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Liste des abréviations

CE : contre-électrode

ChOx : Cholestérol oxydase

DCV : dép6t chimique en phase vapeur
DEP : dép6t électrophorétique

ER : électrode de référence

ET: électrode de travail

FAD : la flavine adénine dinucléotide
GO : Graphen Oxide (oxyde de graphéne)
GOx : Glucose Oxydase

NFC : nanofibres de carbone

NF-ZnO : Nanofils d’oxyde de zinc

NTC : nanotubes de carbone

RGO : Reduced Graphen Oxide

OGR : oxyde de graphene réduit

VC : Voltammeétrie cyclique

ZnO : Oxyde de zinc

AKT : est la protéine kinase B, aussi appelée PKB.
Pl : point isoélectrique

EDX (ou EDS) ...

XPS (X-ray photoelectron Spectroscopy)

PBS : tampon phosphate salin (en anglais : Phosphate Buffered Saline)
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Introduction générale

L’utilisation de nouveaux matériaux pour la détection et plus spécifiquement la bio-détection
est parmi les domaines qui connaissent actuellement la plus grande activité, vu I’importance
des applications potentielles.

D'énormes efforts ont été consacrés au développement des méthodes efficaces et fiables pour
la détection du Glucose. Les biocapteurs a base de glucose-oxydase ont été développés a cet
effet et des électrodes enzymatiques ampérométriques ont joué un rdle de premier plan pour
les tests de glycémie dans le sang.

Méme si les capteurs électrochimiques a base d'enzymes dominent le marché, leur co(t élevé
ainsi que leur stabilité tres limitée provoque un probleme important a la plupart de ces
capteurs. Une autre alternative est proposée qui pourrait permettre de remédier aux
limitations des biocapteurs a base d’enzymes : c¢’est le développement de la détection non-
enzymatique. En dépit du fait que cette catégorie de capteurs soit légérement moins sélective
que la précédente envers quelques espéces nécessitant une exploitation dans un milieu alcalin,
elle présente d’indéniables avantages tels que le temps de réponse rapide, la plus grande
sensibilité et une bien meilleure stabilité.

Plusieurs nanomatériaux, surtout ceux caracterisés par des propriétés electrocatalytiques
marquées, ont été proposés pour la détection de glucose.

Nous nous sommes intéressés dans ce travail a explorer trois de ces matériaux, d’abord le
ZnO qui est connu pour étre un matériau aux fonctionnalités riches et diversifiées aisément
nanostructurable et possédant des propriétés catalytiques bien avérées ; restait a étudier ses
propriétés d’oxydation électrocatalytique du glucose. Le second matériau est 1’hydroxyde de
nickel, que nous avons associ¢ a 1’oxyde du graphéne réduit, I’ensemble fut chargé d’insuline
pour réaliser un biocapteur électrochimique de glucose a double fonction : détection —
régulation. Et enfin le troisiéme matériau exploré qui est ’hydroxyde de cobalt que nous
avons associé a un réseau de nanofibres de carbone pour améliorer la sensibilité et tester un
éventuel effet synergique dans la détection ampérométrique du glucose.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons réalisé des électrodes détectrices du glucose
a base de nanopoudre de ZnO associée a I’oxyde du graphéne réduit. Le dép6t de la couche
détectrice a été effectue en appliquant le procéde électrophorétique (DEP) et en ajustant les
parametres expérimentaux de maniére adéquate. Les tests électrocatalytiques ont été
effectués « avec » et « sans » chargement d’insuline au sein de la couche détectrice; dans le
premier comme dans le second cas, les résultats de détection non-enzymatique du glucose

furent peu satisfaisants.
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Afin d’obtenir des résultats plus probants, notre travail de recherche s’est orienté vers deux
hydroxydes, Co(OH);, et le Ni(OH),, connus pour leur aptitude a montrer d’intéressantes
activités électrocatalytiques ; restait a prouver leur efficacité dans la détection non-
enzymatique de glucose quand ils sont associés a des nanostructures de carbone (graphéne et
nanofibres de carbone). Les résultats obtenus dans le cas de ces deux derniers matériaux se
sont averés trés satisfaisants.

Ainsi, le travail présenté dans ce manuscrit est une contribution a la recherche sur 1’utilisation
et 1’association de nanomatériaux pour la mise au point de biocapteurs non-enzymatiques
utilisables dans la détection électrochimique de glucose et aussi dans sa régulation par
libération d’insuline préalablement chargée dans le nanocomposite de la couche détectrice.

Le manuscrit est constitué, en plus de I’introduction et de la conclusion générale, de trois
principaux chapitres :

1. Le premier chapitre est une synthése bibliographique concernant les matériaux utilisés
et les biocapteurs (plus spécifiguement, les biocapteurs enzymatiques et non-
enzymatiques).

2. Le deuxiéme chapitre porte sur le procédé expérimental que nous vous utilisé et les
techniques de caractérisations.

3. Le troisieme chapitre se divise en trois parties: la premiére partie présente
I’élaboration d’électrodes modifiée a base d'oxyde de graphene réduit (RGO) et de
nanostructures de ZnO co-déposes par procédé électrophorétique; la deuxiéme partie
présente la synthése d'un matériau nanocomposite obtenu par 1’association de
Co(OH), nanostructuré et de nanofibres de carbone (NFC), déposé grace au procédé
électrophoreétique. Des tests de détection ampérométrique de glucose ont éte réalisés ;
dans la troisieme partie sera présentée 1’élaboration d’un matériau d’électrode a base
d'oxyde de graphéne réduit (RGO) et d’hydroxyde de nickel — Ni(OH), nanostructuré,
les tests de détection ampérométriques de glucose ont été réalisés sur deux variantes
de ce nanocomposite : avec ou sans chargement d’insuline. En utilisant un dosage in
vitro, nous avons démontré que lactivitt métabolique de [I'insuline
électrochimiquement libérée a été préservee.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale.
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Introduction

Les nanostructures d’oxydes et hydroxydes de certains métaux de transition, tels que le zinc,
le cobalt ou le nickel, font I’objet de recherches intensives dans le but de les optimiser pour la
bio-détection. Avec 1’avénement relativement récent de nouveaux nanomatériaux carbonés
comme le graphéne, les nanotubes et les nanofibres de carbone, présentant des propriétés
exceptionnelles, la recherche s’est systématiquement orientée vers 1’association de ces deux
catégories de nanostructures dans 1’objectif d’améliorer la réponse des biocapteurs.

Dans ce chapitre nous présentons les trois matériaux inorganiques ZnO, Co(OH), et Ni(OH),
utilisés dans le cadre de cette these, ainsi que le graphéne et les nanofibres de carbone qui
seront combinés aux matériaux inorganiques pour former des nanocomposites utilisables dans
les biocapteurs de glucose. La détection électrochimique enzymatique et non-enzymatique du

glucose sera présentée a la fin de ce chapitre.

I.1. L’Oxyde de Zinc et le composite ZnO/RGO

Les récents développements des biocapteurs s’orientent de plus en plus vers 'utilisation de
certains matériaux inorganiques nanostructurés qui offrent un grand rapport surface/volume,

une activité de surface accrue et un bon transfert d’électrons entre les sites actifs et 1’électrode

[1].

L’oxyde de zinc (ZnO), qui est un semi-conducteur de type 11-VI1 & large gap (~3,37 eV) et a
grande énergie d’exciton (60 meV), est un intéressant matériau en raison de ses propriétés
électroniques et optiques et catalytiques. Sur la base de ces propriétés, le ZnO a été utilisé
pour diverses applications, telles que les diodes émettrices de lumiere [2,3], les cellules
solaires photovoltaiques ou a colorant [4,5] et les capteurs [6]. Pour nombre d’applications
potentielles, la morphologie ainsi que la taille nanométrique de ZnO sont des parametres

importants a considérer [7].

Les nanostructures de ZnO tels que les nanocristaux, les nanofils et les nanotubes ont
récemment attiré beaucoup d’attention pour la détection d'espéces chimiques et biologiques,
investissant ainsi peu a peu le domaine de I’environnement et des bio-industries. Ceci est
justifié non seulement par les propriétés de ce matériau (non-toxicité, biocompatibilite,
stabilité chimique, presence de surface polaire, activité catalytique, grande capacité

d’adsorption, importante vitesse de transfert électronique), mais aussi pour la facilité qu’il a
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de croitre selon des structures nanométriques organisées (ce qui permet d’augmenter

considérablement la surface spécifique disponible) [8].

De part sa forte liaison ionique (60%), sa faible solubilité aux pH biologiques, la taille de ses
nanostructures - comparables a la taille des espéces chimiques et biologiques a détecter -, son
point isoélectrique élevé (~9,5), ZnO est intuitivement un excellent transducteur primaire pour

produire des signaux électriques de détection [9].

Le capteur a base de ZnO a été utilisé pour détecter et surveiller les changements dans le
fonctionnement de cellules (humaines ou animales) en mesurant le changement du potentiel
¢lectrochimique a I’interface « milieu intracellulaire/nanostructure de ZnO ». Il a ainsi été
démontré que le pH aussi bien que le taux de certains ions (Ca®*, par exemple) dans la zone
intracellulaire pouvait étre contr6lé sans endommagement de la cellule [10,11], figure 1.1. Un
travail d’investigation concernant I’application des nanofils de ZnO comme élément
¢lectronique de biodétection a sensibilité protonique, a été effectué¢ par I’équipe de Magnus

Willander, a la fin de la derniére décennie [12].

PH Meter

N

Ag/AgCl
Reference
Micro-Electrode

ZnO Nanorods
Working Electrode’

L S snae

i Microscope

Figure 1.1 Schéma illustrant une mesure de pH intracellulaire grace a des nanofils de ZnO [13].
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Dans le domaine des capteurs a glucose, le ZnO nanostructuré a essentiellement été utilisé
dans les capteurs enzymatiques ampérométriques ; ceux-ci utilisent la Glucose Oxydase GOx
(Figure 1.2 et 1.3), enzyme jouant le r6le de catalyseur dans le métabolisme humain pour
I’oxydation du glucose, donnant en fin de réaction de I’acide gluconique et du peroxyde
d’hydrogene H,0, [1].

La réaction d’oxydation du glucose grace a I’action catalytique de 1’enzyme glucose oxydase

[15] :

glucose oxidase
Glucose > d-gluconolactone + H,0,

0,

Glucose + GOx(0X) — > Gluconolactone + GOx(R)
GOx(R) + Oy — = GOx(0X) + H,0,

Hy0y ——— 0, + 2H++ 2¢

/ ’/] H:0. @ /} GOx,) ‘ ] Glucose
| & | & “Va
L'/ ' Y l,*‘ L/
0, [J GOx(ox) [’ ) Gluconolactone
|:| ITO/ZnO nanotube arrays electrode O GOxpy) 8=~ Nafion

Figure I. 2 Mécanisme de détection de glucose au niveau d’électrodes formée de nanotubes de ZnO,
de glucose oxydase et de Nafion [16].

~OH
HoA HoA OH
OH o4 H _COOH
HO HO
H OH H OH H OH
B - D glucose D - glucono - § - lactone Gluconic acid
GOD - FADH2 GOD - FAD
0, R > H,0,

0, + B-D-Glucose + H,0 —°2 §— Glucono -1,5-lactone + H,0,

Figure 1.3 Le glucose oxydase catalyse la réaction de transfert d’électrons du glucose vers 1’oxygéne

en produisant de ’acide gluconique et du H,O, [17].

7-
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Figure 1.4 A gauche : (a) Nanofils d’oxyde de zinc (NF-ZnO), (b) I’enzyme uréase immobilisé sur les

NF-ZnO ; & droite : (a) lllustration schématique d’une bioélectrode & base de NF-ZnO et d’uréase pour

la détection d’urée, (b) Voltammétrie cyclique (VC) avec et sans urée dans une solution de PBS (pH7),
(c) VC adifférentes vitesses de balayage, (d) amplitudes des pics d’oxydation (I,,) et de reduction

(I,c) en fonction de la vitesse de balayage [1,14].
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Figure 1.5 Schéma illustrant une mesure du taux de cholestérol grace a des nanofils de ZnO combinés
au cholestérol oxydase (ChOx) [2,14].

ZnO a été ainsi largement testé dans les capteurs enzymatiques utilisant des enzymes redox
comme la glucose oxydase, I’urate oxydase et [ ‘uréase (Figure 1.4), le cortisol, la cytochrome ¢
oxydase, la cholestérol oxydase (Figure 1.5) et la peroxydase de raifort. Les résultats ont

montré une bonne sensibilité et une excellente sélectivité pour différents analytes. Les

-8-
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capteurs enzymatques continuent toutefois a faire 1’objet de recherches intensives afin
d’améliorer I’immobilisation (qui peut nécessiter plusieurs étapes complexes) et la stabilité
des enzymes a la surface des electrodes; I’enzyme pouvant, en effet, étre facilement
endommagé durant la fabrication ou les tests. D’autre part, ces capteurs enzymatiques souvent
ne fonctionnent de maniere effective que sous certaines conditions ce qui ne favorise pas un

large éventail d’applications [18].

Compte tenu de ces inconvénients, beaucoup de travaux de recherche se sont orientés vers le
développement de capteurs non-enzymatiques, assurant la détection d’espéces dans divers
analytes [18].

