétre = 3 mm) de 500 uM de
ferrocene-méthanol dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5. En noir : I'électrode est placée
dans le volume de la solution. En couleurs : I’électrode est placée dans la configuration couche mince
décrite sur la Figure 5-11, avec le méme serrage initial de la vis micrométrique.

La forme des CVs obtenues est caractéristique d’une configuration de cellule électrochimique
en couche mince. En effet, sur la CV en cellule classique (Figure 5-13, en noir), aprées le maximum du
pic d’oxydation a E;, = 0.23 V, le courant décroit du fait de I'épuisement local de la sonde redox prés
de I'électrode, et la diffusion devient limitante. Cependant, dans la configuration couche mince, le pic
d’intensité plus faible est quasiment symétrique de chaque c6té et I'intensité en fin de vague atteint
une valeur quasi-nulle. Cette allure est caractéristique d’une CV en couche mince, car la quantité de
matiere de sonde disponible est limitée dans le volume V de la couche mince. C'est donc un
phénomeéne de micro-électrolyse, contrairement au phénomeéne observé lors d’une CV classique en
volume, ol seule une partie négligeable de la quantité de matiére disponible est transformée. Par
ailleurs, la hauteur de la couche mince est un facteur clé de l'intensité des pics d’oxydation et de
réduction : plus la couche mince est fine, moins il y aura de quantité de matiére disponible et donc
moins le pic sera intense. La forte reproductibilité sur une dizaine de mesures de I'intensité des pics
(avec une intensité de pic anodique moyenne i, = 0.260 + 0.005 pA/mm?) nous permet d’affirmer qu'’il
est possible d’obtenir une couche mince de hauteur reproductible a partir de notre dispositif

expérimental.
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Figure 5-14 : CV a 0.01 V.s sur électrode en carbone vitreux (diamétre = 3 mm) de 500 puM de
ferrocéne-méthanol dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5. En noir : I'électrode est placée
dans le volume de la solution. En rose : I'électrode est serrée de maniere classique sur la plateforme
en verre. A chaque « +20 », la vis micrométrique est serrée de 20 petites graduations (en ligne pleine).
Apreés 8 serrages successifs, la vis micrométrique est desserrée de « -20 » successivement trois fois (en
pointillés).

Une seconde expérience de couche mince avec la sonde ferrocéne avec variation du serrage
est présentée en Figure 5-14. Dans cette expérience, les mémes conditions que précédemment sont
appliquées pour obtenir une CV en couche mince de 500 UM de la sonde ferrocéne-méthanol. Puis, la
vis micrométrique qui supporte |'électrode de carbone vitreux est serrée successivement 8 fois avec le
méme pas « +20 » (correspondant a 20 petites graduations de la vis micrométrique). On observe alors
une diminution des intensités de pics anodiques et cathodiques a chaque serrage. Cette observation
montre qu’avec le dispositif expérimental utilisé, différents serrages menent a différentes intensités
de pics. La diminution des intensités de pics en augmentant le serrage de la vis s’explique par une
diminution de la hauteur de la couche mince. Cette configuration permet donc bien d’obtenir des
couches minces de différentes hauteurs. Dans un second temps, en pointillés, |a vis est desserrée avec
le méme pas trois fois d’affilée, et les intensités de pics réaugmentent pour atteindre des valeurs

proches des précédentes : le processus de serrage de la couche mince est donc réversible.

A partir de ces expériences, nous pouvons déterminer la hauteur de la couche mince lors des
différentes CVs. En effet, a partir de la loi de Faraday Q = nF * N (avec Q en coulomb (C) la quantité

charge consommée par une réaction électrochimique, n = 1 le nombre d’électron échangé, F = 96500
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C.mol? la constante de Faraday, N la quantité de matiére consommée), il est possible de déterminer
la quantité de matiére consommée. La totalité du ferrocene-méthanol contenu dans la couche mince
étant consommé lors de la CV, en rapportant la quantité de matiere consommée a la concentration
initiale (500 uM), il est possible de déterminer le volume de solution. La quantité de charge est
déterminée en divisant I'aire sous le pic anodique ou cathodique (déterminée numériquement a partir
du logiciel Nova) par la vitesse de balayage. En Figure 5-14, |'intégration du pic anodique de la CV en
rose (0, posée, correspondant au premier serrage classique du systeme couche mince), donne une
hauteur de la couche mince de 52 um. L’intégration de la CV en cyan (correspondant au plus fort
serrage et donc a la plus faible intensité et aire de pic) donne une hauteur de la couche mince de 34
um. Il est alors important de constater a quel point une faible variation de la hauteur peut faire varier
I'intensité des pics d’'une CV en couche mince. Cependant, cela nous permet de nous rassurer sur une
valeur d’un peu plus de 50 um reproductible pour la réaction autocatalytique en couche mince si nous

adaptons le serrage classique.

Ces deux expériences permettent donc de nous rassurer sur la possibilité de former une
couche mince a partir du dispositif expérimental ainsi que sur la reproductibilité de sa hauteur. A partir
de cette configuration de cellule électrochimique fiable, une étude de 'autocatalyse électrochimique

va alors pouvoir étre réalisée pour étre comparée aux simulations.

2.4. Autocatalyse électrochimique en couche mince

La réaction autocatalytique électrochimique pour une réponse non-spécifique du blanc a été
réalisée dans les conditions classiques (Eapp = -0.3 V/ECS, [1,4-bis-DBN] = 50 uM, [H,0] = 0 uM, dans
un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5), avec le nouveau dispositif expérimental de couche
mince décrit précédemment. Un serrage classique de I'électrode contre la plateforme de verre est
appliqué, et une hauteur de couche mince h =52 um environ est alors attendue d’apreés les estimations
déterminées via la sonde ferrocene. La sonde est introduite, puis rapidement I'électrode est serrée
dans la configuration couche mince et la chronoampérométrie est lancée. Le chronoampérogramme
obtenu est représenté en Figure 5-15 en trait vert, et en pointillés sont rappelés les simulations

numeériques obtenues a une hauteur de couche mince de 50 et 75 pum.
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Figure 5-15 : Trait plein vert : chronoampérogramme de I'autocatalyse électrochimique avec 50 uM de
1,4-bis-DBN en I'absence de H,0;a -0.3 V/ECS sur une électrode de 0.07 cm? dans un tampon Tris 0.1
M + 10 uM EDTA a pH 8.5. Pointillés verts: soustraction du courant résiduel lors de la
chronoampérométrie pour ajuster la courbe expérimentale au courant résiduel des simulations. En
tirets les simulations obtenues en Figure 5-10 pour 50 (bleu) et 75 (rose) um de hauteur de couche
mince.

La forme du chronoampérogramme expérimental différe par plusieurs aspects de la forme
attendue par simulation. En effet, on observe expérimentalement un fort courant initial qui diminue
au cours de la premiére minute de I'expérience. Il correspond en partie a la décharge du courant
capacitif classiqguement observé sur une électrode en carbone vitreux, et n’est pas pris en compte dans
la simulation. Cependant, le courant résiduel atteint aprés cette décharge, (ici de -0.025 pA/mm? au
bout de 2 minutes, sur la Figure 5-15 en trait plein vert) est bien plus important. De plus, celui-ci varie
d’une expérience a I'autre (non montré ici), car il est tres sensible a I’état de surface de I'électrode : ce
point sera détaillé par la suite dans ce chapitre. Si I'on retranche ce courant résiduel (pointillé vert),
I’évolution du courant ainsi que I'ordre de grandeur du courant observée expérimentalement sont tres
similaires aux simulations: cette phase correspond a I'accumulation exponentielle de la
naphthoquinone dans la couche mince par la réaction autocatalytique, qui engendre un courant
catalytique la réduction d’O,. La redescente du courant aprés le pic, due a I'épuisement d’O; dans la
couche mince, n’est cependant pas de méme allure lorsque I'on compare simulation et expérience.
Comme évoqué précédemment dans les simulations, on s’attend a une déplétion rapide d’O; dans la
couche mince, entrainant une chute rapide du courant a une valeur nulle. Cependant
expérimentalement, cette chute est lente et tend vers un courant non nul, indiquant que I'oxygéne
arrive a pénétrer dans la couche mince et continuer de diffuser a I'électrode. Une diffusion radiale d’O;

est suspectée : en effet, le plastique entourant la surface de carbone vitreux n’étant pas de la méme
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exacte hauteur, 'oxygene peut pénétrer radialement et atteindre la surface électro-active par
diffusion. Un schéma de cette diffusion radiale d’O; lors de I'autocatalyse électrochimique en couche
mince est représenté en Figure 5-16. Cependant, si on se fie a la détermination de la hauteur de 52
um de la couche mince évoquée précédemment, et compte tenu de la simplicité du modéle
moléculaire rentré dans la simulation, le temps et I'intensité du pic de I'autocatalyse électrochimique

est tres proche des valeurs attendues.

Corps en téflon de Electrode de Plateforme de verre
I'électrode carbone vitreux

Figure 5-16 : représentation schématique de la diffusion radiale d’O, vers la surface de I'électrode en
carbone vitreux sertie dans un corps en téflon lorsque I'électrode est déposée sur la plateforme de
verre en configuration couche mince.

Pour pouvoir s’assurer que la réaction autocatalytique électrochimique était bien due au
couplage de la réaction homogene de déprotection avec la réduction électrochimique catalytique de
I’0, médiée par la 1,4-NQ, deux autres types de sondes congues au laboratoire ont été testés dans les
mémes conditions. Une est la sonde 2,5-OMe-PB, étudiée préalablement dans le chapitre 3 (3.2), qui
libere une 2,5-OMe-benzoquinone dont la cinétique globale de recyclage redox est efficace dans le cas
d’une réduction a 2 électrons et 2 protons (avec le couple réducteur enzymatique DI/NADH par
exemple). La seconde est la sonde 2,5-Me-PB, qui a été étudiée au cours de la these de Pan HUI au
Laboratoire d’Electrochimie Moléculaire?, qui libére une 2,5-Me-benzoquinone. Cette derniére ne
présente pas d’activité de catalyse de la réduction électrochimique d’O,, et de ce fait constitue un bon

controle car aucune autocatalyse électrochimique n’est attendue.
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Les chronoampérogrammes dans les mémes conditions pour les trois sondes différentes (1,4-
bis-DBN, 2,5-OMe-PB et 2,5-Me-PB) sont présentés en Figure 5-17, ainsi que la méme expérience sans

sonde pour le contréle du blanc.
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Figure 5-17 : Chronoampérogrammes de I'autocatalyse électrochimique a -0.3 V/ECS sur une électrode
de carbone vitreux (d = 3 mm) pour 50 uM de sonde dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH
8.5. Sonde : aucune (noir), 1,4-bis-DBN (vert), 2,5-OMe-PB (rouge), 2,5-Me-PB (bleu). Les structures
moléculaires de chaque sonde sont représentées dans la méme couleur et a coté de leur
chronoampérogramme associé.

Pour la courbe noire qui correspond au contréle du blanc (i.e., sans sonde boronique), on
observe dans un premier temps la chute du courant capacitif évoquée précédemment, puis la
réduction directe d’O; avec une trés faible diminution du courant sur plus de 3 heures. L’oxygéene arrive
cependant a étre transportée jusqu’a I'électrode car le courant atteint un état stationnaire non nul
rapidement, par diffusion radiale. Ce contr6le du blanc sans sonde permet de s’assurer que I'apparition
du pic observé expérimentalement en Figure 5-15 est bien due a la réaction autocatalytique engendrée
par la sonde 1,4-bis-DBN. Dans le cas de la sonde 2,5-OMe-PB (Figure 5-17, encart), dont la
benzoquinone une fois libérée apres oxydation par H,0, des deux groupes pinacols esters boroniques
entraine une catalyse électrochimique de réduction d’O,, un pic plus faible apparait également apres
une dizaine de minutes. Cependant dans le cas de la sonde 2,5-Me-PB, dont la benzoquinone ne
permet pas de catalyser électrochimiquement la réduction d’0,, aucun pic n’apparait sur trois heures.
Cette expérience nous permet donc de confirmer la preuve de concept de la réaction autocatalytique
électrochimique en couche mince, dans le cas ou le médiateur redox libérée par une sonde permet la

réduction électrochimique d’O..
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La preuve de concept de la réaction autocatalytique électrochimique en couche mince ayant
été établie, la reproductibilité de la réponse non-spécifique (i.e. en I'absence d’H,0,) a été étudiée sur
plusieurs expériences. Cinq chronoampérogrammes sont représentés en Figure 5-18. Malgré la haute
reproductibilité de la hauteur de la couche mince, les temps de réponse varient sensiblement d’'une
expérience a l'autre. Un temps de réponse pour la réponse-non spécifique de la sonde 1,4-bis-DBN (la
réaction est déclenchée par la production non-spécifique de H,0; a I'électrode par réduction directe
d’0;) de 5,1 + 0,95 minutes est extrait, soit une variabilité du temps de réponse d’environ 20%. De

plus, le courant résiduel de la phase de latence varie également entre -0.025 et -0.03 pA/mm?2.

-0,020

E=-0.3 V/ECS

-0,025

-0,030

-0,035

-0,040

I(nA/mm?)

-0,045

-0,050

-0,055

-0,060

ns,1 ns,3 “ns/4 ns,5

t (min)

Figure 5-18 : Chronoampérogrammes de I'autocatalyse électrochimique avec 50 uM de 1,4-bis-DBN
en 'absence de H,0,a -0.3 V/ECS sur une électrode de 0.07 cm? dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM
EDTA a pH 8.5. L'expérience est répétée 5 fois (en rouge, bleu, vert, orange, et noir). Les temps de pics
sont reportés sur I'axe des abscisses.

La variabilité de I'intensité résiduelle observée est suspectée étre due a la variabilité de I'état
de surface de I'électrode de carbone vitreux. Si I'électrode est toujours polie de la méme maniére, ce
matériau reste tres sensible a la présence de groupements fonctionnels due a I'oxydation rapide du
carbone qui peuvent affecter notamment I'ORR. La réduction d’O; sur une électrode de carbone
vitreux, qui est une réaction électrochimique irréversible trés lente (avec des constantes de transferts
électroniques hétérogenes trés faibles et une vague qui apparait loin de son potentiel
thermodynamique), peut alors étre grandement affectée par la présence ou non de ces groupements
fonctionnels, qui varient d’un polissage a 'autre. En Figure 5-19, apres un polissage classique de
I’électrode, une premiére CV est enregistrée, puis I'électrode est repolie de méme maniére et une

seconde CV est enregistrée. Le processus est répété une troisieme fois. Les CVs sont enregistrées dans
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le méme tampon dans la méme configuration de cellule électrochimique (méme volume, mémes

électrodes...).

I(HA/mm?)
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Figure 5-19 : CV de la réduction du O, dissous dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTAapH8.5a5
mV.s. Les voltamogrammes obtenus indépendamment aprés chaque polissage sont montrés en vert,
rouge et bleu. Les intensités de réduction a E = -0.3 V/ECS sont reportés sur I'axe des ordonnées par
des pointillés.

On remarque que si dans I'allure globale les trois CV sont de méme forme, les intensités sont
tres différentes d’un polissage a un autre, confirmant que |’état de surface différe. Cela entraine une
variabilité dans les intensités de réduction directe de I'oxygene dont on observe le pied de vague ici.
Si on reléve les intensités obtenues pour les trois polissages au potentiel E,pp = -0.3 V/ECS qui est
appliquée lors des chronoampérométries autocatalytiques (Figure 5-18), une valeur moyenne de l;¢q.02
=-0.042 + 0.021 pA/mm? peut étre extraite. L'intensité de réduction directe d’O, est donc trés peu
reproductible d’'un polissage a un autre, avec une variation de 50% par voltamétrie cyclique. Cela
permet donc d’expliquer dans un premier temps l'irreproductibilité du courant résiduel observée lors
des autocatalyses électrochimiques. De plus, cette différence d’intensité induit que le flux de réduction
directe d’O, a I'électrode differe d’une expérience a une autre, et donc que le flux de H,0; non-
spécifique n’est pas reproductible avec ce matériau d’électrode lors de la réaction autocatalytique
électrochimique. « L'instabilité de I'électrode », c’est-a-dire la production non-spécifique du
déclencheur de la réaction variant d’une expérience a I'autre, les temps de réponse obtenus ne sont
donc pas reproductibles. Il est important de noter que cette conclusion sur carbone vitreux vaut
également lorsque la réaction autocatalytique électrochimique est réalisée en solution dans une
cellule électrochimique classique, et que cet effet s’ajoute a l'irreproductibilité induite par les

perturbations hydrodynamiques discutées dans ce cas-la. De ce fait, utiliser une électrode en carbone
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vitreux n’est pas optimal pour la réaction autocatalytique électrochimique. Par la suite, une discussion
autour de la réduction directe et catalytique d’O; sur plusieurs matériaux d’électrodes va étre

présentée.

3. Etude de la réduction directe et catalysée par la 1,4-naphthoquinone

d’O, sur différents matériaux d’électrodes

L'électrode en carbone vitreux n’est donc pas adaptée a |'application analytique de notre
réaction autocatalytique électrochimique, car la réduction directe d’0; est d’une part trop dépendante
de I’état de surface, et d’autre part est trop importante. Le flux de production de H,0; par réduction
directe, qui est non-spécifique de la détection souhaitée, génére un temps de réponse du blanc de la
réaction autocatalytique électrochimique beaucoup trop avancé pour espérer discriminer des
concentrations de H,0,. Un matériau d’électrode idéal serait alors une surface électrochimique ou au
potentiel de catalyse de réduction d’O; par la 1,4-naphthoquinone, la réduction directe d’'O,, elle,
serait nulle. En d’autres termes pour un potentiel donné, le flux de H,0, a I'électrode serait produit

uniguement par la réduction catalytique d’O, médiée par la 1,4-NQ, comme sur le schéma ci-dessous :
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Il n"existe que trés peu d’articles dans la littérature qui évoquent ce type de comportement de

matériaux d’électrodes, par [I'utilisation d’électrodes de diamants dopées au bore (BDD) ou
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d’électrodes d’or fonctionnalisée par une monocouche auto-assemblée (SAM) de thiol?. Trouver un tel
matériau est donc un challenge, et dans cette optique, la réduction directe et catalysée (par la 1,4-NQ)

d’0; a été réalisée sur une large variété d’électrodes disponibles au laboratoire.

3.1. Réduction d’O; sur des matériaux carbonés

Dans un premier temps, deux nouveaux matériaux carbonés ont été utilisés pour observer la
réduction d’O; (catalytique et directe), I'électrode de diamant au bore (BDD), et I'électrode Highly
Oriented Pyrolitic Graphite (HOPG). Ces matériaux ont été choisis car la réduction directe d’O, dans
des milieux alcalins est décrite comme fortement inhibée dans un papier publié par Yano et al en 19983,
Les CVs obtenues sont comparées a celles déja présentées sur carbone vitreux (GC) sur la Figure 5-20,

avec en A I'électrode GC, B I'électrode HOPG, et C I'électrode BDD.
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Figure 5-20 : CV obtenues 2 0.01 V.s™* dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5 pour : contréle
du blanc sous argon (pointillés noirs), 50 uM de 1,4-NQ sous argon (pointillés bleus), la réduction
directe d’0; dissous (trait plein vert), la réduction catalysée d’O, par 50 uM de 1,4-NQ (trait plein
rouge) sur : (A) GC, (B) HOPG, (C) BDD.
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La réponse de la 1,4-NQ en I'absence d’oxygéne, qui se réduit et s'oxyde successivement a 2
électrons et 2 protons puisqu’elle n’a pas d’O, a disposition pour s’auto-oxyder, est également
représentée en pointillés bleus. Cette réponse permet d’avoir une idée du transfert électronique
hétérogene de la 1,4-NQ sur le matériau d’électrode, qui lui a besoin d’étre suffisamment rapide pour
pouvoir assurer la catalyse par la suite. Dans les trois cas, une vague réversible rapide est observée,

signifiant que les trois matériaux d’électrodes carbonés sont aptes a réduire efficacement la 1,4-NQ.

Dans le cas de I'électrode HOPG, on observe que les deux réductions directe (en vert) et
catalysée (en rouge) d’O; sont plus efficaces que sur GC. En effet, les potentiels sont moins cathodiques

(la vague catalytique démarre a -0.1 V) et les densités de courant plus importantes.

Dans le cas de I'électrode BDD cependant, une inhibition de la réduction directe d’O; est
observée : le début de vague de réduction faible commence a -0.4 V sur BDD contre -0.3 V sur GC, et
les densités de courant sur I'électrode de diamant sont beaucoup plus faibles. La catalyse de réduction
d’0; par 50 uM de 1,4-NQ est un peu moins intense sur BDD que sur GC, mais une catalyse efficace au
méme potentiel est observée. En effet, le transfert électronique de la 1,4-NQ (en pointillés bleus) est
rapide et réversible sur BDD, et donc la catalyse peut s’opérer. L’électrode de BDD semble donc un bon
candidat pour la réaction autocatalytique électrochimique, mais reste complexe a utiliser. En effet,
pour de la détection, I'électrode utilisée doit toujours étre propre et ne pas contenir la moindre trace
de naphthoquinone ou d’H,0; sur son état de surface. L'électrode en diamant n’étant pas polissable,
le nettoyage de I'état de surface se fait par voltamétrie cyclique dans un sel de lithium, ne garantissant
pas I’élimination totale des traces de déclencheur de la réaction autocatalytique d’'une expérience a
une autre. Cependant, I'exemple du BDD démontre qu’il est possible de discriminer la réduction
directe et catalysée d’O, par le choix d’un matériau d’électrode sélectif. Dans cette optique, d’autres

types de matériaux ont été explorés.

3.2. Réduction d’O: sur des oxydes transparents conducteurs

Les oxydes transparents conducteurs (OTC) sont des matériaux d’électrodes déposés sur un
substrat transparent (habituellement du verre ou du plastique). Ce type d’électrode repose sur un
matériau transparent qui est dopé afin d’assurer la conductivité électrique. lls sont utilisés pour leurs
propriétés a la fois conductrices et optiques, comme dans le cas de fenétres électrochromes, dans les
panneaux solaires, les capteurs optiques... Deux types d’OTC ont été utilisés pour observer la réduction
d’O,. Le premier est un fluorure d’étain SnF, dopé a I'étain Sn (FTO), qui est déposé sur un substrat
verre. Le second est I'oxyde d’indium-étain (ITO) qui est un alliage d’oxyde d’indium In,03 avec un

oxyde d’étain SnO,, qui est déposé soit sur un substrat verre (ITO-Glass), soit sur un polymere
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plastique, le polytéréphtalate d’éthylene PET (ITO-PET). Les CVs obtenues pour la réduction directe et

catalysée d’O; sur ces trois électrodes sont représentées en Figure 5-21.
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Figure 5-21 : CV obtenues 3 0.01 V.s'* dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5 pour : contréle
du blanc sous argon (pointillés noirs), 50 uM de 1,4-NQ sous argon (pointillés bleus), la réduction
directe d’O; dissous (trait plein vert), la réduction catalysée d’O; par 50 uM de 1,4-NQ (trait plein
rouge) sur : (A) ITO-verre, (B) FTO-verre, (C) ITO-PET.

Dans un premier temps, le transfert d’électrons de la 1,4-NQ en absence d’O; sur ces trois OTC
donne lieu a des vagues de réduction et d’oxydation beaucoup plus écartées, larges, et moins intenses
que sur les électrodes carbonées discutées précédemment. Cette lenteur apparente du transfert
d’électron s’explique par la nature méme de ces matériaux d’électrodes, qui sont des matériaux
initialement non-conducteurs dopées pour assurer la conductivité. La disponibilité électronique a la
surface de I'électrode est donc moindre en rapport a une électrode de type carbone vitreux, réduisant

ainsi la cinétique du transfert électronique hétérogéne. Cependant, une catalyse de réduction d’'O;
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efficace se produit a la surface de ces OCT, notamment sur les substrats en verre (A et B). La densité
de courant sur ITO-PET (C) est, elle, un peu plus faible, mais un plateau catalytique de réduction est
tout de méme observé. Il est également notable de constater la présence d’un croisement lors de la
vague retour de la catalyse de réduction d’O; sur I'lTO-PET, qui montre que la catalyse est activée lors
de ce scan retour. Le mécanisme derriére ce croisement qui signe surement une évolution de I'état de

surface de I'électrode n’a deés lors pas été élucidé.

De plus sur ces OCT, la réduction directe d’O; est repoussée a des potentiels plus cathodiques
et avec des plus faibles densités de courant. Ces électrodes sont donc de bons candidats pour la
réaction autocatalytique électrochimique, puisque leur réduction catalytique et directe d’O; sont
séparées par plusieurs centaines de mV. Particulierement sur I’électrode en ITO-PET, une séparation
de prés de 400 mV est observée entre la réduction directe et catalytique. De plus, avec ce matériau
d’électrode peu onéreux, il sera possible d’utiliser une électrode neuve entre chaque autocatalyse
électrochimique, et ainsi de ne pas se soucier de la présence d’H,0; ou de 1,4-NQ a la surface de
I’électrode. Cependant, afin de couvrir plus de candidats de matériau d’électrodes susceptible
d’améliorer les performances analytiques de notre réaction autocatalytique électrochimique, une

derniere famille d’électrodes, cette-fois ci fonctionnalisée va étre présentée.