Parmi ces nouveaux capteurs figurent les capteurs de glucose, dit dans ce cas non-
enzymatiques ; certains sont a base d'oxydes ou d’hydroxydes métalliques et permettent la
détermination directe et a faible colt du taux de glucose sanguin sans utiliser de médiateur
pour le transfert d'électrons et sans qu’il y ait perte de sensibilité due a la dénaturation des

enzymes protéiques durant les procédures de détection [19], figure I. 6.

Notons toutefois que le nombre de publications dans ce cas reste relativement faible.

3D porous ZnO—CuO HNCs

Glucose

J

0.1 M NaOH

Surface CuOQ NPs —>«

D / Cu(ID) \ / Glucose
7 N\t N\

ZnO—CuO NWs trunk —
. olactone

Figure 1. 6 Exemple de capteur non-enzymatique a base de nanofils de ZnO (des nanoparticules de
CuO ont été déposées sur ces nanofils pour améliorer 1’effet électrocatalytique) [20].

Toujours dans le but d’améliorer les performances de ces biocapteurs, des nanostructures de
carbone (NTC-nanotubes de carbone, graphene, NFC-nanofibres de carbone) ont été

introduites (Figure 1.7 et Figure 1.8); ceci a eté encouragé par une plus grande maitrise de leur

9-
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techniques de fabrication permettant un meilleur rapport performances/codt. La tres bonne
conductivité électrique de ces nanostructures de carbone, leur stabilité chimique, et leur
biocompatibilité, élargit de plus en plus leur utilisation dans les capteurs de glucose, en les
associant a des nanoparticules hautement catalytiques (Co —oxydes et hydroxydes, Ni -
oxydes et hydroxydes, ZnO - nanoparticules, etc.).

Parmi les nanocomposites a base de carbone nanostructuré¢ et d’oxydes (ou hydroxydes)
métalliques, présentant un grand potentiel d’action électrocatalytique vis-a-vis de la réduction
de 'O, et I'oxydation du glucose, nous citerons : le OGR/ZnO (OGR : Oxyde de Graphéne
Réduit, qui désigne le graphéne obtenu par la réduction de I’oxyde de graphéne),
NFC/Co(OH),, et le RGO/Ni(OH),, qui font I’objet d’investigation dans la présente these.
Dans les paragraphes qui suivent, nous allons présenter les deux nanostructures de carbone
utilisées dans ce travail, a savoir le graphéne (plus particuliecrement I’OGR) et les NFC, en
insistant sur leurs propriétés exceptionnelles et 1I’important champ de leurs applications

potentielles.

Drop

~8als- MWCNTs

porous ZnO thin films

Q glassy carbon electrode

N TR
S ¢ 1:.0Qum

Figure 1.7 Haut : préparation d’une électrode détectrice a base de ZnO et de nanotubes de carbone ;
bas : images MEB des Nanotubes de carbones (A) et de ZnO/Nanotubes de carbone (B) [21].

-10-
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Figure 1.8 Image MEB de I’¢lectrode d’un biocapteur d’ADN, (A) Nanofils de ZnO, (B) Nanotubes
de carbone, (C) Nanofils-ZnO /Nanotubes de carbone [22].

1.2. Le graphéne

Le graphéne est une couche de carbone d’épaisseur monoatomique, présentant une structure
hexagonale composée d’atomes de carbone hybridés spz. Il a été d’abord étudié théoriquement
par P. R. Wallace en 1947 puis obtenu expérimentalement pour la premiere fois en 2004 par
Andre Geim et Konstantin Noroselov de l'université de Manchester, dont la découverte a été
couronnée par le Prix Nobel 2010, officiellement « pour des expériences pionnieres sur le
matériau bidimensionnel graphéne ». Le graphéne a depuis gagné beaucoup d'attention de la
part des chercheurs car présentant une combinaison unique de propriétés extrémement
intéressantes : résistance mécanique extréme, conductivité électrique et thermique
exceptionnellement élevées, imperméabilit¢ aux gaz, ainsi que bien d’autres propriétés

suprémes [23].

1.2.1 Le graphene, une forme allotropique du carbone

Dans la nature, le carbone existe sous trois formes allotropiques : amorphe (suie),
graphite et diamant. Dans les dernieres décennies, de nouveaux types de carbone ont été
élaborés et identifiés : les nanofibres de carbone, les fullerénes, les nanotubes et le graphéne ;
I’intérét de ces nouvelles formes allotropiques du carbone réside dans les propriétés nouvelles,

parfois exceptionnelles, qu’elles présentent (figure 1.9).

Ces différentes formes allotropiques sont directement liées & la maniére selon laquelle les

atomes se rassemblent et se lient entre eux [24] :
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Si le rassemblement est effectué sans ordre, on obtient du carbone amorphe (charbon,
par exemple).

Si le rassemblement est effectué sur une base cubique, on obtient le diamant.

S’il s’effectue sur une base hexagonale, on obtient une matiere noire et tendre appelée
graphite (du grec graphein, écrire).

Lorsque I'on parvient a isoler une monocouche de ce graphite, on obtient un nouveau
matériau qui porte le nom de graphéne. Sa structure et ses propriétés électroniques
sont tout & fait exceptionnelles, figure 1.10.

Si le rassemblement forme de longues chaines linéaires, on obtient les nanofibres de
carbone (NFC) caractérisées par un diametre entre 20 et 200 nm (alors que les
conventionnelles fibres de carbone (CFs) font quelques microns de diameétre). Les
fibres de carbone ont la propriété d’étre trés 1égéres et plus résistantes a la traction que
les fils d’acier, elles entrent dans la fabrication de beaucoup de composites, figure
1.11.

Une autre variété de carbone est le fulleréene, il est constitué de 60 atomes de carbone
formant un polyedre (icosaédre) semblable a un ballon de football. Sa découverte en
1985 par Harold Kroto, Robert Curl et Richard Smalley, leur a valu le prix Nobel de
chimie en 1996 (d’'autres formes moléculaires C7q, Csqo, €tc. ont été depuis mises en
évidence).

L'enroulement d'une ou plusieurs feuilles de graphene donne les nanotubes de

carbone, qui ont des propriétés électroniques tres remarquables.

a) Diamond

b) Graphite

c) Lonsdaleite

d) Cg, (Buckminsterfullerene)

e) Csqo

f) Cyo

g) Amorphous carbon

h) single-walled carbon nanotube
i) nanobud

j) Carbon Nanofiber (CNF)

P 0

o ]
e,
Pt 0

i ¥

Figure 1.9 Formes allotropiques du carbone [25].
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Figure 1.10 La structure 2D du graphene est une base pour certaines formes allotropiques du carbone
(graphite, nanotube, fulléréne, etc.) [26, 27].

Figure .11 Exemple d’images MEB de deux nanostructures de carbone utilisé dans cette these (A)
Nanofibres de Carbone (NFC) [28], (B) feuillets de graphéne [29].

1.2.2. Structure du Graphéne

Le carbone a pour numéro atomique Z = 6, sa configuration électronique est ainsi 1s>
2s? 2p?. Dans le cas du graphéne, la combinaison des orbitales atomiques de valence 2s, 2py,
2py de chaque atome de carbone va donner trois orbitales hybrides notées sp? pointant dans les
3 directions d’un triangle équilatéral (Figure 1.12). Ces 3 orbitales hybrides vont ensuite
former les trois liaisons o par recouvrement axial avec les orbitales atomiques des trois
atomes de carbone voisins donnant lieu a des liaisons covalentes « fortes » planaires C-C-C
séparées de 120° (celles-ci conferent au graphene son exceptionnelle rigidité structurale),
figure 1.13. L’orbitale restante 2p,, pour chaque atome de carbone, va chevaucher avec celles
des trois voisins, pour former une bande d’orbitales w pleine, appelée bande de valence, et une

bande d’orbitales m* vide, appelée bande de conduction, figure 1.14. La liaison m est
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perpendiculaire au plan des trois orbitales sp® [30], elles assurent au graphéne ses propriétés

uniques de conductivité électrique, figure 1.15.

2|

N OONO==000 0 S

2s 2pc  2py  2p, sp2 2p,

"
orbitals

Figure 1.12 (a) Orbitales atomique puis hybridation sp? de I’atome de carbone [31], (b) atome de
carbone avec ses trois orbitales sp? et son orbitale p [32], (c) Les liaisons o et 7 créent de fortes
liaisons covalentes entre les atomes de carbone.

T
sp G Ee
armchair zig-zag
a) b) c)

Figure 1.13 Structure du graphéne, les orbitales de liaisons et le spectre de dispersion correspondant
[33, 34].

#. o—orbital

m—orbital

Figure 1.14 (a) Les orbitales sp® et p, des atomes de carbone dans le graphéne [35], (b) les orbitales
planaires sp?, (c) les orbitales p; [36].
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Semiconductor Graphene

¥ Conduction band
" €———— Electrons are free —————>

E b - /
h / to roam 4

."’{f
Band gap 4

Valence band y \
>, €«—— Electrons bound ————> 4
5 to atoms

Figure 1.15 Tllustration schématique des bandes d’énergie pour le graphéne : celui-ci n’est donc pas
classifiable comme semi-conducteur car il n’a pas de gap ; parfois il est appelé « semi-conducteur a
gap nul » pour décrire sa structure électronique unique ou la bande de valence et la bande de
conduction se rencontrent en un seul point (appelé point de Dirac). Il peut étre classé comme un semi-
métal (une énergie nulle pour faire mouvoir les électrons et pour qu’ils deviennent conducteurs) [37].

Concernant sa structure, le graphéne est formé d’un réseau 2D d'atomes de carbone
rassemblés dans une structure en nid d'abeilles, qui résulte comme on 1’a dit précédemment
d’une hybridation sp2 de ces atomes. Cette structure hexagonale en nid d’abeille ne forme pas
un réseau de Bravais, car deux atomes voisins ne sont pas équivalents (figure 1.16) ; en effet,
un atome de ce réseau n’est pas totalement identique a son voisin : quand I’un a deux liaisons
vers le haut et une liaison vers le bas, le voisin immédiat en a deux vers le bas et une vers le
haut (ce qui est appelé « haut » et « bas » est bien sdr relativement a la figure illustrative ci-
dessous) [38]. De ce fait, le graphene est dit constitué de deux sous-réseaux (chacun étant un
réseau de Bravais).

(a) (b) (c)
o9 Py
\A B kyh P1/

i CO\ _6)\ 7 \/
sublattice A | \ r ek
sublattice B r . A

;. N
K
. /\(\ g
unit cell b‘ y
—— ERY

0.142 nm

Figure 1.16 (a) Structure cristalline du graphene formant deux sous-réseaux A et B ; (b) a; et a, sont
les vecteurs de base du réseau de Bravais triangulaire, les vecteurs 81, 62 et 83 relient les plus proches
voisins ; (c) premiére zone de Brillouin (ZB) pour le graphene, b; et b, sont les vecteurs du réseau
réciproque [36,38].

-15-



Chapitre | : Les propriétés du graphen, ZnO, Ni (OH)2 et Co (OH)2

Le graphene peut étre classés en trois catégories: celui a monocouche, celui a bicouche, et
celui a plusieurs couches (en effet, il a été observé que quelques couches empilées
continuaient a présenter des propriétés tres différentes de celles du graphite, ce qui justifie
qu’on continue a la considérer comme du graphéne). Chacune de ces catégories présente des
propriétés électroniques différentes. Ces empilements de mono-feuillets de graphéne peuvent
présenter soit un arrangement Bernal (ABAB) ou rhombohédral (ABCABC), (figure 1.17). Le
graphéne monocouche, méme s’il ne présente pas une structure d'empilement, peut présenter

une forme ondulée [28, 39].

Certains types de graphéne, comme les nanorubans, ont des propriétés qui dépendent du type
de bordure qui les délimite (figure 1.18) : bordure en Zigzag (Z) ou bordure en Fauteuil (A :
Armchair) ; il a été prouvé expérimentalement et théoriquement que le type de bordure

influence fortement les propriétés électroniques et magnétiques (par exemple, le graphene en

nanoruban présente un gap non nul, dont la valeur dépend de la largeur du ruban et du type de
bordure) [40].

Figure 1.18 Nanorubans de graphéne (a) en bordure Zigzag, (b) en bordure Armchair (fauteuil) [43].
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1.2.3. Méthodes d’obtention du graphene

Il existe une variété de méthodes qui permettent la synthese du graphéne afin de
satisfaire la forte demande sur ce dernier. On peut distinguer deux principales approches :
I’approche dite « ascendante » (en anglais bottom-up) et I’approche dite « descendante » (top-
down). Les principales méthodes de fabrication communément utilisées telles que I'exfoliation
mécanique, la croissance épitaxiale ou la réduction de l'oxyde de graphene, ont chacune leurs
avantages et leurs limitations [43]. Bien que la méthode d'exfoliation mécanique utilisant par
exemple un simple ruban de scotch (utilisée par Geim- Noroselov en 2004) puisse produire un
film de graphéne de haute qualité, cette méthode s’avere limitée en raison de son faible
rendement [44]. La méthode de croissance épitaxiale, méme si elle peut produire un film de
graphene de haute qualité avec un faible niveau de défauts, elle est généralement considérée
comme colteuse et nécessitant des conditions de vide rigoureuses [44]. Concernant la
méthode de dépdbt chimique en phase vapeur, qui est un bon candidat pour les applications
¢électroniques, elle a I’inconvénient de faire intervenir un processus de transfert du feuillet de
graphéne initialement élaboré sur un substrat métallique (Cu, Ni, etc.), pour le redéposer sur

le substrat final par exemple en silicium [43].