3.3. Réduction d’O; sur des monocouches de thiols fonctionnalisées sur une
électrode d’or

La modification de surface d’électrode d’or, par formation de monocouches auto-assemblées
(SAM) de thiols est un domaine clé de la modification de surface pour I'électrochimie®™®. Beaucoup de
papiers présentent différentes fonctionnalisations avec différents thiols, dans le but d’obtenir des
propriétés électroniques et chimiques adaptées a une application. La formation de SAM sur une
électrode d’or est assez simple expérimentalement. Une électrode d’or préalablement polie (pour que
la surface soit plane et sans défauts) et activée par voltamétrie cyclique dans un acide (afin de
réarranger les oxydes d’or en surface), est immergée dans une solution content le thiol. Le protocole
du polissage et de I'activation électrochimique est détaillé dans la partie expérimentale. La liaison SH
du thiol forme alors une liaison S-Au avec I'électrode d’or spontanément par un équilibre chimique, et
s'auto-assemble en une monocouche verticale par interaction entre les chaines carbonées. La
cinétique de la formation de la SAM est en général de plusieurs heures. Afin d’assurer la formation de
monocouches reproductibles, nous les laissons dans une solution de 5 mM du thiol toute une nuit. Un

schéma de la formation d’une SAM a partir de 6-mercapto-1-hexanol est présenté ci-dessous :
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|

La réduction directe et catalytique d’O; sur une électrode d’or nue et sur cing électrodes

HO HO HO HO HO H

Electrode d’or

fonctionnalisées par cing thiols différents va étre étudiée par voltamétrie cyclique. Les différents thiols

utilisés sont détaillés dans le Tableau 5-3:

Figure 5-22 Nom du thiol Structure moléculaire
B 6-mercapto-1-hexanol HS”“&--”“'HM“‘HJG H
C Hexane-thiol HS "
D Octane-thiol HS ™™
E Acide carboxylique-thiol HS--’"‘M.-”‘H,H"M;E.;
F Amine-thiol Hs™ e NH,

Tableau 5-3 : Structure des thiols utilisés pour la formation de SAMs.

Les CVs obtenues sur ces 6 électrodes (or nu et les 5 SAMs) sont présentés en Figure 5-22.
Dans ce cas particulier d’électrode fonctionnalisée par des thiols, la fenétre de potentiel a été réduite
par rapport aux autres matériaux d’électrodes présentés précédemment. En effet, un potentiel trop
cathodique (< -0.7 V/ECS) peut favoriser la désorption de la monocouche et un potentiel trop anodique
(> 0.3 V/ECS) peut oxyder la liaison S-Au, entrainant dans les deux cas la disparition de la monocouche

de thiols.
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Figure 5-22 : CV obtenues a 0.01 V.s™* dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5 pour : contréle
du blanc sous argon (pointillés noirs), 50 uM de 1,4-NQ sous argon (pointillés bleus), la réduction
directe d’0; dissous (trait plein vert), la réduction catalysée d’O, par 50 uM de 1,4-NQ (trait plein
rouge) sur : (A) Or nu, (B) SAM 6-mercapto-1-hexanol, (C) SAM Hexane-thiol, (D) SAM Octane-thiol, (E)
SAM Acide carboxylique-thiol, (F) SAM Amine-thiol.
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Sur I'électrode d’or nu non fonctionnalisée, le transfert électronique de la 1,4-NQ (en bleu
pointillés) est rapide, mais cependant la catalyse de réduction d’O; par cette naphthoquinone est un
peu moins efficace que sur carbone vitreux. De plus, la réduction directe d’O; est a contrario tres
efficace, rendant la discrimination entre les deux quasi-nulles. Elles démarrent d’ailleurs
simultanément a un potentiel de -0.1 V/ECS. L’électrode d’or nu n’est donc pas un bon candidat pour

la réaction autocatalytique électrochimique.

Cependant, si on la recouvre d’'une monocouche de thiols, une forte séparation de la réduction
directe et catalysée apparait. Cette séparation est principalement due a I'inhibition quasi-totale de la
réduction directe d'O; (en vert) en présence d’une SAM, notamment dans les cas ou le thiol se termine
par une fonction hydroxyle ou un méthyl (Figure 5-22B, C, et D). Dans le cas ou le thiol se termine par
une fonction amine ou acide carboxylique (Figure 5-22E, ou F), la réduction directe d’O, est certes
atténuée mais dans de bien moindres proportions. Cependant, dans ce cas-1a, la réduction catalysée
d’0O; par la 1,4-NQ est un peu plus efficace que dans le cas d’une fonction hydroxyle. La différence de
comportement de la réduction directe d’O; a I'électrode semble étre corrélée a la charge de la fonction
en bout de chaine thiol. Dans les cas B, C et D, le groupe terminal de la monocouche n’est pas chargée
(i.e., -CHs ou —OH ne se déprotonnent pas), et la monocouche de thiols se forme alors de maniére
dense et uniforme. La monocouche de thiols recouvre alors la totalité de la surface d’or, empéchant
par effet stérique I'oxygene d’y accéder pour échanger son électron et y étre réduit. A contrario, dans
les cas E et F, le groupe terminal est chargée négativement (i.e., -COO" et NH’). La formation de la
monocouche est alors altérée par les interactions électrostatiques répulsives des groupements
chargées en bout de la chaine carbonée. La monocouche est alors moins dense, et I'oxygéene peut plus

facilement pénétrer la monocouche pour y étre réduit.

La 1,4-NQ semble elle capable d’échanger son électron a travers la monocouche, puisque les
transferts électroniques hétérogenes restent rapides et réversibles, et que la catalyse de réduction
d’O; a toujours lieu. Cependant, cette catalyse de réduction présente une forme particuliéere, surtout
visible dans le cas B. Apres le pic de catalyse, en continuant de balayer vers les potentiels cathodiques
lors du scan aller, la densité de courant diminue. Cependant au scan retour, quand les potentiels sont
balayés vers les potentiels anodiques (de -0.6 a -0.4 V/ECS), |a densité de courant raugmente, signifiant
que la catalyse de réduction d’O, par la 1,4-NQ est activée. Cette réactivation semble indiquer une

inhibition de la catalyse a des potentiels trop anodiques sur ces électrodes SAM.

La monocouche cas B avec le 6-mercapto-1-hexanol est particulierement intéressante pour la
réaction autocatalytique électrochimique, puisque c’est celle qui présente la réduction catalytique la

plus discriminante de la réduction directe d’O.. De plus, cette monocouche est stable dans le tampon
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Tris 0.1 M a pH 8.5 utilisé et sous un potentiel constant de -0.4 V/ECS (que nous comptons appliquer
en chronoampérométrie pour I'autocatalyse électrochimique). En effet, aucune évolution du courant
capacitif dans le tampon avec ou sans polarisation de I'électrode a -0.4 V/ECS n’est observée sur plus
de 4 heures. Le courant capacitif, qui est trés faible sur une SAM du fait de la présence de la couche

isolante de thiols, est un bon moyen de controler sa stabilité.

Trois matériaux d’électrodes permettant une forte discrimination de la réduction directe et
catalysée par la 1,4-NQ d’'O, ont donc été déterminés: le BDD, I'ITO-PET et I'électrode d’or
fonctionnalisée par une monocouche de 6-mercapto-1-hexanol. Ces-deux derniers vont étre utilisés

par la suite en configuration couche mince pour étudier la réaction autocatalytique électrochimique.

4. Etude de l'autocatalyse électrochimique dans un dispositif couche

mince sur une électrode d’or fonctionnalisée et sur ITO-PET

4.1. Autocatalyse électrochimique en couche mince sur une monocouche de 6-
mercapto-1-hexanol

Dans un premier temps, I'électrode d’or fonctionnalisée par une monocouche de 6-mercapto-

1-hexanol a été étudiée avec le dispositif expérimental de couche mince décrit précédemment, les

électrodes étant de méme structure que I'électrode en carbone vitreux (le corps en téflon est le méme,

seul le matériau du disque de surface active change). Le dispositif expérimental est alors parfaitement

adapté pour étudier la réponse autocatalytique électrochimique sur cette SAM. Deux

chronoampérogrammes obtenus avec un potentiel Eap, = -0.3 V/ECS sont représentés en Figure 5-23.
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Figure 5-23 : Chronoampérogrammes de l'autocatalyse électrochimique avec 50 uM de 1,4-bis-DBN
en I'absence de H,0,a -0.3 V/ECS sur une électrode d’or de 0.034 cm? fonctionnalisée par une SAM 6-
mercapto-1-hexanol dans un tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA a pH 8.5. L'expérience est répétée 2
fois (en bleu et vert).

La forme des chronoampérogrammes obtenus ressemblent a ceux obtenus sur une électrode
de carbone vitreux, a la seule différence que la décharge du courant capacitif est beaucoup plus rapide
sur les électrodes d’or fonctionnalisées. A noter également que la valeur du courant résiduel de la
période de latence est diminuée d’un ordre de grandeur par rapport au carbone vitreux, confirmant
ainsi I'inhibition d I'ORR sur cette couche. Cependant, les temps d’apparition du pic de la réponse non-
spécifique sont similaires a ceux obtenus sur carbone vitreux (6 min sur SAM contre 5 min sur GC)
malgré I'apparente beaucoup plus faible réduction directe d’O, a I'électrode. Un autre résultat
étonnant est que, malgré la bonne reproductibilité de la réduction directe d’O; a ce potentiel de -0.3
V sur la SAM, la reproductibilité des temps de réponse n’est pas plus satisfaisante que sur carbone
vitreux. Une hypotheése est I'irreproductibilité de la couche de thiols d’'une expérience a une autre. En
effet, fonctionnaliser une électrode ajoute une incertitude sur la reproductibilité des résultats, et cette

stratégie semble alors trop contraignante pour la détection de H,0, par la réaction autocatalytique.
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4.2. Autocatalyse électrochimique en couche mince sur une électrode d’ITO-PET

Le deuxieme matériau d’électrode envisagé est I'IlTO-PET qui présente deux avantages par
rapport a la SAM. Le premier est qu’il est peu onéreux, et qu’il est possible de réaliser chaque
expérience avec une électrode neuve qui n’a jamais vu de naphthoquinone ou d’H,0; au préalable. Le
second avantage est qu’il ne nécessite pas de fonctionnalisation, ce qui, nous espérons, facilitera la
reproductibilité de nos résultats. Cependant, cette électrode en plastique souple ne peut pas étre
utilisée dans le dispositif couche mince présentée précédemment. Dés lors, un nouveau dispositif a
été concu au laboratoire a partir d’'une électrode d’ITO-PET d’un diametre d = 3 mm délimité par un
adhésif double-face préalablement percé. L'électrode est alors fixée au fond d’un puits, et une
baguette de verre plane controlée par le micromanipulateur est plaquée contre I'IlTO-PET. La couche
mince est donc créée entre la baguette et I'électrode : le principe est fondamentalement le méme que
le dispositif précédent, une surface de verre vient piéger un fin volume de liquide ici au-dessus de
I’électrode. Les électrodes de référence et auxiliaire (un fil d’argent recouvert d’AgCl et un fil de
platine) sont insérées a coté de la baguette en verre. En effet, ces électrodes ont besoin d’étre fines
pour pouvoir étre insérées entre la baguette et le bord du puits. Afin de stabiliser I'électrode de
référence qui doit se comporter comme une électrode de deuxiéme espece, 1 M de KCl est ajoutée au
tampon Tris 0.1 M afin d’apporter I'ion ClI. Cette configuration de couche mince a également
I’avantage de permettre de travailler dans de trées faibles volumes de solution (200 puL). La Figure 5-24

ci-dessous représente le systéeme expérimental :

B

Contre-électrode
en Platine

T,

Hauteur z contrélé par
le micromanipulateur

T

Electrode de

/ référence Ag/AgCl

Baguette en verre

Micropuit (200 pL)

Ty

Couche mince
Electrode de travail en

/ ITO-PET

d=3mm

Figure 5-24 : Montage expérimental pour I'autocatalyse électrochimique en couche mince. (A)
Micropuits servant de cellule électrochimique utilisé (V = 200 L, diamétre = 6 mm). Sous le micropuits
qui est creux, est scotché une électrode d’ITO-PET d’un diamétre d = 3 mm délimité par du scotch. (B)
Schéma représentatif de la configuration couche mince de I'électrode de travail en ITO-PET.
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La catalyse de réduction d’O; par la 1,4-NQ sur une électrode d’ITO-PET a été montrée par
voltamétrie cyclique plus lente que sur les autres matériaux d’électrodes. En effet, sur la Figure 5-21C
en rouge, la moitié du pic de catalyse se situe aux alentours de -0.4 V/ECS, contre -0.3 V/ECS pour
I’électrode en carbone vitreux par exemple. De ce fait, lors des chronoampérométries un potentiel de
-0.3 V vs. Ag/AgCl est appliqué, afin de se situer aux environs de la moitié de ce pic de catalyse, tout
en restant éloigné de la réduction directe d’O, (Figure 5-21C en vert). Le méme protocole que
précédemment pour le suivi de la réaction autocatalytique électrochimique est appliqué : 50 uM de
sonde 1,4-bis-DBN sont introduits dans la cellule, puis rapidement la baguette de verre est ajustée
pour former la couche mince, et la chronoampérométrie démarre. Les réponses obtenues pour la
réponse non-spécifique dans cette configuration pour trois électrodes d’ITO-PET différentes sont

représentés en Figure 5-25.