Enfin, il y a la méthode basée sur I'exfoliation chimique du graphite — communément appelée
procédé de Hummers —, qui semble offrir certains nets avantages par rapport aux autres
méthodes précédemment citées, essentiellement en termes de simplicité et de faible codt
[43,44].

L’idée de I’exfoliation chimique du graphite remonte a la période 1840-1859 durant laquelle
le scientifique Allemand Schafhaeut développa 1'idée d'un composé d'intercalation du
graphite (CIG) : en effet, le graphite étant constitué de feuillets 2D de carbone reliés entre eux
par des liaisons de Van Der Waals, Schafhaeu procéda a I’insertion de molécules entre ces
feuillets en utilisant I'acide sulfurique et I'acide nitrique, ceci facilita I’exfoliation des feuillets
car les molécules insérées, en augmentant la distance entre les couches (souvent par plusieurs

angstroms), favorisaient le découplage électronique entre eux [27,45].

L’exfoliation chimique utilisant le procédé Hummers produit de l'oxyde de graphéne (GO)
ayant un grand nombre de groupes fonctionnels, comme le groupe fonctionnel de I'oxygene
(hydroxyle, époxyde, etc.), qui détruit la structure d'hybridation sp? produit des défauts, et
augmente la distance entre les couches de graphéne empilées [44]. Cependant, en utilisant des
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procédés de réduction on peut éliminer la majeure partie des groupes fonctionnels d'oxygene
[46].

La réduction chimique est largement utilisée, mais elle laisse une quantité appréciable
d’impuretés. De méme, il y a la réduction thermique & haute température qui permet
déliminer le groupe de I'oxygéne; cependant, cette méthode entraine aussi une perte d'atomes
de carbone [47]. Des études récentes [48] ont montré la possibilité de photo-réduction d'oxyde
de graphéne par radiation UV, mais dans ce cas le temps d’irradiation devient un paramétre
délicat, et le dépassement d’un temps optimal risque de provoquer une destruction partielle du

feuillet de graphene obtenu.

Une autre méthode de réduction, utilisée dans ce travail, consiste a employer 1’électrophorése
pour, a la fois, réduire I’oxyde de graphéne et le déposer [49]. Cette méthode de réduction
nous a paru particulierement adaptée a la realisation de biocapteur pour la détection de
glucose. La figure 1.19 montre les feuillets d’oxyde de graphéne, chargés négativement, attiré
par I’anode ; au niveau de celle-ci ils subiront une réduction qui permettra de libérer les
groupes fonctionnels d’oxygene, et de dégager le feuillet de graphéne. Dans le cas de ce
travail, la réduction a été cathodique et non anodique, nous expliquerons ultérieurement les

raisons (figure 1.19).

= G-O suspension o

\ \‘:."
Y

AN
_‘_‘_T)

Reduced G-O film

Figure 1.19 Réduction-Dépot anodique d’oxyde de graphéne par électrophorese [49].

1.3. Les nanofibres de carbone (CNFs)

Les nanofibres de carbone (NFC) sont actuellement 1’une des plus importantes catégories de
Fibres de Carbone (CF). Les nanocomposites a base de NFC ont un important potentiel
d’application dans divers domaines comme les composants électroniques ou les matériaux

d’¢électrodes pour les batteries, les super-capacités et les détecteurs. Pour toutes ces

-18-



Chapitre | : Les propriétés du graphen, ZnO, Ni (OH)2 et Co (OH)2

applications, la conductivité électrique est souvent un critére prioritaire a considérer [50].
Avant d’aborder la NFC, présentons la Fibre de Carbone (FC), dont 1’exploitation et I’étude a

permis d’arriver aux NFC.

1.3.1.La fibre de carbone

La premiére utilisation industrielle de la fibre de carbone (FC), synthétisée a partir de
la carbonisation du coton et du Bambou, remonte a 1879 quand Thomas Edison les utilisa
comme filaments pour les ampoules électriques & incandescence® (figure 1.20). Méme si ces
premicres fibres montraient un bon rayonnement a 1’incandescence (supportant une
température de 2000°C) et présentant ’avantage du faible coit, elles furent abandonnée au
profit du fil de tungsténe (Trsion 3422°C) a cause de la sublimation du carbone de ces fibres
lors de I’incandescence puis sa condensation sur le verre de la lampe le rendant ainsi opaque.
Ces premiéres fibres avaient aussi d’assez pauvres propriétés meécaniques ; de ce fait, elles
tomberent dans ’oubli et n’excitérent de nouveau 1’intérét des chercheurs et des industriels

que dans les années 1950 avec I’avénement de 1’¢ére spatiale et des matériaux composites [51].

Figure 1.20 Les premiéres lampes électriques utilisaient un filament de carbone (Edison-1879).

! Dés le milieu du 19°™ siécle il a été remarqué que la carbonisation de fibres de bambou donnait un
filament conducteur d'électricité et qui devenait incandescent par passage de courant électrique sous
faible voltage. En 1879 Thomas Edison dépose le brevet de I'ampoule électrique a base de filament de
carbone en bambou du Japon (il est dit qu’Edison avait testé quelques 6 000 substances végétales
envoyées chercher dans le monde entier avant d’opter pour le bambou du Japon). Voici la méthode de
leur élaboration : « La matiere qui doit former, apres sa carbonisation, le filament conducteur de la
lampe Edison, c'est le bambou du Japon. Arrivé a l'usine, le bambou est découpé en petites laniéres,
puis recourbé en forme d'U et introduit dans des boites plates en nickel, bien fermées. Ces boites sont
entassées, par centaines, dans un fourneau, et on remplit de plombagine l'intervalle qui existe entre
elles, pour empécher l'acces de l'air. On chauffe alors fortement le fourneau. Par la chaleur, le
filament de bambou est transformé en charbon solide, flexible, assez dur, et conservant la forme
recourbée en U qu'on lui avait donnée, en le placant dans la boite de nickel. Chaque extrémité du
filament de charbon est ensuite fixée a un fil de platine, contourné, au bas, en une sorte de pince. Le
filament charbonneux est ainsi soutenu en l'air par un fil de platine recourbé, qui établit sa
communication directe avec le courant électrique » [52].
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Carbon nanotube Carbon nanofiber Carbon fiber
| 10! 102 10° 10t
Diameter (nm)

Figure 1.21 Comparaison schématique des dimensions des diamétres sur une échelle logarithmique de

différents types de carbone fibreux (nanotube a et b, nanofibre c, fibre d et e) [51].

Les fibres de carbone, figure 1.21, dont le diamétre est de 1’ordre de 10 um, sont composées a
90% d’atomes de carbone présentant une structure cristalline graphitique imparfaite disposée
le long de 1’axe de la fibre [53]. Elles sont obtenues par un traitement thermique a partir de
trois principaux précurseurs constitués de molécules organiques (polymeres ou
hydrocarbures) : Cellulose?, Polyacrylonitrile (PAN)® et Brai’. Gréce a leur faible densité et
leurs excellentes propriétés mécaniques, ces fibres sont utilisées dans de nombreux
composites (industrie aéronautique et spatiale — exemple : revétement en fibre de carbone
dans une matrice en SiC utilisé comme bouclier thermique de la navette spatiale européenne
lancée en 2015 —, industrie chimique, freinage aéronautique, pales des rotors d’éoliennes’,
voitures de course et bateau de compétition, industrie automobile® — ou il a été décidé de
miser sur les composites a base de fibre de carbone pour remplacer I’acier dans les picces
structurelles futures des 2022 —) (figure 1.22, 1.23) [54].

? La fibre issue du précurseur cellulose est utilisée pour ses propriétés d’isolant thermique [55].

¥ La fibre organique PAN est la plus vendue et permet I’obtention de fibres a haute résistance
mécanique (HT : Module d’Young = 150-300 GPa, Contrainte a la rupture = 3000-7100 MPa) [55].

* Brai : résidu de la distillation des goudrons de pétrole, de houille, de bois, ou d’autres matiéres
organiques (utilisations : enduit d’étanchéité, fabrication de peintures, de vernis, d’électrodes, etc.). Le
brai est généralement constitué de plus de 200 espéces chimiques [56]. Les fibres de haut module
(HM, E = 400-950 GPa, or =2000-3000 MPa) sont pour la plupart obtenues a partir de brais [55].

® Les pales des grandes éoliennes modernes sont fabriquées en plastique (polyester ou époxy)
renforcées par des fibres de verre ou des fibres de carbone (7um) (seul le codt élevé reste prohibitif
pour une plus large utilisation de la fibre de carbone).

® En 2013, BMW fut le premier constructeur a produire en série une automobile - la BMW i3 - dont la

structure est en composites a fibres de carbone (PAN) a structure graphitique stable d’une grande
pureté en carbone (@ 7 um) ; ceci afin d’alléger son poids (tout en assurant une grande résistance en
cas de collision) et permettre que sa motorisation soit électrique (batteries Lithium-ions de Samsung).
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Figure 1.22 Composites a base de fibres de Carbone dans I’industrie automobile [54].
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Figure 1.23 (1) Arrangement des atomes de carbone dans le cristal de graphite parfait [57], (2)
Structure cristalline d’un graphite parfait (a gauche) et structure cristalline graphitique imparfaite dite

« turbostratique » présente dans la fibre de carbone (a droite).

Tableau 1.1 : Principales propriétés du monocristal de graphite a 300K [55].

Parallélement au plan | Perpendiculairement au plan
Module élastique (GPa) ~ 1000 ~36
Conductivité thermique (W.m™".°C™") ~ 2000 ~7
Coefficient de dilatation (K™) de-12a-1.5.10° ~2.7.107
Résistivité (Q.m) ~4.107 ~ 110"

La fibre de carbone tire ses propriété de celle du graphite, ce dernier est un matériau
fortement anisotrope qui présente des caractéristiques mécaniques élevées dans la direction

des couches graphitiques ; toutefois, son clivage suivant les plans graphitiques est facilité par
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les faibles liaisons de VVan Der Waals (frotté sur le papier, le graphite y laisse des traces dues a

I’arrachage aisé des couches graphitiques externes) [56].

Les structures graphitiques sont caractérisées par des liaisons covalentes sp? (liaison o), de
petite longueur (1,417A) et de forte énergie (524 kJ/mol.). Chaque atome se combine avec
trois autres atomes pour créer une série de structures hexagonales formant le systéeme
polyaromatique constituant les plans graphitiques ou plans de base. Le quatrieme électron
(I’¢lectron libre délocalisé) est disponible pour créer une liaison de Van Der Waals inter-plan
(7 kJ/mol) en formant une liaison inter-plan dite © avec un autre électron délocalisé du plan
graphitique adjacent [60]. Les fibres de carbone sont constituées de structures graphitiques
dites turbostratiques : cette structure est un état intermédiaire entre le carbone amorphe et le
graphite, elle présente un empilement de plans graphitiqgues mais les couches sont
désorientées entre elles par une série de rotations aléatoires [57]. Comme dans le cas du
graphene multi-couche, le graphite idéal présent des plans graphitiques qui sont empilés
parallelement formant une séquence du type ABAB pour le graphite hexagonal et ABCABC
pour le graphite rhomboédrique. Le graphite hexagonal est la forme thermodynamiquement
stable du graphite. Les liaisons inter-plan sont de ~3,35 A dans le cas d’un graphite idéal [60],
mais dépassent cette valeur dans les fibres de carbone (figure 1.24); ce parametre est ainsi
employé comme mesure du degré de graphitisation de la fibre, car il se rapproche de la valeur

théorique au fur et & mesure que la structure de la fibre devient plus graphitique.

(1) Plan de base

Surface
prismatique

Figure 1.24 (1) Carbone turbostratique constituant les fibres de carbone, (2) structure hexagonale du
graphite idéal [57].
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La fibre de carbone est constituée de particules graphitiques de dimension finie (d’une dizaine
a une centaine de nanometre) ; elles doivent étre orientées le plus possible suivant ’axe de la
fibre afin d’améliorer au maximum ses propriétés mécaniques comme la résistance’ et la
rigidité®. La fibre de carbone présente des densités assez faibles (entre 1.7 et 2 g/cm®) qui

s’explique par le caractére turbostratique et la porosité qui caractérisent sa constitution (figure

1.25).

)\m v\ B
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Figure 1.25 Exemple de structure d’une fibre de carbone : des feuillets graphitiques associés les uns
aux autres formant un ensemble de feuilles froissées et pliées (avec parfois de faibles rayons de
courbure) qui s’orientent préférentiellement suivant I’axe de la fibre en formant des pores
principalement longitudinaux [55].

1.3.2.Propriétés catalytiques des fibres de carbone

La fibre de carbone posséde une inhabituelle stabilité chimique et des propriétés
conductrices, ainsi elle peut étre utilisée pour immobiliser des enzymes et des catalyseurs
pour procéder a I’oxydation de polluants. Par ailleurs, 1’introduction de la fibre facilite le
transfert de masse des contaminants depuis la solution jusqu’a la surface de I’¢électrode lors

d’une décontamination par électrocatalyse [58], (figure 1.26).