A 0,00 B 0,00 i
E=-0.3 V vs. Ag/AgCl _{_min E=-0.3Vvs. Ag/AgCl
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Figure 5-25 : (A) Chronoampérogrammes de I'autocatalyse électrochimique avec 50 uM de 1,4-bis-
DBN en I'absence de H,0,a -0.3 V/Ag/AgCl sur une électrode de 0.0314 cm? dans un tampon Tris 0.1
M + 10 uM EDTA + 1 M KCl a pH 8.5. L'expérience est répétée 3 fois (en rouge, bleu, et vert). (B)
Détermination du ti/; a partir d’'un chronoampérogramme.

La forme des chronoampérogrammes obtenus est semblable a ceux obtenus sur carbone
vitreux et sur I’électrode d’or fonctionnalisée par une SAM. Seule la décharge du courant capacitif est
ici extrémement rapide (de I'ordre de la seconde), et la densité de courant n’évolue ici quasiment pas
apres le pic. Ce-dernier point suggere qu’avec ce systeme couche-mince, la diffusion d’O; est beaucoup

plus importante.

Pour déterminer le temps de réponse de la réaction autocatalytique a partir de ces
chronoampérogrammes, un temps de demi-réaction ty; est utilisé. Il correspond au temps auquel la

moitié de l'intensité totale du chronoampérogramme est atteinte. Il est déterminé a partir de

I'intersection de la droite orthogonale & I'axe des ordonnées & | . +% avec la courbe

min

expérimentale, comme représenté en Figure 5-25B. Un temps moyen de réponse non-spécifique de
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I"autocatalyse avec I'électrode d’ITO-PET en couche mince de ti1; = 8.63 + 0.29 minutes est extrait. La
variation du temps de réponse est alors de 3%, confirmant la meilleure reproductibilité de ce systéme.
Cette-derniere s’explique par la réduction directe d’O, qui est semblable d’une électrode a une autre,
et par le fait que les électrodes sont neuves et n"ont en principe pas de trace de H,0; ou de 1,4-NQ
précédemment. De plus, le temps de réponse non-spécifique sur ITO-PET est bien plus lent que sur
carbone vitreux, ce qui découle de la meilleure sélectivité de ce matériau d’électrode envers la
réduction directe et catalytique d’O,. Fort de cette amélioration de la réaction électrochimique
autocatalytique, la méme expérience mais avec des concentrations initiales en H,0; a été mesurée.
Les chronoampérogrammes ainsi que la courbe de calibration obtenue sont représentés en Figure

5-26.

0,00 s
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Figure 5-26 : (A) Chronoampérogrammes de I'autocatalyse électrochimique avec 50 uM de 1,4-bis-
DBN pour plusieurs concentrations de H,0; a -0.3 V/Ag/AgCl sur une électrode de 0.07 cm? dans un
tampon Tris 0.1 M + 10 uM EDTA + 1 M KCl a pH 8.5. [H;0;] (uM) : 30 (bleu), 20 (rouge), 10 (vert), O
(noir). Les temps de pics sont reportés sur I'axe des abscisses. (B) Courbe de calibration des ti/; relevés
en A (en minutes) en fonction de la concentration initiale en [H205] (en uM).

Sur la Figure 5-26A, quand une concentration initiale de H,0, est ajoutée, par exemple 30 uM,
une sigmoide apparait comme pour une réponse du blanc, sous une méme forme mais plus tot dans
le temps. Il est donc possible de relever les t1/2 (en Figure 5-26B), et ceux des concentrations de 20 et
30 uM de H,0; sont discriminables de celui de la réponse non-spécifique obtenue. D’un point de vue
analytique, cette courbe de calibration de la réaction autocatalytique électrochimique sur ITO-PET est
extrémement moins performante que celles obtenues avec une réduction du couple enzymatique
DI/NADH en homogeéne, que ce soit par suivi spectrophotométrie UV-Vis ou par suivi électrochimique
(chapitre 3 et 4). Cependant, cela nous permet d’établir la preuve de concept de notre réaction
autocatalytique électrochimique sélective d’une concentration en déclencheur. Egalement, cela
montre que cette surface d’électrode en ITO-PET est plus sélective de la réduction catalytique que de

la réduction directe d’O,. Il est donc possible de ralentir la production non-spécifique de H,0, a
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I’électrode par un choix adapté de matériau d’électrode, en venant inhiber la cinétique de réduction
directe d’0O; par des couches bloquantes (SAM, matériaux dopées). Néanmoins, ce travail montre bien
les limites d’une réduction électrochimique vis-a-vis d’une réduction enzymatique pour notre
systéeme : la non-spécificité de la réduction électrochimique est beaucoup plus importante que la
production non-spécifique de ROS par oxydation du NADH ou par I’activité oxydase de I'enzyme. Cela
montre également le pouvoir amplificateur exponentiel de I'autocatalyse, puisque la réduction directe
d’0O; qui semble nulle en voltamétrie cyclique (Figure 5-21, Figure 5-22) est suffisante pour déclencher

tres rapidement la réaction.

De plus, la forme des chronoampérogrammes obtenus quel que soit le matériau d’électrode
dans des configurations couches minces en Figure 5-18, Figure 5-23 et Figure 5-26, montre que ce type
de configuration de cellule électrochimique n’est pas optimale pour une bonne reproductibilité de la
réaction autocatalytique électrochimique, notamment due a la diffusion radiale d’O,. Pour une
reproductibilité excellente, le flux des réactifs d’une réaction autocatalytique doit étre exactement le
méme, afin que la cinétique ne soit impactée seulement par une concentration d’H,0; initiale. Cette
variation minime de la diffusion d’O; sur les bords de la couche mince impacte significativement I'allure
des chronoampérogrammes. Appliquer une réactivité si sensible a un systeme expérimental si artisanal

est donc trop complexe pour espérer de bonnes performances analytiques.

Face a ces problématiques, une stratégie de greffage de la sonde sur une surface d’électrode
en or fonctionnalisée SAM semble adaptée pour d’'une part bloquer la réduction directe d'O; et
discriminer ainsi la réduction catalytique, et d’autre part venir confiner le systeme pour s’affranchir
des perturbations hydrodynamiques et concentrer le catalyseur a la surface. Le couplage de la réaction
homogene avec la réaction hétérogéne serait dés lors favorisé. Le schéma ci-dessous représente le
principe de la réaction autocatalytique avec un greffage de la sonde 1,4-bis-DBN sur laquelle un acide

carboxylique est ajouté afin de la greffer au groupe hydroxyle du 6-mercapto-1-hexanol :
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Analyse du mécanisme PCET de la 1,4-naphthoquinone par la méthode de Laviron et application a la catalyse de
réduction de I'oxygene moléculaire

Chapitre 6 : ANALYSE DU MECANISME PCET DE LA 1,4~
NAPHTHOQUINONE PAR LA METHODE DE LAVIRON ET
APPLICATION A LA CATALYSE DE REDUCTION DE L' OXYGENE
MOLECULAIRE

219



Analyse du mécanisme PCET de la 1,4-naphthoquinone par la méthode de Laviron et application a la catalyse de
réduction de I'oxygéne moléculaire

1. Description du schéma carré a 9 membres du mécanisme PCET de la

1,4-naphthoquinone

Afin de mieux appréhender la catalyse de réduction de I'oxygene moléculaire par la 1,4-
naphthoquinone, nous nous sommes intéressés dans un premier temps au mécanisme de transferts
d’électrons couplés aux protons (PCET). Ce type de réactivité a été largement étudié dans la
littérature'3 en raison de I'enjeu important des quinones dans de nombreuses domaines (processus
biologiques, stress oxydatif, cosmétiques, synthése). Le mécanisme PCET des quinones peut étre décrit
selon le schéma carré a 9 membres de la Figure 6-1 (représenté ici dans le cas de la 1,4-
naphthoquinone) dans lequel les réactions horizontales correspondent aux échanges d’électrons et les
réactions verticales aux échanges de protons. A gauche se trouve les espéces les plus oxydées et en
haut les espéces les moins protonées. Les potentiels standards ainsi que les constantes d’acidités

propres a chacune des réactions sont également indiqués.

(o} . o . o

Q0 -+ = Q0 = 0

Q Q¢ e 2
+

+
H* H* H*
PKa 1 PK, 2 PKa 3
oH" o o
SO seRE
) e = T+
QH+ o) QH" oH QH’ oH
+ + +
+ H+ H-I-
pKa,4 pKa,S PKa,s
oH* OH.+ OH
. EO; * E%
) e = 0 — 0
QH,”** on* QH, ™ oH QH; on

Figure 6-1 : Schéma carré a 9 membres de la 1,4-naphthoquinone.

A travers ce schéma carré, les chemins réactionnels dépendent tres fortement des valeurs des

pKa mais aussi des potentiels formels des réactions, ainsi que du pH de la solution. Dans son papier de
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1983, Laviron a démontré qu’il était possible de ramener ce mécanisme a une réaction impliquant deux

échanges d’électrons consécutifs (voir Figure 6-2) si I'on considére les approximations suivantes :

e |es réactions de protonation sont a I'équilibre,
e e coefficient de transfert a de chaque réaction est égal a 0.5,

e |es réactions de disproportionation et dimérisation n’interviennent pas.

0
- E01 a E 2,app
Aapp - - : -
Ate =—— A +e =—— A?
kl,app kZ,app

Figure 6-2 : Version simplifiée du schéma carré a 9 membres dans laquelle E(1),app , Egrapp, K1,app €t K2,2pp
sont, respectivement, les potentiels standards apparents et constantes cinétiques apparentes de
chacune des réactions de transfert d’électron.

Les potentiels standards apparents de ces deux réactions de transfert d’électron peuvent étre

obtenus a partir des expressions suivantes :

Ka,z [H+]

. . Rt (AR
Efapp = ES +—In| & - (1)

[H+] Ka,4

K.91,3 [H+]

. o Rt (TR,
Efapp = E§ + —In{ % - (2)

F a,2 + 1 + [H ]

[H+] Ka,5

Tandis que le potentiel standard apparent moyen correspond a la moyenne des deux

potentiels standards apparents :

Eg,app + Eg,app
Edpp = > (3

2. Détermination des constantes thermodynamiques du mécanisme
PCET de la 1,4-naphthoquinone par une analyse en voltamétrie

cyclique

Afin d’élucider les parametres caractérisant le mécanisme PCET de la 1,4-naphthoquinone, une

série de voltamogrammes cycliques (CV) a 1 mM en 1,4-NQ ont été enregistrés dans différents
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tampons (0.1 M) et a différents pH (allant de pH = 9.5 a Ho = -4.9). Les solutions tres acides (pH < 0)
gue nous avons utilisé sont des acides forts concentrés tels que I'acide chlorhydrique et I'acide

sulfurique. La Figure 6-3 regroupe un panel des CV enregistrés.

pH nontamponné;9.5;8.5;7.0; 5.0;4:0; +2.11::1.0 ;:0.07-1.1 ;=215
6

v=0.1V/s Expérimental

-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
E(V/ECS)

Figure 6-3 : Voltamétries cycliques (0.1 V.s?) de 1 mM de 1,4-naphthoquinone sur une électrode de
carbone vitreux (¢ = 3 mm). pH (couleur) : non tamponné (rouge), 9.5 (noir), 8.5 (bleu), 7.0 (rose), 6.1
(jaune), 5.0 (vert foncé), 4.0 (violet), 3.0 (orange), 2.11 (bleu-vert), 1.0 (violet), O (rose), -1.1 (marron),
-2.1 (bleu clair), -4.9 (vert clair).

Les voltamogrammes montrent une vague faradique réversible a 2 électrons centrée sur un
potentiel standard apparent moyen, E%, (moyenne du pic cathodique et du pic anodique), qui varie
d’environ -59 mV par unité de pH sur la gamme de pH allant de 9.5 a -1.1, en accord donc avec un
échange de 2 électrons et 2 protons. De facon inattendue, pour des pH < -1.1 la valeur de E%;,, tend a
devenir indépendante de I'augmentation de I'acidité du milieu, ce qui suggere qu’en milieu tres acide
le mécanisme PCET n’est plus valable pour des raisons que n’avons pour le moment pas pu élucider.
Pour ce qui concerne les pH basiques, il n’a pas été possible d’aller au-dela de pH 9.5 en raison de

I'instabilité de la 1,4-naphthoquinone a ces pH.