" Résistance a la déformation évaluée par les essais de traction et de dureté ainsi que la résistance
au choc mécanique évaluée par un essai de résilience.
® Un matériau dont le module de Young est trés élevé est dit rigide.
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Figure 1.26 Exemple de mécanisme catalytique pouvant expliquer la dégradation d’un contaminant
organique par un systéme électrocatalytique utilisant la fibre de carbone [58].

1.3.3. Nanofibres de Carbone

La nanofibre de carbone est un filament linéaire, constitué d’atomes de carbone a
hybridation sp?, dont le diamétre avoisine les 100 nm. Elles peuvent étre visualisées comme
un empilement linéaire — le long du filament — de couches planes (ou plaques), de cones (ou
tasses) ou d’aréte de poisson et de tubes (Figure 1.27). Ces différents modes d’empilement

sont directement liés au mode de synthese [54].

Fishbpne type Deck of cards type Parallel type
(Herringbone) (Platelet) (Tubular)

axis ’
NS

YV /%
AN\

Figure 1.27 (a) NFC- cbnes, (b) NFC-arétes de poisson, (c) NFC-plaques, (d) NFC-tubulaires [59].

Les nanofibres de carbone sont caractérisées par leur flexibilité, un fort rapport d’aspect
(aspect ratio) — supérieur a 100, une résistance mécanique et une conductivité électrique
élevées ainsi qu’une bonne stabilité chimique. La synthése des NFC a connu un interét

croissant, suscité par I’importance des applications potentielles allant des supercapacités
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(figure 1.28), des batteries Li-ions et des électrocatalyseurs pour arriver aux nouveaux
matériaux de construction alliant légereté et trés haute résistance [60], ainsi que les
composites hautes performances pour les industries automobiles, marines et aérospatiales
[61].

Figure 1.28 Tllustration schématique d’une supercapacité constituée d’une électrode positive a base de
Graphéne/MnO; et d’une électrode négative a base de NFC activées, 1’électrolyte étant une solution
aqueuse neutre de Na,SO, [62].

Les NFC sont synthétisées a partir d’une variété de matériaux incluant le brai, la rayonneg, le
PAN (polyacrylonitrile), les matériaux carbonés solides, I’acétone et les gaz d’hydrocarbures.
Diverses techniques sont utilisées pour cette synthese, on peut citer:
I’électrospinning/carbonisation, le DCV (dép6t chimique en phase vapeur) et la technique

Arc/plasma [62].

La méthode DCV — qui a été adoptée pour la synthése de NFC dans le présent travail —
consiste a utiliser des particules catalytiques & base de métaux de transition comme le fer, le
nickel, le cobalt et le cuivre, conjointement avec une source de carbone comme le monoxyde
de carbone (CO) ou des gaz dhydrocarbure (CH4, C,H,, etc.). En générale, la plage de
température pour ce processus varie entre 500°C et 1200°C ; dans le cas de la présente
synthese elle varie entre 250°C et 800°C, ce qui constitue un gain important en énergie

dépensée (figure 1.29 ; 1.30)

° La rayonne est une fibre textile artificielle & base de cellulose.
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Figure 1.29 Tllustration schématique d’une croissance de NFC par DCV [54, 63].

Width of the layer = 22 nm

D ext = 80 nm
D int =56 nm

Figure 1.30 (A) Exemple de NFC obtenues par DCV [64], (B) NFC obtenues par DCV selon un autre
protocole (on peut remarquer la forme en céne en bout de fibre) [54, 65].

1.3.4. Nanofibres de carbone en électrocatalyse

Méme s’ils n’ont pas de propriétés électrocatalytiques propres, les NFC sont de

premiére importance comme support pour les nanostructures électrocatalytiques.

Pour les applications en électrocatalyse, c’est le noir de carbone (plus particuliérement, la
variété Vulcan XC-72R) qui jusqu’a récemment avait la primauté. Sa morphologie
mésoporeuse lui permet en effet d’avoir une trés importante surface spécifique ~ 250 m2.g™,
alors que les NFC présentent des surfaces allant de 90 m%.g™ & 220 m%.g™. En dépit de cela,
de plus en plus de travaux s’oriente vers le remplacement du noir de carbone par les NFC
pour trois principales raisons : la meilleure cristallinité, la meilleure conductivité électrique et
la faible microporosité (figure 1.31) (un micropore a en effet le pouvoir de se remplir de

nanoparticules du métal catalytique réduisant ainsi considérablement leurs actions
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électrocatalytiques ; celles-ci ne sont optimales que lorsqu’elles sont bien dispersées en
surface) [66, 67].

Apres la synthése des NFC, il est parfois nécessaire de modifier leur chimie de surface par
exemple par un traitement d’oxydation afin de créer des groupes fonctionnels d’oxygene en

surface (figure 1.32) ; en effet, il a été observé que ces groupes sont nécessaires pour accroitre

les performances électrocatalytiques des NFC [67].

Graphite (002)

Ni (111)

| || Ni(200)

Intensity (a.u.)

CNF

T T T T T T
4 R 10 20 30 40 50 60 70 80
2-Theta (degree)

Figure 1.31 Images MEB de (a) NFC et (b) Vulcan XC-72R, (c) spectre DRX respectif des NFC et du
Vulan XC-72R montrant la trés bonne cristallinité (bien graphitique) du premier par au second [66].

Figure 1.32 Exemple d’ancrage de nanoparticules catalytique (ici Pt) sur la surface d’une NFC [68].

I.4.L’hydroxyde de cobalt et I’hydroxyde de Nickel

Apres ZnO nanostructuré, il a été décidé d’investiguer deux autres matériaux aux propriétés
électrocatalytiques bien avérées — a savoir le Co(OH), et Ni(OH),, en les combinant

respectivement avec la NFC et le graphene.
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Les oxydes et hydroxydes de cobalt et de nickel, qui allient une tres bonne activité
électrocatalytique, des performances élevées et un faible colt, ont recu une attention

particuliere ces dernieres années.
Nous présentons ces deux matériaux dans la partie qui va suivre.

1.4.1.L’hydroxyde de cobalt

L’hydroxyde de cobalt Co(OH),, 1’oxyhydroxyde de cobalt CoO(OH), 1’oxyde de
cobalt Co,0s3, et leurs composés dérivés sont particulierement intéressants en raison de leurs
propriétés physico-chimiques, les rendant des matériaux recherchés dans le domaine des
batteries (Li-ions), des détecteurs de gaz, des catalyseurs, et des échangeurs ioniques
[69,70,71]. Sur la figure 1.33 est schématiquement illustrée I'utilisation de nanofils d’oxyde de
cobalt pour la dégradation de phénol [72] et sur la figure 1.34 des nano-aiguilles de Co(OH),

déposées sur le graphéne formant 1’électrode d’un détecteur non-enzymatique de glucose [73].

" 03[ CH,(COOH),

AN Co;0, nanorods CO, + H,0

0,

Figure 1.33 Exemple d’utilisation de nanofils d’oxyde de cobalt pour la dégradation de phénol [72].

NS

Figure 1.34 Nano-aiguilles de Co(OH), déposé sur le graphéne formant 1I’électrode d’un détecteur
non-enzymatique de glucose [73].

-28-



Chapitre | : Les propriétés du graphen, ZnO, Ni (OH)2 et Co (OH)2

L’hydroxyde de cobalt cristallise selon une structure ordonnée de type Cdl; ; il se compose de
couches de Co(OH); avec les ions hydroxyles OH" présentant un arrangement hexagonal et les

ions Co(ll) occupant des rangées alternee de sites octaédriques (figure 1.35).

(011)
(001)

(100)
(012)  (200) (103

| ;110) ) (103)
| [‘ 902) |L@11x /‘gm)
/W W A W N R YT
8 18 28 38 48 58 68 78
20 ()

Co+ [llOH
Figure 1.35 Structure de I’hydroxyde de cobalt Co(OH),, et exemple de diffractogramme de celui-ci
[74].

Co(OH); est bien connue comme additif de batteries secondaires alcalines, il est aussi utilisé
comme précurseur pour les matériaux CoO(OH) et Coz0,; et il constitue un important
matériau pour les catalyses hétérogenes [75]. Sur la figure 1.36 on a un exemple de
nanofeuillets de Co(OH), testés pour les batterie alcalines zinc-air [76].

Pour la détection de glucose, I’hydroxyde de cobalt subit, en milieu basique et sous potentiel
anodique approprié, un cycle réversible permettant I'oxydation du glucose en gluconolactone

selon les réactions suivantes :
Co(OH), + OH™ — CoO(OH) + H,O + e~ (1.2)
2 CoO(OH) + glucose — 2 Co(OH), + gluconolactone (1.2)

L’oxyhydroxyde de cobalt, CoO(OH), outre son implication dans la biodétection, a été aussi
appliqué en tant que matériau de remplacement pour la détection de CO ou pour améliorer les

capteurs de gaz a base de Co304 [77].
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Co(OH), nanoplate

O+
2H,0+4e

Figure 1.36 Nanofeuillet de Co(OH); testé pour les batterie alcalines zinc-air [76].

1.4.2.L’hydroxyde de Nickel

Les hydroxydes de nickel, Ni(OH),, ont été bien étudiés dans la littérature pour leur
importance dans le domaine des accumulateurs alcalins. C’est un composé insoluble,
largement utilisé dans l'industrie des batteries en raison de sa réactivité au cours de procédés
d'oxydo-réduction, d'électrocatalyse et d’électrochromisme [78].

L’hydroxyde de nickel Ni(OH), peut exister sous deux formes : I’une anhydre, notée J3, et
I’autre hydraté, notée a (figure 1.37).

La phase B-Ni(OH), posséde une structure cristalline lamellaire : les atomes d’oxygéne sont
disposés selon la structure hexagonal compact parallelement a 1’axe ¢ définissant les plans
lamellaires ; pour les atomes d’hydrogéne, il se retrouvent dans 1’espace inter-lamellaire ou ils
occupent le centre d’un tétraédre aux sommets duquel sont positionnés les atomes d’oxygene.
La phase a-Ni(OH), posséde une structure semblable a la phase B et n’en différe que par la
présence de molécules d’eau dans 1’espaces inter-lamellaires (figure 1.37). Le paramétre de
maille anex de la phase oa-Ni(OH), (structure hydratée) est identique a celui de la phase -
Ni(OH), (structure anhydre), 3,12 A, mais son paramétre de maille Cpex est
approximativement doublé, 8 A contre 4,6 A, a cause des phénomeénes d’insertion d’eau. Le
degré d’oxydation moyen des cations nickel dans le cas de ces deux structures est compris
entre 2 et 2,2 [78].

Lorsqu’on impose un potentiel anodique adéquat a une électrode couverte d’hydroxyde de
nickel, celui-ci peut étre oxydé en oxyhydroxyde de nickel suivant la réaction électrochimique

suivante :

Ni(OH), — NiOOH +¢ + H* (1.3)
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En effet, & des potentiels dans la gamme de + 0,6 a + 0,7 V par rapport ’ENH (électrode
normale a hydrogene), l'oxyde de nickel (1) subit une oxydation supplémentaire pour
atteindre I'état d'oxydation Ni (I11). Ce dernier état est responsable de 1’oxydation catalytique
de glucides, d’acides aminés et d'autres substances biologiques (Figure 1.38).

La forme B-Ni(OH), va évoluer vers la forme B-NiOOH, dont les caractéristiques cristallines
sont équivalentes. Le degré d’oxydation moyen des ions nickel dans cette phase est compris
entre 2,7 et 3 [78,80].

D’autre part, la forme a-Ni(OH); s’oxyde en y-NiOOH, espéce également hydratée, avec une
insertion de cations alcalins dans 1’espace inter-lamellaire. Le degré d’oxydation moyen des
cations nickel dans cette phase est sensiblement supérieur a celui de la phase B-NiOOH
puisqu’il est compris entre 3,5 et 3,7 [78,80]. Dans ces matériaux, la cohésion des feuillets est
assurée par un réseau de liaisons hydrogéne mais leur déficience, dans le cas de y-NiOOH,
pourrait étre compensée par les phénoménes d’insertion cationique. Les cations alcalins

stabilisent les feuillets de la forme y-NiOOH, via des interactions électrostatiques [78].

e (b)

3 Ni2*: (0,0,0), (1/3,2/3,0), (2/3,1/3,0) 1 Ni: (0,0,0)

6 OH™: (1/3,0,2), (0,1/3,2), (2/3,2/3,2) 2 0: (1/3,2/3,u), (2/3,1/3,i)
(2/3,0,2), (0,2/3,2), (1/3,1/3,2) 2 H: (1/3,2/3,v), (2/3,1/3,v)

2 H,0(1/3,2/3,172), (2/3,1/3,1/2)

d(A)
(C) 15865 4 3 2.5 2 17 15 1.3 12 1.1
bero : :

B Nl(()H Ni

(001) (100) 101 .
(110) Ni
(111)
(200),

0-Ni(OH),
(001)

(100) (110)
(002) (111)

intensity (arb. units)

10 20 30 40 50 60 70 80 90
260(°)

Figure 1.37 (a) La phase a-Ni(OH), , (b) la phase B-Ni(OH),, (c) spectres DRX de film de Ni(OH),
sur un substrat de Nickel : 1a phase a est beaucoup moins cristalline que la phase  [79].
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OH HZO

e Nl(OH) Glucose
&
NiOOH Glucolactone

Figure 1.38 lllustration schématique du mécanisme de détection électrocatalytique du glucose par une
électrode constituée de nanoparticules de nickel déposées sur du carbone vitreux [81].