Le CV de la 1,4-NQ a également été enregistré dans un milieu non-tamponné, contenant juste
du KCl comme électrolyte support. Dans ses conditions, une vague réversible a 2 électrons est toujours
observée avec un potentiel de pic de réduction aux alentours de -0.4 V/ECS. Ce comportement suggére
une stabilisation de la forme semiquinone anionique par liaisons hydrogeénes avec les molécules d’eau,
ce qui a pour effet que le potentiel standard du premier transfert d’électron est plus négatif que le

potentiel standard du deuxieme transfert d’électron. En effet, en I’'absence d’un donneur de protons
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(I'eau ne pouvant pas donner son proton du fait de son pK. de 14 beaucoup trop basique), la réaction
de réduction ne peut se faire que via le chemin réactionnel du haut dans le schéma carré, c’est-a-dire
Q+e 2 Q" puis Q" +e 2 Q*. C'est aussi ce que nous avons a pH 9.5, en milieu tamponné, et c’est ce
qui explique que la vague réversible enregistrée dans KCl se positionne a un potentiel proche de celui

obtenu a pH 9.5 en milieu tamponné.

A partir des potentiels de pics anodiques et cathodiques, ainsi que la moyenne, extraits de
chacun des voltamogrammes en fonction du pH nous avons pu établir le diagramme de Pourbaix de la
Figure 6-4, auquel nous avons ensuite cherché a ajuster les équations théoriques 1 a 3 de maniere a
en déduire le jeu des parameétres thermodynamiques qui permet de rendre compte de la réactivité
PCET de la 1,4-NQ. Pour cela nous nous sommes également appuyés sur les données de la littérature*

® fournissant certaines des valeurs de pK, et de E° de la 1,4-NQ.

Nous avons ainsi pu établir un premier jeu de courbes théoriques, telles que reportées sur la

Figure 6-4 (courbes rouge, verte et bleu), a partir des considérations suivantes :

e Pour la premiere et seconde constante d’acidité de la forme totalement réduite de la 1,4-NQ

(i.e. QH3), nous avons utilisé les valeurs suivantes extraites de la littérature*:
pKaz =11.2 et pKas =9.3

e Le pK, de premiére protonation de la 1,4-NQ (Q + H* 2 QH*) est également une donnée issue
de la littérature® avec une valeur de pK,1 = -7.2. Cela implique que le pK, de deuxiéme
protonation est forcément encore plus acide (probablement > -15) et c’est la raison pour
laguelle nous avons considéré que la contribution de 'espéce QH,** pouvait étre négligée (ce
qui revient a prendre en compte un schéma carré a 8 membres).

e Le pK,de premiere protonation de la semiquinone (Q* + H* 2 QH*) est reportée dans un papier
de 1972 (détermination par radiolyse pulsée)® comme étant de pKa, = 4.1, ce qui suppose que
le pK, de seconde protonation de la semiquinone (QH*® + H* 2 QH,"*) est plus acide (nous avons
considéré en premiére approximation une valeur de pK,s =-1). Nous verrons en réalité que la
valeur de pKa> n'est pas compatible avec nos données expérimentales et qu’il est nécessaire
de considérer une valeur beaucoup moins acide de 8.0, ce qui nous a alors permis d’estimer la

valeur de pKss.

Avec ces valeurs de pK; et la connaissance du potentiel standard E% =-0.384 V/ECS de la 1,4-
NQ ainsi que de la constante d’équilibre de dismutation de la forme semiquinone, i.e. Ky = 0.54 710

(constante d’équilibre qui permet de déterminer la valeur de E% =-0,369 V/ECS a partir de la relation
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RT
AE:EOl —E°2 :?In(Kl) ), nous avons pu tracer les courbes théoriques de E% app, E%,app €t E%pp €n

fonction du pH de la Figure 6-4 avec I'aide des équations théoriques 1 a 3 ainsi que des relations

thermodynamiques suivantes (les parametres thermodynamiques employés sont rassemblés dans le

Tableau 6-1) :

2.3xRT

EO3 _E01 = (T)(pKa,Z_pKa,l)
2.3xRT

E04 _Eoz = (T)(pKa,a_pKa,Z)
2.3xRT

Eos - EO3 = (T)(pKa,S —pK,4)

2.3xRT
Eos - E04 = (T)(pKa,G_pKa,S)

E° (V/ECS) pKa
E% -0.384 pKa1 7.2
E% -0.369 PKa,2 4.1
E% 0.273 PKa3 11.2
E% 0.045 pKa s -15
E% 1.088 pKas -1
E% 0.644 pKas 9.3

Tableau 6-1: Valeur des potentiels standards et des constantes d’acidités du schéma carré a 9
membres de la 1,4-naphthoquinone pour le tracé du diagramme de Pourbaix d’aprés Laviron. En vert
les valeurs extraites de la littérature, en rouge les valeurs calculées a partir des équations de Laviron,
et en noir les valeurs ajustées.
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0,8

0,6 <

0,4

E (V/ECS)

Figure 6-4 : Diagramme de Pourbaix de la 1,4-naphthoquinone expérimental et d’aprés le modeéle de
Laviron tracé a partir des valeurs du Tableau 6-1. En trait plein : E% .y a partir de I’équation (1) (bleu),
E%,app a partir de I'équation (2) (rouge), E%pp a partir de I’équation (3) (vert). En points les potentiels de
pics relevés sur la Figure 6-3 : cathodique (bleu), anodique (rouge), potentiel moyen (vert).

Avec ce jeu de constantes thermodynamiques, on arrive bien a rendre compte du E%;,
expérimental en fonction du pH, mais en revanche pas de I'écart relativement faible que I'on observe
en voltamétrie cyclique entre le pic anodique et cathodique (c’est d’autant plus vrai que cet écart n’est
probablement pas que d’origine thermodynamique puisque les cinétiques de transferts d’électron
peuvent elles aussi contribuer a cet écart). Nous avons émis I’hypothése que la valeur de pK,, pouvait
ne pas étre la bonne. Un article de 19521, reposant sur des études polarographiques, montre en effet
que le pKs2 des seminaphthoquinones et semianthraquinones se situerait autour de 8, ce qui est
beaucoup moins acide que les pK, déterminés par radiolyse pulsée dans les années 70 (pK, autour de
4-5). Nous avons donc retracé le diagramme de Pourbaix avec cette nouvelle valeur de pK,, = 8.0, et
ainsi obtenu le graphe de la Figure 6-5 qui montre une meilleure concordance avec les données
expérimentales. Afin de rendre compte de la diminution de I’écart des pics que I'on observe lorsque le
pH devient tres acide, nous avons ajusté la deuxiéme constante de protonation de la semiquinone, ce

qui nous a conduit a définir une valeur de pK,s = 1.6.
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0,8

J PK_, = 8.0

E (V/ECS)

Lapp |
. |
|

———————r—r
-2 0 2 4 6 L 10 12
pH

Figure 6-5 : Diagramme de Pourbaix de la 1,4-naphthoquinone expérimental et d’aprés le modeéle de
Laviron tracé a partir des valeurs du Tableau 6-2.En trait plein : E% .pp a partir de I'équation (1) (bleu),
E%,app a partir de I'équation (2) (rouge), E%pp a partir de I’équation (3) (vert). En points les potentiels de
pics relevés sur la Figure 6-3 : cathodique (bleu), anodique (rouge), potentiel moyen (vert).

E° (V/ECS) pKa
E, -0.384 Kot 7.2
E%, PKa2 8.0
E% pKas 11.2
E%, 0K -15
EO% pKas 1.6
E% pKas 9.3

Tableau 6-2 : Valeur des potentiels standards et des constantes d’acidités du schéma carré a 9
membres de la 1,4-naphthoquinone pour le tracé du diagramme de Pourbaix d’aprés Laviron. En vert
les valeurs extraites de la littérature, en orange les nouvelles valeurs calculées a partir des équations
de Laviron, et en noir les valeurs ajustées.

Indépendamment de la thermodynamique, il convient comme indiqué plus haut de considérer
la cinétique de transfert d’électron si I'on veut pouvoir intégralement interpréter la réactivité
électrochimique de la 1,4-NQ. Pour cela, il est nécessaire d’enregistrer des voltamogrammes cycliques

a différentes vitesses de balayage et a différents pH. C’est un travail qui a été entamé mais qui n’a pas
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pu étre terminé faute de temps. Nous avons néanmoins pu mettre en évidence que les constantes
cinétiques de transfert d’électron pour une électrode de carbone vitreux dépendent du pH, ce quirend
leur détermination relativement délicate. Cette dépendance avec le pH pourrait étre liée a la nature
de I’électrode de carbone dont I’état de charge en surface est connu pour varier avec le pH*2, En effet,
en fonction du caractere chargé positivement ou chargé négativement des différentes especes redox
de la 1,4-NQ on peut comprendre que les constantes cinétiques de transfert d’électron hétérogenes

peuvent varier avec |'état de charge de la surface de |'électrode de carbone, et donc avec le pH.

3. Comportement de la 1,4-naphthoquinone dans des milieux

faiblement tamponnés

Pour tenter d’aller un peu plus loin dans la compréhension de la réactivité PCET de la 1,4-NQ,
nous avons examiné par voltamétrie cyclique le comportement de la 1,4-NQ dans des milieux
faiblement tamponnés, c’est-a-dire en présence de concentrations en tampon du méme ordre de
grandeur que la concentration en 1,4-NQ (soit autour du mM). Dans ces conditions, les CV présentent
un comportement trés différent de celui obtenu en milieu tamponné, montrant deux vagues
réversibles bien distinctes dont les intensités relatives varient avec la concentration en tampon (Figure

6-6).

40.1V/s HClIpH 3.03 23.68 0.1V/s Tampon acétate pH 5.02 0.1V/s MOPS pH 6.98

| (wA/mm?)
1{nA/mm?)

V' 1mM|

41 YAV —2mm
vy

1mm —4mMm 4mm

02mMm) [ 1mM
1 \W/A ——2mm

I (wA/mm?)
h b W N A O =N W s
’\

T T T r T T r T T T T T r T T r T T T T T T T T T
08 -06 04 02 00 02 04 06 08 08 06 04 02 00 02 04 06 08 0 08 06 D4 02 00 02 04 06
E(V/ECS) E(V/ECS) E(V/ECS)

Figure 6-6 : Voltamogrammes cycliques (0.1 V.s) de la 1,4-NQ & 1 mM dans une solution contenant :
(A) 0.2 (gris), 0.5 (violet) et 1 mM (rouge) d’HCI ; (B) 1 (rouge), 2 (bleu) et 4 mM (vert) de tampon
acétate pH 5.02 ; et (C) 1 (rouge), 2 (bleu) et 4 mM (vert) de tampon MOPS a pH 6.98.

La présence de ces deux vagues est la conséquence du changement de chemin réactionnel au
cours du balayage cyclique en raison de la concentration locale en donneur de protons qui varie et
devient méme insuffisante pour répondre aux besoins en protons de la 1,4-NQ. La premiere vague
réversible que I'on observe lors de la réduction de la 1,4-NQ correspond donc a la réduction a 2
électrons et 2 protons de la quinone conformément aux chemins réactionnels du schéma carré
conduisant de Q a QH; et passant par les intermédiaires Q* ou QH*, le tout étant dicté par la
thermodynamique du systéme ainsi que le pH local au cours du balayage. Cependant, cette réduction

consomme assez rapidement la quantité locale disponible du ou des donneurs de protons, ce qui a
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pour effet de conduire a un moment donné a un basculement vers le chemin réactionnel sans protons,
cest-a-dire Q+e 2 Q" et Q" + e 2 Q? (haut du schéma carré), et donc a I'apparition de la seconde
vague de réduction réversible a 2 électrons a un potentiel plus cathodique, indépendante du pH. Ainsi,
le potentiel formel de réduction de cette deuxiéme vague (environ -0.4 V/ECS) est assez proche du
potentiel standard E%;, de la 1,4-NQ en milieu basique tamponné (courbe noire de la Figure 6-3), et
aussi similaire a celui obtenu en I'absence de tampon (courbe rouge de la Figure 6-3). L'intérét de ces
voltamogrammes enregistrés a faibles concentrations en tampon est que leur allure nous renseigne
sur la thermodynamique et la cinétique du schéma carré, ce qui suggere que si I'on arrive a connaitre
I’ensemble des parameétres thermodynamiques et cinétiques qui le gouverne, il doit étre possible de
rendre compte quantitativement, par simulation numérique, de [l'allure de I'ensemble des
voltamogrammes obtenus. Faute de temps, il n’a malheureusement pas été possible de faire ce travail

mais c’est une piste qui mériterait d’étre approfondie.

4. Application du mécanisme PCET de la 1,4-naphthoquinone a la

réduction catalytique médiée de |'oxygene moléculaire

Si I’'on veut mieux comprendre la réactivité de catalyse médiée de la réduction d’O; par la 1,4-
naphthohydroquinone a une électrode (dont le schéma de principe global est rappelé Figure 6-7), il
est nécessaire de combiner la réactivité PCET de la 1,4-NQ telle que nous venons de le voir avec celle

de I'oxygéene dissous.

H,0, 0,
0 OH
0 OH

[ +2e +2Ht )

Figure 6-7 : Schéma simplifié de la catalyse de réduction d’O; par la 1,4-NQ.

Le mécanisme de réduction de I'oxygéne moléculaire en peroxyde d’hydrogéne a été tres
étudié en raison de son importance dans de nombreux domaines. Tout comme pour la réduction des

quinones, il s’agit d’'un mécanisme protons-électrons couplés qui peut étre décrit selon un schéma
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carré (Figure 6-8) et dont les parametres thermodynamiques peuvent étre facilement extraits de la

1315 Ceux-ci sont listés dans le Tableau 6-3.

littérature
. E° -
+

H+

1
pPKa 7

L

HOZI + e

HO,’

+
H+

1pKa,m
:

H,0,

Figure 6-8 : Schéma carré PCET de la réduction de I'oxygéne en peroxyde d’hydrogene

E° (V/ECS)

pKa

E% -0.424

pKa,7

4.88

E% 0.528

pKa,lo

11.62

Tableau 6-3 : Valeurs des constantes des constantes d’acidités et des potentiels standards associés a

la réduction selon le mécanisme PCET d'O, en H;0,.

Si I’'on veut pouvoir prédire I'allure du voltamogramme cyclique du Chapitre 5 (Figure 5-3),

montrant la réponse de réduction médiée d’O; en H,0; via la 1,4-NQH, générée a une électrode, il est

nécessaire de résoudre numériquement (avec I'aide d’un logiciel tel que DigiElch ou Comsol

Multiphysics) I’ensemble des équations de transport-réaction associées au couplage entre le schéma

carré de la réduction électrochimique réversible de la 1,4-NQ avec celui de la réduction médiée et

irréversible de I'oxygene moléculaire dissous en H,0, via la 1,4-NQH,. Si I'on veut également prédire

la réponse électrochimique quel que soit le pH, il est également nécessaire d’y incorporer tous les

équilibres acides-bases. Le Tableau 6-4 regroupe donc I’'ensemble des réactions a prendre en compte.
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Tableau 6-4 : Résumé des différentes réactions a prendre en compte dans le modele numérique
permettant de simuler le voltamogrammes cycliques de la réduction électrochimique d’O, médiée par
la 1,4-NQ.

Réactions acido-basiques du

tampon

Réactions acido-basiques
des espéces types quinone

avec le tampon

Réactions acido-basiques
entre les espéces types

quinones

Réactions de dismutation—
comproportionation des

especes types quinones

Réactions redox de self-
exchange des espéces types

quinones

Réactions redox de cross-
exchange des espéces types

quinones

A” +H" = AH

OH +H" =H,0
QH +AHZQH, +A”
QH +OH =2Q* +H,0
Q> +AHZ=2QH +A~
QH, +OH =2QH +H,0
QH+A " =Q +AH
QH +OH 2Q" +H,0
QH +A" =2Q+AH
QH' +OH =2Q+H,0

QH +QH =Q" +QH,
QH' +QH = Q+QH,
QH +Q* =2Q+QH
QH, +Q* = QH +QH"

20 =2Q+Q*

Q" +QH 2 Q+QH"
2QH =2 QH" +QH"

Q +QH, 2Q+0QH,
QH +QH; = QH" +QH,

Q+Q" 2Q" +Q
Q~+Q"” 2Q" +Q~
QH" +QH = QH +QH"
QH +QH = QH +QH
QH, +QH, 22 QH, +QH;

QH+Qz=2QH +Q~

Q +QH =QH +Q*
QH +QH, 2QH +QH;
Q~ +QH, 2QH, +Q*
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HO, + AHZ=H,0, + A~
Réactions des espéces types H,0, +OH &=HO, +H,0
oxygenes avec le tampon O, +AHZ2HO, +A”
HO, +OH 20, +H,0
Réactions de dismutation—
O, +HO, 20, +HO,

comproportionation des
2HO, 20, +H,0,

espéeces types oxygenes
Q +0;, 2Q* +0,
Réactions d’initiation QH +0;, 2QH +0,
QH, +0, &=QH, +0,

Q +0,=2Q+0;

Q> +HO, 20, +HO,
QH +HO, = QH +HO,
QH, +HO, =2 QH, +HO,

Réactions d’auto-oxydations

Pour la simulation numérique d’un tel mécanisme plusieurs hypothéses et approximations

doivent étre faites :

e La contribution de I'espéce QH,?" a été considéré comme négligeable au regard des
pH simulés. Le schéma carré de la 1,4-naphthoquinone que nous avons employé pour
nos simulations n’impliquait donc que 8 membres.

e Pour ce qui concerne les constantes cinétiques de transfert d’électron hétérogéne ks
de chacune des réactions électrochimiques impliquant la quinone nous avons
considéré gqu’elles étaient toutes relativement rapides avec un ks = 1 cm.s?, et leur
valeur de coefficients de transfert « également identique et égal a 0.5.

e Concernant les constantes cinétiques de transfert d’électron hétérogene de premiere
et deuxieme réduction directe d’O; a I’électrode, nous avons utilisé une méme valeur
ajustée de 0.0004 cm.s* avec des coefficients de transfert, respectivement, de & = 0.3
et a =0.6. Ces valeurs permettent de reproduire qualitativement la vague de réduction
directe (c’est-a-dire en I'absence de quinone), relativement lente et irréversible, d’'O,
a I'électrode de carbone vitreux.

e Enplusdeséquilibres acido-basiques mettant en jeu le couple H30*/H,0 (représentées

par H* sur les deux schémas carrés), tous les autres équilibres acido-basiques possibles
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entre les différentes especes ont été pris en compte tel que reporté dans le Tableau
6-4.

e Lescinétiques de protonation des équilibres acido-basiques faisant intervenir HsO* ont
été considérées comme étant identiques avec une constante de vitesse de kg1 = 10°
M=2.s, proche de la limite de diffusion. Pour celles qui font intervenir des donneurs
de protons autres qu’H3z0*, une valeur un peu plus lente de kg, = 5x10° ML.s? a été
appliquée.

e Les réactions de dismutation/comproportionation des espéces quinoniques ou
oxygénées, mais aussi les réactions croisées de dismutation/comproportionation
entre ces especes ont été prises en compte, leur thermodynamique étant reliée aux

constantes d’équilibre et de potentiel via la relation générique suivante
o o _RT L . . _—
AE=E", —E", =—1In(K,). Les cinétiques de dismutation ou de comproportionation
F

de ces réactions ont été considérées lorsqu’elles sont dans le sens favorable de la
réaction comme étant contrélées par la diffusion et donc égale & 108 Mts?, la
constante inverse de la réaction étant alors calculée a partir de constante d’équilibre
de chacune des réactions.

e En plus des réactions d’auto-oxydation préalablement décrites au chapitre 3 (Figure
3-11), quatre autres réactions d’auto-oxydation faisant intervenir les différents
intermédiaires plus ou moins protonées sont intégrées au modele. Leur description
thermodynamique via I'équation de Nernst et cinétique sont similaires a celle du
chapitre 3.

e Les réactions d’échanges d’électrons par « cross-exchange » ou « self-exchange »
(décrites dans le Tableau 6-4) sont considérées comme négligeables dans nos
conditions expérimentales.

o Les coefficients de diffusion des espéces de types quinones sont tous fixés a une méme
valeur de Dq =5 x 10°% cm?2.s™.

e La vitesse de balayage employée pour I'enregistrement des voltamogrammes étant
relativement lente, il est apparu utile de prendre en compte la convection naturelle
dans les simulations. Pour cela, un vecteur de vélocité de u = 0.000003 m.s? en

direction de I'électrode a été implémenté dans le logiciel Comsol Multiphysics.

A partir de ce modele numérique implémenté dans le logiciel Comsol Multiphysics, nous avons
pu réaliser la simulation des voltamogrammes de catalyse de réduction d’O; par 50 uM de 1,4-

naphthoquinone a différents pH et les comparer a ceux obtenus expérimentalement (Figure 6-9).
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Figure 6-9 : Trait plein : CVs (0.01V.s}) sur électrode de carbone vitreux de la réduction directe d’0;
(en noir), la réduction de 50 uM de 1,4-NQ sous argon (en bleu), et la réduction catalytique d’O; par
50 uM de 1,4-NQ (en rouge) a pH : (A) 7.00, (B) 8.5, et (C) 9.5. En pointillés : simulations numériques
correspondantes des CVs.

Sur les CVs expérimentaux en rouge, on peut observer que le courant de réduction catalytique
d’O; parla 1,4-NQ croit de maniere importante lorsque le pH augmente. Au-dela de pH 9.5, on observe
méme un comportement de catalyse totale, c’est-a-dire un courant de pic irréversible tres pointu qui
n’évolue plus en intensité avec I'augmentation du pH, et qui indique que tout I'oxygéne qui arrive par
diffusion a I'électrode est réduit en H,0,. En revanche, au-dessous de pH 7, on observe juste la vague

réversible a deux électrons de la 1,4-NQ qui signe I'une absence de catalyse de réduction d’O..

Les voltamogrammes simulés (traits pointillés de la Figure 6-9) reproduisent finalement assez
bien, tant d’'un point de vue qualitatif que quantitatif, les courbes expérimentales, et en particulier
|"augmentation abrupte du courant catalytique entre pH 7.0 et 9.5, avec une intensité de pic

catalytique multipliée par un facteur 3.

Ce qui est intéressant a travers ce résultat, c’est que nous pouvons désormais apporter une
explication quant a I'origine de I'augmentation abrupte de la catalyse dans cette zone de pH étroite.
Via la simulation, il est en effet possible de montrer que c’est la valeur du pK, de premiére protonation
de la seminaphthoquinone (pK.. = 8.0) qui est déterminante dans la réactivité catalytique. A un pH

supérieur a 8, la semiquinone majoritairement déprotonée est sous une forme
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thermodynamiquement favorable pour réagir rapidement avec les espéces réactives de I'oxygéne,
alors qu’a pH inférieur a 8, la seminaphthoquinone se protone pour conduire a une espéece
thermodynamiquement moins réactive. La valeur de pK, . = 8.0 déduite de I'analyse PCET de la 1,4-NQ
est donc un parametre clef de la réactivité pH-dépendante d’oxydation des naphthohydroquinones
par I'oxygene moléculaire. Cela nous indique également que si 'on veut mieux rendre compte des
effets du pH sur la réactivité autocatalytique de nos systémes, il est indispensable de prendre en

compte l'intégralité du schéma carré PCET des quinones pour mieux décrire leur autocatalyse.
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Ce travail exploratoire inscrit dans une démarche de développement et de compréhension de
méthodes d’amplification du signal résultantes de réactions autocatalytiques moléculaires, a des fins
analytiques. Il a permis de souligner les facteurs clés qui gouvernent ce type de réactivité, et a pu
démontrer la versatilité de ces réactions au travers de différents modes de lecture et d’activation. Le
concept de catalyse croisée, au coeur de I'autocatalyse, a en effet été étudié sous plusieurs aspects. Il
a consisté en I'association de deux boucles catalytiques auto-activées : la déprotection catalytique
médiée par H,0, d’une sonde moléculaire masquant une naphthoquinone, avec la production
catalytique d’H,0; par cyclage redox de cette méme naphthoquinone en présence d’O, et d’un

réducteur enzymatique ou électrochimique.

Tout d’abord, la description théorique du modele autocatalytique simple par catalyse croisée
a permis de mettre en évidence les parameétres clés des performances analytiques du systeme. A partir
d’un ensemble de quatre équations différentielles ordinaires, il a été possible d’établir des solutions
analytiques pour décrire la cinétique du systeme. Ce modele simplifié de la réaction autocatalytique a
pu étre validé a partir des résultats expérimentaux obtenus dans la thése de Justine Pallu a partir de la
sonde 4-sis-DBN et de différents réducteurs chimiques et enzymatiques. La cinétique globale de la
réaction a partir de constantes apparentes a alors été analysée. Notamment, la limite de détection a
pu été rationalisée et montré comme résultante ici d’'une réponse non-spécifique due a l'instabilité de
la sonde, ce qui nous a conduit dans la suite du manuscrit a étudier une sonde plus stable, la 1,4-bis-
DBN. Il a également été montré que le couple enzymatique DI/NADH était le plus intéressant pour

obtenir les meilleures performances analytiques, de par sa grande stabilité.