HOQ

@ NiOOH

Les détecteurs non-enzymatiques a base de nickel ont montré une exceptionnelle activité
électrocatalytique vis-a-vis de 1’oxydation du glucose, celle-ci se produit par I’intermédiaire
du couple redox Ni(I)/Ni(I11) dans une solution aqueuse alcaline [82, 83, 84].

En général, pour la détection du glucose c’est la phase B-Ni(OH), qui est privilégiée. Afin
d’assurer la prédominance de cette phase dans le Ni(OH), initial on procéde & une « électro-

activation » et qui sera presentée au chapitre II.

1.5. Les biocapteurs

Le concept de biocapteur moderne a commencé a partir de 1962 avec le développement
d'électrodes enzymatiques par Leland C. Clark. Dans cette nouvelle conception, le biocapteur
est basé sur I’immobilisation d’enzymes sur une électrode ou son action sera utilisée pour la
détection [85].

Depuis cette date, les chercheurs dans différents domaines (physique, chimie, biochimie,
science des matériaux, électronique, électrochimie) ont contribué au développement incessant

de ces biodétecteurs, les rendant de plus en plus performants et fiables.

Ces capteurs biochimiques — de plus en plus employés dans le domaine médical, agro-
alimentaire et de surveillance de I’environnement —, sont souvent simples dans leur principe et

peuvent offrir une analyse en temps réel des analytes.

Les techniques traditionnelles d'analyse biologique impliquent des réactions qui ont lieu dans
des solutions ou I’on ajoute des espéces bio-réactives. Dans les biocapteurs, ces reactions ont

lieu sur une électrode. Ce capteur sera ainsi un dispositif qui permettra de convertir un
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changement observé (chimique ou physique) en une réponse (électrique, optique,

calorimétrique, piézoélectrique, électrochimique) mesurable (figure 1.39).

Analyt  Reécepteur Transducteur Signal Information

[ 5]
. g
E ]
(— g —> k (—
Signal B Signal 2 Signal
chirnigque A physique E electronique
S
Capteur

Figure 1.39 Principe de fonctionnement d’un biocapteur [86,87].

Le biocapteur électrochimique répond a un transfert d'électrons, a une consommation
d'électrons, ou a une génération d'électrons au cours d'un processus d’interaction biochimique.
Cette classe de capteurs est dune grande importance vu qu’ils sont particuliérement
favorables a la miniaturisation par rapport a la plupart des autres biocapteurs. lls sont divisés

en capteurs conductimétriques, potentiométriques, et ampérométriques.

Le biocapteur conductimétrique est basé sur le changement de conductance entre deux
électrodes métalliques suite a une réaction biochimique [88] ; les capteurs potentiometriques
répondent quant a eux au changement de potentiel (mesurée par rapport a une électrode de
référence) da a I'accumulation de charges (électrons) sur I'électrode de travail [89]. Enfin, les
biocapteurs ampérométriques, qui sont les plus utilisés, basent leur détection sur la mesure du

courant électrique résultant de I’oxydation électrocatalytique d’une biomolécule [90, 91].

1.5.1. Biocapteurs enzymatiques

Les capteurs enzymatiques de glucose dominent l'industrie des biocapteurs, ceci a été
accentué par le développement sans cesse croissant de l'autotest et de surveillance de la

glycémie.

Les premiers capteurs de glucose ont été introduits, comme on 1’a indiqué précédemment, par
Clark et Lyons en 1962; ce capteur est basé sur I'oxydation catalytique du glucose en présence

d'oxygene, c’est cette variation d’oxygene qui est alors mesurée [85].
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Le premier capteur ampérométrique enzymatique de glucose a été développé en 1973 [92] ;
dans ce détecteur, la production anodique de peroxyde d'hydrogene H,O, a été analysée au
lieu du courant due a la réduction d'oxygene. Depuis, les capteurs de glucose ont
considérablement progressé grace a une technologie électrochimique de plus en plus

innovante, efficace et performante [93].

Depuis le début et jusqua maintenant, I'enzyme Glucose Oxydase (GOx ou GOD) est le
composant catalytique principal utilisé dans des biocapteurs enzymatiques. Elle a été décrite
comme une enzyme « idéale » pour l'oxydation du glucose [94,95], en raison de sa sélectivité
relativement élevée, de sa sensibilité et de sa stabilité, comparée a d'autres matériaux
enzymatiques. L'élément clé de cette grande molécule de protéine est le centre redox, qui est
la FAD (la flavine adénine dinucléotide). Le groupe de flavine est réduit par interaction avec
le glucose, en produisant comme sous-produit d'oxydoréduction la glucolactone (CgH100sg),

conformément a 1’équation [95] :
GOx(FAD) + glucose —— GOx(FADH?2) + glucolactone (1.4)

Comme le centre actif FAD est profondément enfoui dans I'enzyme, son oxydoréduction est
un facteur limitant majeur. Trois approches ont été adoptées afin d’oxyder le centre réduit
FADH, et ainsi régénérer la FAD : soit catalytiguement par la réduction naturelle de
I'oxygéne présent (premiére génération de biocapteurs enzymatique de glucose), soit en le
faisant réagir avec un médiateur (seconde génération), soit enfin en 1’oxydant directement via
I'électrode (troisieme génération). Les capteurs de glucose enzymatiques sont ainsi distingues
en fonction du mécanisme de régénération du centre actif ; ceci est résumé dans la figure 1.40
[93].

ELECTRODE

Med,, XFADH, X
Med,, FAD

Figure 1.40 Résumé des mécanismes d'oxydation enzymatique du glucose [95].

gluconi
acid

glucose
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1.5.2.Avantages et inconvénients des électrodes enzymatiques de glucose

Malgré une domination de l'industrie des capteurs de glucose par les systemes enzymatiques,
ces derniers ont un certain nombre de failles. Les capteurs de premiére génération souffrent
d'une dépendance élevée a l'oxygene, et sont donc inadapté pour des analyses pratiques et
fiables. De plus, leur capacité de détection est fortement influencée par la présence d'autres
interférents électroactifs toujours courants dans les échantillons sanguins réels. Pour y
remédier, une deuxiéme génération de capteurs a utilisé des médiateurs synthétiques
permettant de se passer d’oxygene, ainsi que des potentiel ampérométriques inférieurs pour

éviter les interférences électroactives [95].

Les électrodes de ces capteurs deviennent de plus en plus élaborées, mais la production d'un
capteur reproductible reste complexe et difficile.

Enfin, est apparue la troisieme génération de capteur qui est encore a ses débuts mais qui
montre déja beaucoup de promesses, basée sur les surfaces d’électrodes nanostructurées [95-
99].

Le probleme de stabilité qui caractérise les systémes enzymatiques entrave fortement leur
développement et leur plus large application. Assurer la stabilité de I'enzyme et du médiateur
d'électrodes immobilisées nécessite une attention considérable ; des procedés de fabrication
complexes (électropolymérisation, réticulation covalente, piégeage par sol-gel, piégeage par
des chaines de polyméres, etc.) ont été étudiés dans le but d’aboutir a un procédé applicable a
grande échelle tout en alliant codt raisonnable et fiabilité.

En dépit de ces problemes, les capteurs enzymatiques de glucose gardent commercialement le
monopole [95]. Cela est compréhensible étant donné la forte sélectivité de I'enzyme envers le

glucose.

1.5.3.Capteur non- enzymatiques

L'utilisation d'électrodes non enzymatiques promet potentiellement 1’avénement
d’une quatrieme génération de capteurs de glucose. Les électrodes non enzymatiques doivent
assurer 1’oxydation directe le glucose sans passer par un meédiateur. Ce systeme idéal a
d'abord été etudié, il y a un siécle, par Walther Loeb [95,99] qui a oxydé le glucose
¢lectrochimiquement dans de I’acide sulfurique en utilisant une anode en plomb. Malgre

I’effort de recherche, non-négligeable, consacré aux systémes non-enzymatiques, cet effort
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reste trés insuffisant et demeure bien en-deca des efforts déployés pour les systémes

enzymatiques.
1.5.3.1.L’électrocatalyse non-enzymatique

Les électrocatalyseurs non-enzymatiques se présentent sous différentes formes, par
exemple : des métaux (Pt, Au), des oxydes ou des hydroxydes de métal (Ni(OH),, RuO,), des
alliages (PtPb, PtRu), des complexes (phtalocyanine de cobalt) et il peuvent étre combinés a
I’'une des formes allotropiques du carbone (nanotubes de carbone, le diamant dopé bore,

graphene, noir de carbone, nanofibre de carbone) .

Le procédé d'électrocatalyse débute généralement par I'adsorption de l'analyte a la surface
d'électrode, ce processus implique les électrons des orbitales de 1’atome impliqué dans la
catalyse, ce qui permet de former une liaison appropriée avec l'adsorbant. Cette liaison est
nécessaire pour le processus catalytigue. La force d'adhérence dépend de I'énergie
d’adsorption de Gibbs, un changement dans la force de liaison peut étre impose par un
changement dans I'état d'oxydation du métal, ce qui peut altérer l'interaction adsorbat-métal et
favoriser la désorption du produit [95,100]. La géométrie de I'électrode peut aussi étre un
facteur tres important, comme on le voit dans de nombreux travaux de recherche [95,100].
Dans ce procédé catalytique, I’adsorption de 1’espéce organique semble coincider avec une
expulsion d’hydrogéne du matériau d’électrode catalytique. En effet, I'étape déterminant la
vitesse dans la plupart des expériences d’électro-oxydation de glucose est concomitante avec

I'élimination de I'atome d’hydrogéne hemiacétalique [101] (voir figure 1.41).
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Figure 1.41 Illustration de I'adsorption d’une espéce organique a la surface du matériau
électrocatalytique et libération simultanée d’hydrogéne [95,100].
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1.5.3.2.Exemple d’électrodes non-enzymatiques

- A base de Nanotubes de carbone

Les nanotubes de carbone (NTC) ont trouvé une importante application en électroanalyse
d’une grande variété d'analytes ; le plus souvent a travers la modification d’¢lectrodes planes
en augmentant la rugosité de surface et la porosité. Les NTC — qui ne sont autre que des
feuilles de graphene cylindriques — ont des dimensions nanométriques et sont hautement
conducteurs, ce qui a pour effet d’augmenter sensiblement la surface et la sensibilité des
électrodes détectrices tout en conservant une haute stabilité physique et chimique [95].

Les nanotubes de carbone ont particulierement montré de bien prometteurs résultats dans le
développement de la troisieme génération de capteurs enzymatique de glucose [95, 101, 102].
Les nanotubes de carbone ont aussi montré une amelioration dans la détection non-
enzymatique du glucose [103].

Un certain nombre d'oxydes métalliques (par exemple MnO;) ont été utilisés conjointement
avec ces nanotubes de carbone pour produire des capteurs de glucose électrocatalytiques
[95,104-109].

- A base de graphéne et de nanofibres de carbone

Les récents progrés dans la préparation de graphéne, matériau de trés grande conductivité
électrique, ont permis des études d’utilisation du graphéne dans 1’électrocatalyse. En ce qui
concerne l'oxydation catalytique du glucose, des expériences ont et été tentées sur des
systéemes enzymatiques, dans lequel la GOx est immobilisée a la surface des nanofeuillets de
graphéne [110-114], conjointement avec des nanoparticules de platine et d'or. Le carbone aux
liaisons sp® est théoriquement appelé & jouer un rdle important dans la détection
électrochimique de composés organiques, en raison du faible potentiel auquel le radical

hydroxyle peut étre formé au niveau des sites de surface [95,115].

A la différence des nanotubes de carbone, les nanofibres de carbone (NFC) ne sont pas
creuses, et la disposition des nanofeuillets de graphéne qui la constituent permet
théoriquement de disposer d’une plus grande proportion de bords formant la surface active
[116]. Au cours des dernieres années, les NFC ont été combinées avec des enzymes pour
produire des biocapteurs enzymatiques de glucose présentant des performances parfois
supérieures aux nanotubes de carbone. Les électrodes CNF non-enzymatiques ont également
été développées récemment ; Rathod et al. [117] ont dispersé des nanoparticules de platine a

la surface des NFC pour la détection électrocatalytique de glucose dans des conditions
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physiologiques (pH 7) ; toutefois, dans le cas de cette expérience les résultats de détection ont

été meilleures lorsque les NTC étaient utilisés [95].
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I1.1. Préparation de I'oxyde de graphéne (GO)

L’oxyde de graphene a été synthétisé en suivant la methode de Hummer modifiée [1], dans
laquelle la poudre de graphite et KMnO, ont été mélangés selon le rapport de 1:6. A ce
mélange a été ajoutée goutte a goutte une solution H,SO,4: H3P0, (rapport 9:1) en maintenant
une faible température de la solution grace a un bain de glace. La solution obtenue est ensuite
chauffée dans un bain d'huile pendant 24 heures & 60°C. Aprés l'achevement de cette étape, la
solution est versée progressivement dans un ballon contenant 30% de H,O, sous agitation
continue et plongé dans un bain de glace ; la solution devient de couleur jaune clair. Le GO
formé a d'abord été précipité par centrifugation a 10 000 tr/min pendant 10 minutes, puis lavé
plusieurs fois avec une quantité abondante d'eau distillée et une centrifugation. La solution
obtenue a été encore lavée avec de l'acide chlorhydrique a 30% pour éliminer les résidus
métalliques n'ayant pas réagi. Le matériau finalement obtenu a été lavé avec une quantité

abondante d'éthanol et d'éther diéthylique (trois fois) et seche a 60 °C pendant 12 heures.

11.2. Préparation des nanofibres de carbone (NFC)

Les NFC ont été préparées via le procédé thermique de dépbt chimique en phase vapeur. Il a
été effectué¢ dans un four tubulaire équipé d’un tube de quartz. Le tartrate de Cuivre (II)
hydraté est mis dans le tube de quartz (chambre de réaction) en tant que précurseur pour
catalyser la croissance des nanofibres. Le tube est d’abord chauffé a 250°C sous un vide au-
dessous de 0.1 mbar ; par la suite, la chambre est remplie d'acétyléne pur (C,H,) jusqu'a 500
mbar. Le systéme est maintenu a cette température pendant une période d’une heure pour
permettre la croissance des nanostructures carbonees; aprés cela, la chambre de réaction est
rapidement évacuée, et la température augmentée jusqu’a 800 °C pendant une heure afin
d’éliminer I'hydrogéne des nanofibres formées (cette étape est appelée processus de
carbonisation). Enfin, I'ensemble du systéme est refroidi lentement jusqu’a la température
ambiante. L'image MEB des NFC ainsi synthétisées montre que la croissance est colonnaire
et uniforme, avec un diametre moyen de 120 nm et une longueur de I'ordre de 10 um (Figure
11.1).
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11.3. Préparation du substrat d’électrodes

Les substrats utilisés dans ce travail, pour réaliser les électrodes modifiées, sont constitués
d’une couche d'or couvrant une lame de verre ; ces couches ont été préparées en déposant sur
des lames de verre (76 x 26 x 1 mm?®, CML France) préalablement bien nettoyées une couche
de 5 nm de titane suivie de 50 nm d'or, par évaporation thermique. Ces substrats sont utilisés

tout au long de ce travail.

11.4. Dépot électrophorétique

La technique de dép6t électrophorétique (DEP) permet la formation de films d'épaisseurs
nanométriques sur des surfaces conductrices.

Les nanostructures de carbone (graphéne-RGO, nanofibres-NFC, nanotubes-NTC, etc.) dont
les surfaces sont chargées électriquement, réagissent avec les ions métalliques dans les
solutions électrolytiques en produisant un potentiel zéta positif ou négatif ; ce phénomene
rend le dép6t eélectrophorétique de nanocomposites possibles par voie cathodique ou
anodique.

Les propriéetés des films déposés par électrophorése sont contrblées par les paramétres de
DEP : temps de dép6t, concentration des précurseurs, rapport de ces concentrations, etc.

11.4.1. Principe de I’électrophorese

L'électrophorese se base sur le déplacement de particules colloidales en suspension lors de
I'application d'un champ électrique externe.

Dans le cas général, ce sont des particules chargées entourée de I’électrolyte liquide, et
I'application d'un champ électrique induit des forces de Coulomb sur ces particules. La
translation résultante de celle-ci est a la base du phénoméne d’électrophorese. Durant le dép6t
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électrophorétique, ce processus de translation est dominant et déplace les particules vers
I'électrode de charge opposeée ; une fois les particules sont a proximité de 1’électrode, c’est le
processus de dépbt qui commence a dominer.

L’utilisation de cette méthode de dépot dans ce travail de thése nous permet d’attester que
cette technique est a la fois simple et performante, permettant un dépot uniforme a d’épaisseur

contrélable.

11.4.2. Dispositif d’électrophorése

Dans ce travail, on a utilisé une électrode de platine et une électrode modifiée immergées dans
la solution colloidale de volume 1 ml. Les deux éelectrodes sont paralleles et sont séparées par
une distance de 1 cm ; elles sont branchées au générateur de tension, grace auquel on va fixer

le potentiel durant le temps de dép6t choisi (Figurell.2.A).

Générateur de tension

? ®

Solution colloidale

Figure 11.2.A Schéma du dispositif d’électrophorese. CE : contre électrode en platine, ET : électrode
de travail (substrat).

_I_l — _
Ano | | | Catho Anod Catho
©
©
O gL «0©
)
o O <O ©

Figure 11.2 B Schéma illustratif du dépot électrophorétique : (A) dépdt anodique, (B) dépbt
cathodique.
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Quand la solution contient des particules colloidales chargées négativement, le dép6t
s’effectue sur 1’électrode positive (anode) ; et inversement, si la solution colloidale est
chargée positivement, le dépot s’effectuera sur 1’¢lectrode négative (cathode), figure 11.2.B.

Apres le dépdt, on nettoie les films avec 1’eau désionisée trois fois de suite et a la fin on les

seche avec de 1’azote apres les films obtenus sont pres étre utilisées.

I1. 5 Dépbt par goutte (Drop-cast)
C’est un procédé de dép6t tres simple, rapide et non couteux. Il consiste a déposer des
gouttelettes de la solution colloidale qui contient le composé qu’on veut déposer Sur un

substrat, puis on laisse le solvant s’évaporer et on récupére le film obtenu apres séchage.

11.6. Electro-activation

Apres le dépot électrophorétique du nanocomposite, on effectue un séchage a I’azote, puis on
procede a I’étape d’électro-activation, qui a été effectuée a toutes les électrodes modifiées
réalisées dans ce travail de thése. Cette étape consiste a activer/stabiliser la surface
précédemment obtenue en la soumettant a une voltammétrie cyclique (300 cycles), entre O et
0,8 V vs. Ag/AgCl a 100 mV/s dans une solution de NaOH a 0.1M. Cette étape qui consiste a
faire subir a la couche de nanocomposite une succession d’oxydation-réduction favorise
I’augmentation du niveau d’oxydation du métal a la surface.

L’¢lectro-activation de CNFS/Co(OH), favorise la formation du couple rédox
Co(OH),/CoOOH qui sera responsable de la détection du glucose [2].

Le dépobt electrophorétique du film de RGO/Ni(OH), entraine la formation des deux phases o-
Ni(OH), et B-Ni(OH),. L’étape d’électro-activation va d’un coté augmenter la proportion de
la phase B-Ni(OH), (qui est la plus favorable a la détection de glucose) ; et d’un autre c6té,
assure la formation du couple Ni(OH),/NiOOH [3].

11.7. L>électrochimie et la détection du glucose

L’¢lectrochimie est la discipline qui a pour objet I’¢tude des interfaces entre des
conducteurs électroniques (métaux, polymeres conducteurs, semi-conducteurs...) et des
conducteurs ioniques (solutions ¢électrolytiques, sels fondus, électrolytes solides...). Les
méthodes électrochimiques d’analyse se divisent en deux catégories. La premiére catégorie
traite des mesures concernant [’interface a 1’équilibre ou dans des situations

dynamiques excluant tout transfert électronique. La seconde catégorie concerne la
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réalisation et I’étude du transfert électronique hétérogene a l’interface. Dans les deux cas
I’interface porte le nom d’électrode.

Dans ce travail, on a utilisé deux méthodes électrochimiques pour la détection du glucose :

11.7.1 Voltammétrie cyclique

Le principe général de la voltammétrie est I'obtention d'une réponse (courant i) du systeme
étudié en lui imposant une variation progressive du potentiel d'électrode E (balayage de
potentiel). Si cette variation est effectuée dans un seul sens, la voltammeétrie est appelée
linéaire ; si elle est effectuée successivement dans un sens puis dans le sens inverse, elle est

appelée voltammétrie cyclique. Cette technique est trés utilisée en électrochimie.

La figure 11.3 montre I’exemple d’une courbe de voltammeétrie cyclique permettant de voir la

sensibilité de 1’¢lectrode modifiée au glucose.

20 : :
absense of glucose
"addition of glucose

|
0,2 0,4 0,6 0,8

-15 |
0
E /V

Figure 11.3 Voltammétrie cyclique avec et sans la présence de glucose [4].
La figure 11.3 montre le pic anodique d’oxydation du glucose ; une oxydation qui produit du

Gluconolactone. Cette réaction se produit a la surface de I’oxyde (ou de I’hydroxyde)

métallique selon un processus illustré schématiquement sur la figure 11.4.
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Glucose M (OOH)
Xe Xe
Gluconolactone M (OH),

Figure 11.4 Illustration schématique de 1’oxydation du glucose a la surface de I’électrode modifiée

sous potentiel anodique [5].

11.7.2. Ampérométrie

L’ampérométrie utilise la variation d’intensité du courant traversant une électrode indicatrice
qui est plongée dans une solution a doser.

Dans notre travail, pour tester la qualité de détection de 1’électrode modifi¢e élaborée on la
place dans une cellule électrochimique et on applique un potentiel constant (mode
potentiostatique) ; puis on mesure le courant anodique qui accompagne 1’ajout d’une quantité
prédéfinie de glucose ; la réponse anodique est par la suite mesurée pour des ajouts successifs
de cette quantité. C’est ce courant en fonction du temps aprés les additions successives du
glucose qui forme la réponse ampérométrique de 1’¢lectrode détectrice. Cette réponse pour un

bon détecteur de glucose montre une progression en escalier lors de l'addition de glucose

figure 11.5.
16 - i
12 i
<
€ g ]
= z =
2 = 8 9
4 - 2 i i i
SURRS S
0 250 500

Temps /s

Figure 1.5 Courbe ampérométrique avec différentes concentrations de glucose [4].
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11.7.3. Le montage électrochimique

Pour la détection de glucose et les mesures électrochimiques, nous avons utilisé une cellule a

trois électrodes (Figure 11.5) ; ces électrodes sont comme suit :

1- une électrode de travail (ET) — qu’on a appelé électrode modifiée ; les électrodes de
travail utilisées dans cette thése sont: (RGO/ZnO), (RGO/insuline/Zn0),
(RGO/Ni(OH),), (RGO/insuline/Ni(OH),) et (CNFS/Co(OH),).

2- une contre-électrode (CE) constituée d’une feuille fine de platine (7x8 mm?) ou d’un
fil de platine ; celle-ci assure le passage du courant a travers 1’électrolyte.

3- une électrode de référence (ER) Ag/AgCl au KCI saturé qui, comme son nom
I’indique, permet d’imposer un potentiel électrique a 1’électrode de travail en se

référant a un systeme connu.

/X@

Potentiostat

[ T ]

i

Electrolyte

Figure 11.6 Illustration schématique du dispositif électrochimique utilisé.

Les trois électrodes, disposées comme illustré sur la figure 1.6, sont reliées a un
Potentiostat/Galvanostat dont le fonctionnement est assuré par un logiciel installé sur un
ordinateur relié au Potentiostat. Si un potentiel constant est impose, un courant en fonction du
temps va étre recueilli et tracé sur I’écran de 1’ordinateur. Les courbes I=f{(t), c’est-a-dire la

variation du courant en fonction du temps, sont appelées chronoampérogrammes.
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Les chronoampérogrammes constituent une importante source d’informations quand on étudie
la détection électrochimique de glucose.

La cellule électrochimique utilisée est une cellule ouverte, c’est-a-dire qu’elle est constituée
d’un récipient en verre sans couvercle, la surface de la solution électrolytique reste donc en
contact avec I’air ambiant.

Les analyses électrochimiques relatives a 1’oxydation électrocatalytiques de glucose ont été
exécutées en utilisant un Potentiostat/Galvanostat Autolab 20 (Ecochimie, Utrecht, Pays-
Bas). Une électrode d'’Ag/AgCI (Bioanalytical Systems, Inc.)a été utilisée comme
électrode de référence. L'électrode de travail est I'électrode d'or sur laquelle a été déposé le

nanocomposite.

11.8. Mesure de la quantité d’insuline

L’insuline est une hormone peptidique’® sécrétée par les cellules-p dans les flots de
Langerhans du pancréas, elle a été découverte a Strasbourg en 1889. Elle est considérée
comme la principale hormone anabolique™ du corps car elle régule le métabolisme des
glucides, des graisses et des protéines en favorisant leur absorption dans les cellules. Son
action sur le glucose est déterminante pour le bon fonctionnement de I’organisme.

L’insuline, faisant partie des petites protéines, a pour formule brute Cos7Hzs3077NgsSe €t
posséde une masse moléculaire de 5800 daltons. Sa structure a été déterminée par Frederick
Sanger dont elle fut, en 1958, I’objet du premier de ses deux prix Nobel de Chimie. Elle est
constituée de 2 chaines, la chaine-A comportant 21 acides aminés et la chaine-B comportant

19 Une hormone est une molécule biologiquement active, sécrétée par une glande endocrine & la suite d'une
stimulation ; elle agit a distance, essentiellement par voie sanguine, sur des récepteurs spécifiques d'une cellule
cible dont elle modifie le fonctionnement (soit en stimulant une de ses fonctions, soit au contraire en l'inhibant).
Une hormone peptidique est une chaine d’acides aminés reliés entre eux par des liaisons peptidique qui sont
des liaisons covalentes s'établissant entre la fonction carboxyle d'un acide aminé et la fonction amine d’un autre
acide aminé.