Par la suite, il a été montré qu’avec la sonde doublement masquée 1,4-bis-DBN il était possible
de détecter par un suivi spectrophotométrique UV-Visible jusqu’a 0.15 uM d’H,0; en quelques heures.
Cependant, malgré une meilleure stabilité intrinséque de la sonde, ces performances analytiques en
termes de limite de détection étaient similaires a celles des autres sondes beaucoup plus instables. De
plus, la cinétique globale de I'autocatalyse était fortement ralentie. Ces observations nous ont
conduites a élucider un mécanisme moléculaire complexe, a travers des simulations numériques.
Notamment, nous avons démontré la nécessité de décrire I'auto-oxydation de la 1,4-NQH; par un
mécanisme radicalaire en chaine, afin de rendre compte avec une grande précision des temps de
réponses observés dans les suivis cinétiques expérimentaux. A partir de ce modele, nous avons pu
expliquer I'origine de la lenteur observée par la nécessité d’'une double déprotection par 2 équivalents
de H,0; due a la stabilisation de I'intermédiaire monoboronique dans des conditions réductrices. En
conséquence, malgré la stabilité intrinséque de la sonde, les performances analytiques n’ont pu étre
améliorées a pH 8,5. Cependant, la sensibilité au pH de certains facteurs clés (cinétique, stabilité du

NADH) a permis d’optimiser les performances analytiques de la réaction autocatalytique. En
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augmentant le pH de seulement une unité, une limite de détection de 50 nM en H,0, a été obtenue
en seulement quelques dizaines de minutes. Par ailleurs, la surprenante implication de la
concentration en diaphorase sur le temps de réponse non-spécifique a montré I'existence d’une
activité résiduelle NADH oxydase de cette enzyme. Nous avons également montré au travers d’autres
sondes qu’il était délicat d’optimiser les performances analytiques a partir d’autres cycleurs redox ou

d’autres stratégies de masquage.

Apres que le mécanisme de la réaction autocatalytique par la sonde 1,4-bis-DBN et le
réducteur enzymatique DI/NADH a été discuté en détail a partir de résultats obtenus par
spectrophotométrie UV-Visible, un nouveau mode de lecture de la réaction par électrochimie a été
étudié. Si un suivi électrochimique indirect avait déja été exploré au laboratoire précédemment, la
possibilité de suivre la réaction en continu était un challenge intéressant en termes d’informations
cinétiques et d’applications. La premiére stratégie a consisté a venir suivre la réaction autocatalytique
par chronoampérométrie a un potentiel réducteur permettant la réduction de la forme 1,4-NQ
s’accumulant en solution. Ces expériences ont donné lieu a des chronoampérogrammes originaux, ou
un courant de réduction est soudainement mesuré apres une période d’induction. Cependant, les
performances analytiques sont limitées par la production non-spécifique d’H,0, par réduction directe
d’0O,. Une nouvelle approche de suivi a un potentiel d’oxydation, permettant d’observer I'accumulation
de la forme réduite 1,4-NQH,, a alors été explorée. Il a été possible de prédire par simulation
numérique les réponses attendues, et d’atteindre les mémes performances analytiques que par le suivi
spectrophotométrique UV-Visible. Cependant, une surprenante inhibition des temps de réponse a été
observée, et attribuée a la polarisation de I'électrode. Si nous n’avons pas pu élucider 'origine du
phénomeéne électrochimique associé a cette lenteur, ces résultats mettent en avant le caractére
perturbateur d’un suivi réactionnel électrochimique par rapport a un suivi UV-Vis. Enfin, des résultats
préliminaires de suivi de la réaction autocatalytique par potentiométrie a courant nul ont également
été montrés et sont prometteurs. |l sera intéressant par la suite de développer et rationnaliser ce type

de suivi, qui peut s’intégrer simplement dans des micro-dispositifs pour la détection de traces d’H,0..

Ensuite, une approche de substitution de I'étape de réduction enzymatique DI/NADH par une
réduction électrochimique a été explorée, dans I'idée de pouvoir activer et suivre la réaction
autocatalytique par une électrode. La stratégie proposée a été de venir suivre I'évolution du courant
au cours du temps en appliquant un potentiel ou la catalyse de réduction d’O; opérait au maximum
tout en ayant un minimum de réduction directe d’O,. Les chronoampérogrammes singuliers obtenus
ont pu étre rationnalisé par simulation numérique, et la réaction autocatalytique électrochimique se
trouve extrémement affectée par les perturbations hydrodynamiques naturelles. Une stratégie de

confinement du systéme par la création d’une cellule électrochimique en couche mince a donc été
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élaborée, permettant de s’affranchir au maximum des perturbations hydrodynamiques tout en
accélérant la cinétique globale de la réaction. Cependant, le matériau d’électrode (carbone vitreux)
utilisé jusque-la n’étant pas assez sélectif de la réduction catalysée d’O,, la réponse non-spécifique de
la réaction est trop importante pour espérer de bonnes performances analytiques. Une étude de la
réduction directe et catalytique d’O; sur différents matériaux d’électrodes a alors été menée, et nous
avons montré que le BDD, les monocouches auto-assemblées de thiols sur or et certains oxydes
transparents conducteurs étaient bien plus sélectifs de la réduction catalytique par la 1,4-NQ. Malgré
cette meilleure sélectivité, il n’a pas été possible d’aller au-dela de la détection de 20 uM d’H,0,, ce
qui est tres en dessous des performances analytiques avec un réducteur enzymatique. Ce résultat met
en avant la plus grande spécificité pour la réduction d’0O; de réducteurs chimiques et enzymatiques par
rapport a une réduction électrochimique. De plus, malgré les décevantes performances analytiques,
c’est une preuve de concept d’'un systéeme d’amplification moléculaire activée localement par une
électrode, qui peut étre intéressant pour d’autres applications. Par exemple, utiliser ce systeme pour
mettre en avant via I'amplification non-spécifique la différence de réactivités de différents matériaux
peut étre envisagé, pour révéler la présence de nano-objets. D’autre part, substituer le confinement
de la réaction en couche mince par une immobilisation en surface de la sonde 1,4-bis-DBN est une
stratégie intéressante a explorer. Cela permettrait de s’affranchir des perturbations hydrodynamiques
tout en concentrant le catalyseur a la surface de I'électrode, et faciliter le couplage de la réaction
homogene avec la réaction hétérogéne. Une approche intéressante serait de déposer la sonde sur des

couches de thiols, en profitant de leur blocage de la réduction d’O,.

Finalement, le mécanisme PCET de la 1,4-NQ a été analysé afin de rendre compte en détails
de sa réactivité, dans la perspective de l'incorporer aux simulations numériques précédemment
discutées. Pour essayer de rendre compte de I'ensemble des parameétres thermodynamiques et
cinétiques impliqués dans le schéma carré a 9 membres de la 1,4-NQ, une étude des voltamogrammes
cycliques a différents pH a été conduite et analysé par la méthode de Laviron. Notamment, nous avons
pu mettre en avant que le pK,, de premiere protonation de la seminaphthoquinone était de 8 et non
de 4.1 comme déterminé par radiolyse pulsée dans la littérature. Ce résultat met en avant la force
d’une analyse d’un mécanisme PCET par des méthodes électrochimiques. Cependant, faute de temps,
nous n’avons pas pu élucider les cinétiques de transfert hétérogénes impliquées dans la réactivité
électrochimique de la 1,4-NQ. Nous avons pu néanmoins mettre en évidence que ces constantes
étaient dépendantes du pH. Une étude, qui est en cours, consistant a rendre compte par simulation
numérique de voltamogrammes cycliques expérimentaux a différentes vitesses de balayage et
différents pH est alors intéressante afin de décrire la réactivité complete (thermodynamique et

cinétique). Enfin, a partir de ces observations thermodynamiques, nous avons pu apporter une
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explication au pH seuil a partir duquel une catalyse de réduction d’O; par la 1,4-NQ est observée. C'est
en effet le pKs2 = 8 qui est clé dans cette réactivité catalytique. La semiquinone majoritairement
déprotonnée a un pH de 8,5 est sous une forme majoritairement stable pour réagir avec les espéces

réactives de I'oxygéne.

Grace a toutes ces observations, la réactivité autocatalytique est désormais mieux comprise.
Les performances analytiques avec la sonde 1,4-bis-DBN et un réducteur enzymatique DI/NADH a pH
9.5 étant satisfaisantes, il serait intéressant de venir incorporer ce systeme a un immunodosage pour
la détection d’un antigene cible, dans I'espoir d’améliorer les performances analytiques de ce-dernier.
Un travail sur un couplage de la réaction autocatalytique avec un immunodosage enzymatique

associant une glucose oxydase doit étre mené comme sur le schéma ci-dessous :

o7 H;0, 0,
ac. gluconique 02 /’, >_<
= ”, O\B/o OH o
g y . .
s Déprotection
glucose H,0, + —_— >
Antigéne cible @ O’B\O OH (0]
) -+
———=a
Diaphorase
NADH NAD*
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1. Procédure générale

1.1. Réactifs
Tampons : Sodium Chloroacetate 98%, Lactic Acid 98%, Sodium Acetate 99%, MES Hydrate 99.5%,
MOPS 98.5%, Sodium Phosphate dibasic dodecahydrate 99%, Sodium Phosphate monobasic dihydrate

99%, Trizma®Base, minimum 99.9% titration, CAPS 98% proviennent de chez Sigma-Aldrich.

Solvants : Dimethyl sulfoxide anhydrous = 99% ; N-N-Diméthylformamide 99.8%, Ethanol gradient

grade for liquid chromatography ; sodium hydroxyde 99% ; Sulfuric acid 99% ; Chlorydric acid 37%.

L'EDTA 99.4-100.6% et la B-Nicotinamide-adénine-dinucléotide, réduit disodium salt hydrate
(NADH) ont été achetés chez Sigma Aldrich. La 1,4-naphthoquinone 97% provient de chez JANSSEN et

a été recristallisée. Le peroxyde d’hydrogene (H,02) a 30% (w/w) provient de chez Sigma-Aldrich.

Les sondes boroniques sont synthétisées au laboratoire (par Mathieu Branca, Thamires Moreira,
Alexandra Pastor, ou Pan Hui), a I'exception de la sonde monoboronique 4-DBN (4-(4,4,5,5-

Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)naphthalen-1-ol) qui provient de chez Sigma-Aldrich.

Les thiols utilisés pour la formation de SAM : 6-mercapto-1-hexanol 97%, 1-hexane-thiol 95%, 1-
Octane-thiol 98.5% proviennent de chez Sigma-Aldrich. Les thiols amine et acide carboxyliques sont

synthétisés au laboratoire par Mathieu Branca.

1.2. Préparation des solutions méres
Le tampon Tris (0.1 M) est préparé a partir de Trizma® base (2-Amino-2 (hydroxyméthyl)-1,3-
propanediol) et d’EDTA (10 uM) en poudres, dilués dans I’eau milliQ. Le pH est ajusté a 8,5 directement

par ajout d’acide chlorhydrique concentré. Les autres tampons sont préparés de maniére analogue.

Les dérivés quinoniques en poudre sont mis en solution dans le DMSO ou le DMF selon les
différentes solubilités, puis dilués aux concentrations voulues dans le tampon ; ces solutions méres ne
sont pas conservées plus de trois jours. Les solutions d’'H,0, et de NADH sont préparées a partir d'une
solution mere commerciale de peroxyde d’hydrogene de concentration a 30% en masse diluée dans le

tampon. Elles sont préparées fraichement avant chaque expérience du fait de leur instabilité.

1.3. Aliquotage de la DI-3
L'enzyme Diaphorase Il (DI-3) lyophilisée provient de chez Nipro. Pour la préparation et

I"analyses des caractéristiques des solutions enzymatiques, la procédure du fabriquant a été suivie.

Succinctement, I'enzyme lyophilisée est préalablement dissoute dans de I'eau distillée puis
diluée a 1 mg/mL avec un tampon Phosphate pH 7,5 (50 mM de potassium). Afin de s’affranchir au

mieux de traces d’impuretés (NADH oxydase, Cofacteur flavinique libre en solution) une étape de
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purification par centrifugation a été ajoutée, correspondant a 3 lavages dans le tampon PBS pH 7,5 et
centrifugation (11 000 x g, 30 min, 4°C) a I'aide de « Nanostep® centrifugation Filter » avec une

membrane de 10 kDA MWCO ; avant d’étre re-dispersée dans le tampon PBS.