R R ® o R
H o) H ® 0 H r 5 0 o) i
/N c—C ,\+ /_)N—C C E— /N—(I: C —N—C—C on H.O
' H
H H @'H/ M) H OH H H

S

Rappelons qu’un acide aminé (AA) est un acide organique contenant au moins un radical amine (NH,) et un
radical carboxyle (COOH) ; les AA — qui sont au nombre de 21 — sont les éléments de base constituant les
protéines.

1| 'anabolisme est I'ensemble des réactions chimiques de synthése moléculaire d’un organisme vivant. Il est le
contraire du catabolisme, qui est ’ensemble des réactions de dégradation de molécules. Le catabolisme et
I'anabolisme sont les deux composantes du métabolisme (qui regroupe I’ensemble des réactions chimiques qui se
déroulent au sein d'un étre vivant).
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30 ; ces deux chaines sont réunies par deux ponts disulfure, un troisiéme pont est interne a la
chaine-A (figure 11.7).

Figure 11.7 Structure moléculaire de I’insuline. Dans I’image de gauche : le carbone est indiqué en
noir, I’hydrogéne en blanc, I’oxygéne en rouge 1’azote en bleu et le soufre en jaune [6]. Image de
droite : les deux chaines constituant la molécule d’insuline avec les trois ponts disulfures —trait plein et
épais entre les acides aminés Cys (i.e. Cystéine) (2 ponts entre chaines et 1 pont intra-chaine), le
nombre total d’AA constituant I’insuline est 51 [7].

11.8.1. Charge et Libération électrochimique d’insuline

Un précédent travail de 1’équipe de S. Szunerits [3] a montré que l'insuline pouvait étre
libéree — dans un but thérapeutique — par des électrodes modifiées d’OGR chargés d'insuline
apres application d'un potentiel électrique adéquat.

En effet, les propriétés uniques des feuilles d’OGR permettaient leur utilisation comme des
nanoporteurs efficaces pour l'insuline. Une interface intégrée a été développée et montrait
qu’une libération d'insuline pouvait étre declenchée électrochimiquement. La capacité de
libération de ces électrodes d’Au recouvertes d'insuline-OGR s'est révélée dépendante du
potentiel avec une libération optimale a — 0,8 V vs. Ag/AgCl. D’autres tests ont montré que la
libération électrochimique n'altérait pas 1’activité de I’insuline [3].

Ce nouveau concept peut étre mis en ceuvre avec des systémes électriques
micro/nanométriques utilisant des électrodes sérigraphiés contenant des électrodes de
référence et contre-électrodes intégrées sur des patchs cutanés flexibles permettant une
administration cutanée transdermique [3].

Dans ce travail de thése, nous avons procédé a la mesure : (a) du taux d’insuline chargé dans
le nanocomposite durant 1’élaboration des électrodes RGO/insulin/ZnO et
RGO/insulin/Ni(OH), ; (b) du taux d’insuline largué a 0.4 V vs. Ag/AgCl ou 0,6 V vs.

Ag/AQCI (c’est-a-dire aux potentiels de détection de glucose pour les différents
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nanpocomposites élaborés); et (c) le taux d’insuline largué a — 0,8 V vs. Ag/AgCI (c’est-a-

dire au potentiel de régulation).

11.8.2. Mesure de la quantité d’insuline chargée

Pour la mesure de la quantité d’insuline chargée dans le nanocomposite lors du DEP, on
effectue une calibration de I’insuline dans I’eau a I’aide d’un spectrophotométre UV-Visible ;
puis a I’aide de cette calibration, on mesure la quantité d’insuline qui est restée dans la
solution électrolytique aprés DEP ; ainsi, en retranchant la quantité qui est restée de la
quantité initiale on obtient la quantit¢ d’insuline effectivement chargée dans 1’électrode
modifiée.

La courbe de calibration de I’insuline dans 1’eau et 1’équation de calibration sont données par

la figure 11.8.

— 0.005 mg/mL| i . 1
——0.01 mg/mL Abs=0.00849 + 13.12663 [human insulin] / mg mL
— 0.02 mg/mL 24 R=0.9989
— 0.04 mg/mL ’
— 0.05 mg/mL
—— 0.06 mg/mL
—— 0.08 mg/mL 2,0
0.10 mg/mL
—— 0.12 mg/mL
—— 0.15 mg/mL
—— 0.20 mg/mL

15

Absorbance
=
[é:]

Absorbance

1,0

0,5

(b)

240 250 260 270 280 790 300 o
wavelength / nm ;00 0,05 0,

010 015, 0,20
[human insulin] / mg mL

Figure. 11.8. a) Spectres UV-Visible pour différentes concentrations d’insuline dans 1’eau, b) la
courbe de calibration correspondante.

11.8.3.Mesure de la quantité d’insuline larguée
Pour mesurer la concentration d’insuline larguée dans 1’¢lectrolyte pendant la détection ou la

régulation de glucose, on procéde a une calibration de I’insuline dans une solution de NaOH a
0.1 M (figure 11.9) et de PBS™ (figure 11.10).

'2 e PBS, phosphate buffered saline, est une solution tampon couramment utilisée en biochimie. Il s'agit d'un
soluté physiologique contenant du chlorure de sodium, du phosphate disodique, du phosphate monopotassique et
un peu de chlorure de potassium. En général, la concentration de ces sels est celle du corps humain. Son pouvoir
tampon repose sur le couple dihydrogénophosphate / hydrogénophosphate (pKa= 7,2), qui est un des trois grands
mécanismes permettant le maintien du pH sanguin (HPO,* + H* = H,PO,").
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Figure 11.9 a) Spectres UV-Visible pour différentes concentrations d’insuline dans NaOH (0.1 M), b)
la courbe de calibration correspondante.
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Figure 11.10 a) Spectres UV-Visible pour différentes concentrations d’insuline dans PBS pH7.4, b) la
courbe de calibration correspondante.
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11.9. Les Techniques de Caractérisations

11.9.1. La spectroscopie Raman

La spectroscopie Raman est une technique d’analyse puissante dans le domaine des
matériaux. Elle repose sur le principe de la diffusion inélastique de photons par les phonons
du matériau étudié. Les propriétés des matériaux peuvent étre caractérisées par l'utilisation de
la spectroscopie Raman sans endommager I'échantillon et des informations peuvent étre
extraites sur la composition et la structure cristalline.

La spectroscopie Raman s’appuie sur la mesure de la longueur d’onde et de I’intensité de la
lumiere inélastiquement diffusée par les molécules. La lumiére diffusée par effet Raman
apparait a des longueurs d’onde qui sont décalées par rapport a la longueur d’onde de la
lumiére incidente. L’intensité de la lumiere diffusée de cette maniére (radiation Raman) est de
I’ordre de 10 & 10°° fois I’intensité incidente, d’ou la nécessité d’utiliser un rayonnement
intense (source laser). 1l a été observé que les écarts de la longueur d’onde entre les radiations
Raman et la radiation incidente sont caractéristiques du matériau analysé et indépendants de la
fréguence excitatrice [8].

Lorsqu’on éclaire un échantillon avec une lumiére monochromatique de fréquence v (Ssource
laser) et si on analyse lumiére diffusée a 1’aide d’un spectrométre, on remarquera, des deux
cotés de la raie de diffusion Rayleigh a v, (photons diffusés élastiquement sans changement
d'énergie), des raies de diffusion Raman de tres faible intensité (raies Stokes du coté des
basses fréquences et anti-Stokes de 1’autre), figure 11.11. Ce phénoméne a été prédit en 1923
par Skemal et observé par Raman en 1928 [9].

En diffusion Raman, les émissions observées résultent de polarisations induites par le
faisceau électromagnétique incident. Les mouvements de rotation et de vibration déforment le
nuage électronique et induisent une variation de la polarisabilit¢ moléculaire. La
modulation de la polarisabilité des molécules constituant I’échantillon est a 1’origine de la
diffusion Raman observée.

L’analyse des écarts énergétiques entre le rayonnement incident et le rayonnement diffuse par
effet Raman permet de remonter a certaines propriétés structurales du matériau étudié. En
effet, la spectroscopie Raman est utilisée pour déterminer les niveaux vibrationnels des
cristaux qui sont directement liés a 1’état de leurs structures cristallographiques. Le
positionnement des raies Raman (la position relative des raies Raman et Rayleigh) ne dépend

pas de la fréquence du rayonnement incident mais uniquement de la substance etudiée.
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Cependant 1’effet Raman dépend de la polarisation de la lumiére incidente et de 1’orientation

des cristaux du matériau étudie [9].

(a) ) T
E E;=E - AF, Virtual states
Z TR
>
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LL)V\/\/\/—’ Vibrational states
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L 4 Ground state
Stokes Raman Rayleigh Stokes anti-Stokes
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{ 2
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Figure 11.11 Illustration schématique du processus Raman Stokes et anti-Stokes (a et b), (c)
diagramme d’énergie montrant le processus de Rayleigh (diffusion élastique) et le processus Raman
(diffusion inélastique), (d) spectre de I’intensité diffusée en fonction du nombre d’ondre (autrement dit

de I’énergie) montrant les pics Stokes et anti-Stokes [10].

Dans le cas des matériaux a base de carbone, la spectroscopie Raman se révele un outil
essentiel de caractérisation, de par sa sensibilité a la structure électronique, en particulier des
doubles liaisons C=C qui produisent de fortes intensités Raman. Pour tous les systemes
carbonés, le spectre Raman montre un nombre trées limité de pics, quelle que soit la structure
du systeme, qu'il s'agisse d'un polymeére conjugué ou d'un fulleréne. Les spectres Raman
semblent ainsi étre incroyablement simples: juste quelques bandes trés intenses dans la région
de 1000-2000 cm™ et quelques autres modulations de second ordre (essentiellement : pic D
~1350 cm™, pic G ~1580 cm™ et pic 2D ~2700 cm™) ; cependant, leur forme, leur intensité et
leurs positions permettent de distinguer un carbone amorphe dur d'un nanotube métallique,
donnant autant d'informations que celles obtenues par une combinaison d'autres approches
longues et destructrices. La dispersion particuliére des électrons n (liaisons C=C) est la raison

fondamentale pour laquelle la spectroscopie Raman dans les systéemes carbonés est toujours
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résonnante et, par conséquent, représente une sonde puissante et efficace de leurs vibrations

mais aussi de leurs propriétés électroniques [11,12].

Les mesures de spectroscopie micro-Raman ont été, dans ce travail, réalisées sur un systéeme
HORIBA LabRam HR micro-Raman associé a une diode laser a 473 nm comme source
d'excitation. La lumiere visible est focalisée par un objectif x100. La lumiere diffusée est
recueillie par le méme objectif en configuration de rétrodiffusion ; la lumiére est dispersée par
un monochromateur de longueur focale de 1800 mm et détectée par une caméra CCD (figure
11.12).

microscope dichroic cylindrical
objective mirror lens
(- 6
>
sample l
CCD
detector
—| | vibrational
=—| | frequency
Gl
position
spectrometer on sample

Figure 11.12 Illustration schématigque de la spectroscopie Raman [13].

Le spectrometre LabRam HR (figure 11.13) est équipé :

» d’un microscope confocal ouvert permettant de placer sous I’objectif des objets de grandes
tailles,

 d’un spectrographe de 800 mm de focale ; plusieurs réseaux de diffraction peuvent étre
sélectionnés afin d’ajuster la résolution spectrale au type d’études a effectuer. Cet appareil de
grande focale peut étre couplé a un réseau a grand nombre de traits. On peut ainsi atteindre
des dispersions spectrales de 1’ordre de 0.35 cm-1 par pixel,

» d’un détecteur CCD 1024%256 pixels (taille des pixels 26 um) Chip MPP Back illuminated
Deep Depleted refroidi a I’azote liquide,

* d’une platine motorisée XY qui permet de réaliser des cartographies Raman suivant ces 2

axes. (résolution de 0,1 pm en X et Y),
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* d’une table piézoélectrique XYZ permettant de réaliser des cartographies Raman avec des
déplacements nanométriques ce qui permet d’accroitre de fagon significative la qualité de
I’imagerie Raman en termes de positionnement et de reproductibilit¢ des mesures. Ces
platines offrent des déplacements typiques de 100x100x100 microns avec un pas pouvant
atteindre le nanomeétre si nécessaire selon ces trois directions.

Le spectrometre LabRam HR est parfois un systéme « multi excitations ». Il peut étre couplé a
trois lasers : un laser HeNe a 633 nm et deux lasers solides a 532 nm et a 473 nm. Ces sources
peuvent étre commutées trés facilement permettant ainsi 1’étude d’échantillons au méme point

de mesure a différentes longueurs d’onde.

Figure 11.13 Exemple de spectrométre Raman de marque « LabRam HR Visible » de la société
Horiba Jobin Yvon [14].

11.9.2. Microscope électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage MEB permet une analyse morphologique, structurale
et chimique de matériaux solides a 1’échelle micrométrique — pour les MEB standards, et
nanomeétrique - pour les MEB haute résolution.

Cette microscopie est fondée principalement sur la détection d’électrons secondaires arrachés
a la matiére de I’échantillon sous I’impact d’un faisceau trés fin d’électrons primaires
monocinétiques qui balaye la surface ; 1’énergie des électrons secondaires est beaucoup plus
faible que celle des électrons incidents. D’autre interactions ont lieu (figure 11.14 et figure

11.15) : les electrons rétrodiffusés (RBS) — d’énergie comparable a celle des électrons
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incidents ; les eélectrons Auger — de tres faible énergie et ne pouvant étre étudiés que dans des
conditions d’ultravide ; les photons visibles — cathodoluminescence spécifique de certains
matériaux ou impuretés ; les photons X donnant accés a 1’analyse de la composition atomique
de I’échantillon [15,16].