Enfin par un suivi cinétique par spectroscopie UV-Visible a A= 600 nm, de la réaction de
I’enzyme avec le 2,6-Dichlorophenolindophenol et le NADH permet de déterminer I'activité spécifique
de I'enzymel. Pour finir, 'enzyme a été séparée en aliquots de 50 uL et conservée au congélateur a -

20°C.

2. Spectrophotométrie UV-Visible

2.1. Instruments

Les mesures UV-Vis dans des cuves en quartz (I = 1 cm) sont menées grace a un
spectrophotométre Cary 60 UV-Vis de chez Agilent Technologies, relié au logiciel Cary WinUV. Les
expériences UV-Vis en plaque a 96 micro-puits (UV-transparent Corning® 96 micro Wells plate) sont

menées grace a un lecteur de plaques a micro-puits TECAN Spark™, relié au logiciel SparkControl™.

2.2. Suivi cinétique en microplaque

Les expériences de suivi cinétique des réactions (déprotection oxydative, cyclage redox et
autocatalyse principalement) sont mesurées a partir du lecteur de plagues TECAN SparkTM sur des
plagues a 96 micro-puits, qui possedent 8 lignes (notées de A a H) et 12 colonnes (notées de 1 a 12)

comme représenté ci-dessous :

-

000000000000
000000000000
0/0/0/0/0/00/00 000

IOOTMMmMoOoO m@>»
O
@,
@)
O
O
O
@)
@,
O
O
O
O

000000000000

Il est ainsi possible de venir suivre la cinétique pour chaque jeu de parametre expérimental en
triplicatas, i.e. une méme condition expérimentale est répétée sur 3 puits différents avec un suivi
cinétique indépendant. Les triplicatas sont généralement disposés selon les colonnes (1a3,4a6,7a

9oul0al2).
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2.3. Protocole de préparation du suivi cinétique

2.3.1. Détection d’H,0; par réaction autocatalytique avec une sonde boronique et le couple
réducteur DI/NADH

Un protocole précis pour la préparation des expériences de suivi cinétique a été établi afin de
minimiser les temps d’interactions entre les différents réactifs et ainsi diminuer la possibilité de
déclenchement préalable non-spécifique des réactions étudiées. Deux réservoirs sont préparées de
maniere indépendante, un premier réservoir A contenant les différents concentrations en H,0,, et un
second réservoir B contenant la sonde et le couple réducteur. Les deux réservoirs sont préparés dans
le tampon. Dans chacun des réservoirs, la concentration des réactifs est doublée vis-a-vis de la
concentration finale voulue (par exemple si I'expérience est réalisée avec 50 UM de sonde, alors le
réservoir B en contiendra 100 uM). Ensuite, 100 uL du réservoir A est introduit dans la plaque a micro-
puits a I'aide d’une micropipette multicanaux (de marque Sartorius®), puis 100 pL du réservoir B sont
ajoutés pour un volume final de 200 pL : les réactifs sont alors dilués par un facteur 2 et donc aux
bonnes concentrations finales voulues. La plaque est directement introduite dans le lecteur et la
mesure cinétique commence. Les paramétres de mesure suivants sont programmés sur le logiciel

SparkControl :

e Agitation : 5 secondes

e Température : 25°C

e Mesure de I'absorbance en continu a une longueur d’onde spécifique (A = 340 nm dans le
cas d’un suivi du NADH) : 1 point toutes les 20 secondes environ.

e Flash:25

e Settle time : 250 ms

Le schéma ci-dessous résume les différentes étapes de préparation d’un suivi cinétique

classique :
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/ RéservoirA : \
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/ RéservoirB : \ . G ... OOOOO
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Insertion de la plaque dans le lecteur Spark
Procédure SparkControl :
* Agitation: 5 sec

DI 10nM 20nM

NADH [250pM| 500uM

\ / * Température: 25°C
* Mesure de I'absorbance en continua A = 340 nm, 1 point/20sec

2.3.2. Suivi cinétique de la déprotection oxydative et du cyclage redox

Pour le suivi cinétique de déprotection oxydative, le méme protocole est appliqué, excepté
gue le réservoir B ne contient pas de réducteur. Pour le suivi cinétique du cyclage redox, le réservoir A
contient les différentes concentrations en 1,4-NQ, tandis que le réservoir B ne contient que le couple

réducteur.

3. Electrochimie

3.1. Matériels et mesures

Les mesures électrochimiques ampérométriques (Voltamétrie Cyclique,
Chronoampérométrie) ont été conduites avec un montage a trois électrodes classique (électrode de
travail, électrode de référence, électrode auxiliaire) a température ambiante; les mesures
électrochimiques potentiométriques a courant nul (Chronopotentiométrie) ont été conduites avec un
montage a deux électrodes (électrode de travail, électrode de référence) a température ambiante.
Dans les deux cas, les électrodes sont reliées a un potentiostat PGSTAT302N (Metrohm Autolab) piloté

par le logiciel NOVA 2.1.

Les électrodes de référence utilisées sont des électrodes au calomel saturé de chez Radiometer
Analytical (REF451) ou Origalys (XR110) séparée de la solution par une allonge en verre avec un embout
en verre fritté. Dans le cas des mesures en couche mince sur ITO-PET (Chapitre 5, Figure 5-24), un fil
d’argent préalablement poli est recouvert d’AgCl par électrolyse dans du KCl 1M. Les électrodes

auxiliaires utilisées sont des fils de platine.
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Les cellules électrochimiques utilisées (hors cellule électrochimique de couche mince) sont soit
des cellules a 4 entrées pouvant contenir un volume d’environ 7 ou 3 mL, soit des cellules
électrochimiques classiques d’un volume d’environ 15 ou 30 mL. Les expériences sous argon sont
réalisées aprés 10 minutes de bullage. Un fin flux d’argon est ensuite maintenu au-dessus de la solution

durant la mesure.

3.2. Préparation des électrodes de travail

3.2.1. Electrode de carbone vitreux

Les électrodes de carbone vitreux utilisées sont des disques en carbone vitreux de diametre ¢
=3 mm. Ce sont soit des embouts d’électrodes classique de chez Sigma-Aldrich, soit des RDE de chez
Metrohm (¢ = 3 mm) qui se fixe sur un rotateur Autolab. Ce-dernier est controlé par un Autolab Motor
Controller et la vitesse de rotation w peut varier de 100 a 10.000 RPM avec une résolution de 1 RPM.

Le contréleur est relié au potentiostat et est controlé depuis I'interface NOVA.

Avant chaque expérience, les électrodes en carbone vitreux sont préalablement polies trois
fois sur un tapis de polissage recouvert d’une suspension diamantée de 9, 3 et 1 u, pendant 3 mina w
= 200 RPM sur une polisseuse. Les électrodes sont ensuite rincées deux fois dans un bain a ultrasons
pendant 3 min, une premiére fois dans de I'acétone et une seconde fois dans de I’éthanol pour enlever

toute impuretés ou résidus.

3.2.2. Electrode d’or fonctionnalisée
Polissage : Les électrodes d’or utilisées sont des embouts d’or de chez Sigma-Aldrich de diamétre ¢ =
1.6 ou 2 mm. Elles sont polies préalablement avant chaque expérience sur des tapis de polissage avec
une suspension d’alumine de 3, 0.5 et 0.05 p, pendant 3 min a w = 200 RPM sur une polisseuse. Les
électrodes sont ensuite rincées deux fois dans un bain a ultrasons pendant 3 min, une premiere fois

dans de I'acétone et une seconde fois dans de I'éthanol pour enlever toute impuretés ou résidus.

Activation : Avant toute utilisation, I'or, quelle que soit sa forme, doit étre activé. Cette activation
permet de réorganiser les plans cristallographiques des atomes d’or pour homogénéiser la surface de
I’électrode, et améliorer la réactivité de I'électrode. Elle consiste a réduire les oxydes d’or (aux
alentours de 0.85 V/ECS) préalablement formés en oxydation. Cette étape permet également d’assurer
un nettoyage des impuretés supplémentaires, et une meilleure reproductibilité des manipulations.

L'activation est réalisée ici par voie électrochimique, par voltamétrie cyclique selon les conditions :
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Electrolyte support H,S04 a 0.5 mol.L?

Vitesse de balayage (V.s) 0.1

Scanaller: 0a 1.5 ; Scan
Bornes de potentiel (V/ECS)
retour:de 1.5a0

Nombre de scans 20

Si les voltamogrammes cycliques obtenus sont reproductibles au bout de 20 scans, alors I'électrode

est considérée comme apte a étre fonctionnalisée.

Formation des monocouches de thiols : les différents thiols utilisés (voir Chapitre 5, Tableau 5-3) sont
dilués a 5 mM dans de I'éthanol. 400 uL de cette solution est introduit dans un tube a hémolyse fermé,
et I'électrode y est plongée toute une nuit. L'électrode est ensuite rincée a I'éthanol puis a I'eau

distillée avant chaque expérience.

3.2.3. Oxydes transparents conducteurs :
Sur verre : Les électrodes d’ITO et de FTO déposé sur un substrat verre proviennent de chez Solems.
L’électrode d’ITO sur verre est un rectangle de 1 x 2.5 mm avec une résistivité de 12 Q/sq. L’électrode
de FTO sur verre est un carré de 2.5 x 2.5 mm avec une résistivité de 10 Q/sq. Les électrodes sont
préalablement rincées avec de I'acétone puis de I’éthanol dans un bain a ultrasons pendant 3 minutes
pour chaque solvant. Afin de délimiter une surface d’électrode de 5 x 5 m, le reste de la surface est

isolé en appliquant du vernis du c6té conducteur.

Sur PET : les électrodes d’ITO déposées sur ITO-PET sont découpées sous forme de bandelette dans

des feuilles de 30 x 30 cm provenant de chez Sigma-Aldrich. La résistivité est de 60 Q/sq.

4. Simulations numériques

Les simulations cinétiques présentées dans le chapitre 2 et 3 sont réalisées a partir du logiciel
Copasi. Les simulations des voltamogrames cycliques ainsi que des chronoampérogrammes présentées
dans le chapitre 5 sont réalisés a partir du logiciel DigiElch. Les simulations des chronoampérogrammes
présentées dans le chapitre 4 ainsi que des voltamogrammes cycliques présentés dans le chapitre 6
sont réalisées a partir du logiciel Comsol Multiphysics, avec les modules: Chimie (chem),

Electroanalysis (tcd).
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Listes des abréviations
ADN : Acide DésoxyriboNucléique
ARN : Acide RiboNucléique
BDD : Boron-Doped Diamond
BME : 2-Mercaptoéthanol
BZ : Belousov-Zhabotinsky
CV : Voltamétrie Cyclique
DCR : Dendritic Chain Reaction
DI : Diaphorase
DMF : N,N-DiMéthylFormamide
DMSO : DiMéthylSulfOxyde
E : Potentiel électrochimique
ECS : Electrode au Calomel Saturé
EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acétique
ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
ENH : Electrode Normale a Hydrogene
EXPAR : Exponential Amplification Reaction
EY : EosineY
FAD : Flavine Adénine Dinucléotide
FTO : Fluorine doped Tin Oxide
GC : Glassy Carbon
GOx : Glucose Oxydase
H.0; : Peroxyde d’hydrogene, eau oxygénée

HOPG : Highly Oriented Pyrolytic Graphite

Listes des abréviations
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ITO : Indium Tin Oxide

LAMP : Loop-mediated isothermal Amplification

LOD : Limit of Detection

MCR : Réaction en Chaine de la Méthionase

MGL : Méthionine Gamma-Lyase

NADH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide

ODE : Ordinary Differential Equation

PCR : Polymerase Chain Reaction

pH : Potentiel Hydrogene

ppb : Partie par milliard

PQQ : PyrroloQuinoléine Quinone

RPM : Rotation par minute

SAM : Self-Assembled Monolayer

Tris : Tris(hydroxyméthyl)-aminométhane

UV-Vis : Ultra-Violet Visible

1,4-bis-DBN : 1,4-bis(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)naphthaléne
1,4-NQ: 1,4-Naphthoquinone

1,4-NQH:; : 1,4-Naphthohydroquinone

2,5-Me-PB : 1,4-bis(4,4,5,5-tetraméthyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-2,5-diméthylbenzéne
2,5-OMe-BQ : 2,5-diméthoxy-1,4-Benzoquinone

2,5-OMe-BQH; : 2,5-diméthoxy-1,4-Benzohydroquinone

2,5-OMe-diPB : 1,4-bis(4,4,5,5-tétraméthyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-2,5-diméthoxybenzene
4-DBN : 4-(4,4,5,5-tétraméthyl-1,3,2-bioxaborolan-2-yl) naphthalén-1-ol
4-0H-2,5-OMe-Ald : 4-hydroxy-2,5-diméthoxybenzaldéhyde

4-sis-DBN : 4-((4-(4,4,5,5-tétraméthyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl) benzyl)oxy)naphthalen-1-ol
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