Rayons X
caracteristiques

N

ECHANTILLON

Figure 11.14 Signaux produits par interaction d'un électron primaire avec I'échantillon [15].

La détection des électrons secondaires fournit une information sur la topographie de
I’échantillon sur une profondeur de 10 nm. L’analyse de ces électrons permet d’obtenir une

image caractéristique de la surface.

faisceau incident
d'électrons

surface de I'échantillon

élecirons Auger
électrons secondaires

élecivons rétrod iffusés
rayons X caractéristig ues
Continuum

de rayons X

Fluorescence X

Figure 11.15 Domaine d'émission des diverses interactions [17].
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Les images SEM des films nanocomposite de ce travail de thése ont été obtenues a I'aide d'un

microscope électronique a balayage ULTRA 55 (Zeiss).

11.9.3.La spectroscopie UV-Visible

Dans un spectrophotometre UV-Visible un faisceau de lumiére est divisé en deux : une moitié
du faisceau (le faisceau d'échantillonnage) est dirigée vers une cellule transparente contenant
une solution du composeé a analyser, et une autre moitié (le faisceau de référence) est dirigée
vers une cellule identique qui ne contient pas le composé, mais juste le solvant. L'instrument
est concu de maniere a pouvoir procéder a une comparaison des intensités des deux faisceaux
par un balayage de la région des longueurs d'onde souhaitées. Si le composé absorbe la
lumiére a une longueur d'onde donnée, l'intensité du faisceau d'échantillon (Is) sera inférieure
a celle du faisceau de référence [18]. L'absorption du rayonnement par un échantillon est
mesurée a différentes longueurs d'onde et tracée par un enregistreur pour donner un spectre ;
celui-ci est une représentation graphique de lI'absorption (A) de la lumiére en fonction de la
longueur d'onde. La largeur de la bande interdite (Eg) de I'échantillon peut étre obtenue en
tragant le graphe ahv en fonction hv, a étant le coefficient d’absorption.

La spectrométrie ultraviolet et visible est souvent utilisée pour lI'analyse quantitative; ¢’est-a-
dire pour I'estimation de la quantité d'un composé présent en solution. La figure 11.16 montre

le spectrophotomeétre UV-Visible (Evolution 600 de Thermo Scientific) utilisé dans ce travail.

Figure 11.16 Spectrophotométre UV-vis Evolution 600 de Thermo Scientific.
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11.9.4. La spectroscopie de photoélectrons de rayons X (XPS)

La spectroscopie des photoélectrons de rayons X (XPS, étant son acronyme en anglais) est
une puissante technique d’analyse non destructive utilisée pour déterminer la composition
chimique de surface pour les matéeriaux.

Elle utilise une source de rayons X mous, dont les sources standards sont les raies Ka
d’aluminium (Al) et de magnésium (Mg), d’énergies de photon respectives de 1486.6 eV et
1253.6 eV.

Dans cette technique, la surface de I'échantillon est irradiée par un faisceau de rayons X qui
pénetre dans le matériau ; un certain nombre délectrons seront éjectés et leur énergie
cinétique pourra alors étre mesurée. En retranchant cette énergie cinétique de 1’énergie initiale
du photon X, on peut remonter a I’énergie de liaison de cet électron de coeur photoémis.
Comme chaque élément chimique du tableau périodique a ses propres états energétiques pour
ses ¢électrons de ceeur, il suffit qu’un appareil puisse mesurer ces états énergetiques avec une
bonne résolution pour qu’il soit possible d’identifier I’élément chimique correspondant. Mais,
la technique XPS va encore plus loin, en effet la résolution des spectrometres actuels permet
de déceler le "shift" ou décalage des états énergétiques de cceur en fonction de la liaison qu’a
I’atome avec ses voisins ou encore en fonction de son degré d’oxydation (ceci est possible en
mode haute résolution), les figures 11.17 et 11.18 illustrent ceci. Ainsi, on pourra par exemple,
non seulement dire que tel état énergétique détecté correspond a la présence de 1’élément
chimique nickel (Ni), mais on peut aussi savoir si cet état correspond a Ni(0), c.-a-d. a I’atome
de nickel avec un degré d’oxydation zéro (le nickel, dans ce cas, serait a 1’état métallique) ou
au Ni(ll), ce qui signifie que nous avons pourrions avoir du Ni(OH), ou NiO ; ou encore au
Ni(lll) qui peut étre du NiOOH par exemple (bien slr, un autre élément que 1’0xygene
pourrait induire ces degrés d’oxydation du nickel, mais ceci est aisément vérifiable par XPS).
Notons que la techniqgue XPS détecte tous les éléments du tableau périodique sauf
I’hydrogene et I’hélium, car ils ne possédent pas d’¢électrons de cceur fortement li¢ au noyau.
Nous noterons aussi que I’XPS permet une analyse chimique tres en surface (~10 nm) a cause

du libre parcours moyen du photoélectron dans la matiére.
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Metal Oxide

Surface
Hydration

—— — — — — —— —— T T T .
542 540 538 536 534 532 530 528 526 524 522
Binding Energy (eV)

Figure 11.17 Exemple de spectre XPS montrant 1’état 1s de d’oxygéne impliqué dans un oxyde
métallique (pic de droite) et d’oxygéne appartenant a des molécules d’eau adsorbées a la surface de
I’échantillon (pic de gauche) [19].

BE  ABE FWHM %Area
40.99 0.00 0.63  21.54 AsFeS
160 41.55 0.56 0.75 7.71 As .
4168 0.69 063  14.86 AsFeS As 3d
4224 125 0.75 5.32 As
1401 43.71 272 166  35.79 As,0, AsFeS 1
4519 4.20 1.66 14.79 As,O;
120} .
100} 1
w
S
80r 1
60 1
40} ]
20 1
100um diameter x-ray spot

48 46 44 42 40 38
Binding Energy (eV)

Figure 11.18 Cette image illustre la puissance de la technique XPS, dans cet exemple elle permet
distinguer quatre phases cristallines a partir du niveau énergétique 3d de I’arsenic [19].

La spectroscopie de photoélectrons X est largement utilisée pour la caractérisation de
nouveaux matériaux tels que le graphéne, les NTC (nanotubes de carbone), etc. Cette
caractérisation permet par exemple de déterminer le rapport atomique du carbone a I'oxygene

et I'énergie de liaison des groupes fonctionnels de carbone [20,21].
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La figure 11.19 représente un exemple de spectre XPS d’un film d'oxyde de graphéne avant et
apres le processus de réduction. Sur la figure 11.19 (a), plusieurs groupes fonctionnels sont
identifiés a différentes energies de liaison tels que C-C (~ 284,6 eV), C-O (~ 286,2 eV), C =
O (~ 287,8 eV), et (O-C-O (289,1 eV). Dans le film d'oxyde de graphéne réduit, l'intensité de
ces pics est significativement réduite, et une appréciable augmentation de l'intensité des pics
C-C est visible figure 11.19 (b) [20,21].

C-Q  (287.8 av)

(286.2 ev)

c.c - =
(z84.8 av) _,_,--'”"f

P l=]=]
(2E9.0 av)
= g -\":‘:"-._\_-'I-n._
(b) ES
(2B4.5 av)
c-0
C-M (286.5 av)
(2859 av) C{OyO
b (2891 av)
e - (ZBT . B av) e
RS == -
280 282 284 2886 288 290 202 204

Binding Energy (aV)

Figure 11.19 Spectre XPS (a) film d'oxyde de graphéne (b) film d'oxyde de graphéne réduit [20,21]

Les mesures XPS présentés dans cette thése ont été effectuées grace a deux appareils : 1- un
spectromeétre  PHI 5000 VersaProbe — Scanning ESCA Microprobe (ULVAC-PHI,
Japan/USA), & une basse pression inférieure a 5 10”° mbar et utilisant la raie Al Ka (1486.6
eV). L’acquisition du spectre du niveau de cceur se fait a une énergie de transmission de 23.5
eV avec un pas d’énergie de 0.1 eV. Tous les spectres ont été acquis a un angle de 90° entre
la source de rayons X et ’analyseur, ceci en utilisant des électrons de basse energie ainsi que
des ions d’argons de faible énergie pour la neutralisation des charges ; 2- un spectrometre
ESCALAB 220 XL de Vacuum Generators comportant une source de rayons X Al Ka
monochromatique (1486,6 eV) et un analyseur d'énergie sphérique fonctionnant en mode
CAE (constant analyzer energy) ; CAE = 100 eV pour les spectres complet et CAE = 40 eV
pour les spectres haute résolution, en utilisant le mode de lentille électromagnétique. L'angle
de détection des photoélectrons est de 30° par rapport a la surface de I'échantillon. L'Aussa 84

eV a été utilisé pour calibrer les autres éléments.
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Apres la soustraction du signal de fond type Shirley, les spectres de niveau de coeur ont été
décomposés en leurs constituants avec des lignes de forme Gaussiennes-Lorentziennes
(30:70) en utilisant le logiciel CasaXPS. Les calculs de quantification ont été effectués en
utilisant des facteurs de sensibilité fournis par PHI.

11.9.5. Mesure du potentiel Zeta

Les particules dans une suspension colloidale ou dans une émulsion portent habituellement
une charge électrique. La charge est plus souvent négative que positive et elle peut se produire
dans un certain nombre de cas de figure 11.20. Dans certains cas, la surface des particules
contient des groupes chimiques qui peuvent s’ioniser et produire une surface chargée. Parfois,
la surface elle-méme adsorbe préférentiellement les ions d'un signe de charges opposé. Dans
d'autres cas il peut étre ajouté des composés chimiques qui s’adsorbent préférentiellement sur
la surface des particules pour les charger électriqguement.

La quantité de charge électrique sur la surface des particules est une caractéristique
importante de celles-ci, car elle détermine souvent la plupart des propriétés d’une suspension
colloidale.

Dans notre travail, on avait besoin de connaitre la charge des particules colloidales dans les
solutions préparées pour pouvoir effectuer le dép6t électrophorétique (DEP) ; devait-il étre
cathodique ou anodique ? Si les particules sont positives, le DEP est nécessairement
cathodique et si elles sont négatives le DEP sera anodique.

Les mesures du potentiel zéta ont été réalisées a l'aide d'un Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments S. A.,Worcestershire, U.K.), figure 11.20.

Figure 11.20 Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments S. A.,Worcestershire, U.K.).
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11.9.6. Modeles Langmuir et BET - Surface spécifique et porosité

La « surface spécifique » nous indique la superficie réelle de la surface d’un matériau (par
opposition a sa surface apparente), ceci par unité de masse de ce dernier ; elle s’exprime en
général en m?.g™.

La surface spécifique est directement liée a la porosité (plus précisément la porosité ouverte).
En effet, on distingue deux sortes de pores : les pores fermés, qui ne communiquent pas avec
I'extérieur, et les pores ouverts qui sont relies a l'extérieur. Les fluides peuvent diffuser dans
les pores ouverts, qui participent ainsi a la surface spécifique.

La surface spécifique peut étre déterminée par la mesure de [l'adsorption d'un gaz
(généralement ’azote™) sur la surface du matériau. La courbe obtenue est appelée isotherme
d'adsorption car la prise de mesures est effectuée a une température constante. Il s’agit de
tracer la quantité de molécules de gaz adsorbées a la surface du matériau en fonction de la
pression P. Deux modeles sont les plus cités : le modele de Langmuir et le modele Brunauer,
Emmett et Teller (communément appelé BET).

Le modele de Langmuir date de 1918, il suppose que le gaz est adsorbé (par physisorption) en
une seule monocouche, que les molécules de gaz interagissent avec la surface solide mais
n’interagissent pas entre eux, que tous les sites d’adsorption sont identiques, et que l'adsorbat
est présent en phase gazeuse sous la forme d'un gaz parfait (gaz sous faibles pressions). Ces
hypotheses lui permettent de trouver une formule simple pour le taux de recouvrement 6 de
la surface (0 étant la quantité de molécules de gaz adsorbées (N,) sur la quantité de gaz

correspondant a une monocouche recouvrant toute la surface solide (Nam), 6= Na/Nam [22]:

bFP
1+ bP

g = (EqI1.1)

Avec, P la pression du gaz et b la constante d’équilibre de Langmuir ; b=ka/Kg, K, étant la
constante d’adsorption et kq la constante de désorption des molécules de gaz.En remplagant 0
par Na/Nam, on obtient :

P P 1

— = + Egll.2
Ne  Nam  bNem (Eqll.2)

Les relevés expérimentaux fournissent N, pour chaque valeur de la pression d’équilibre P ; en

tracant (P/N,) en fonction de P on peut trouver a partir de la pente de la droite obtenue la

 En général c’est I’azote qui est utilisé pour les isothermes d’adsorption ; dans certains cas spécifiques, comme
les zéolites ou le charbon activé, I'utilisation d'argon ou de CO, est préférée a I'azote ; quant aux échantillons a
faible surface spécifique (< 1m®.g™) I’adsorption de krypton est plus adéquate.
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valeur de N.n ; connaissant S qui est la surface occupée par une molécule de gaz adsorbée

on peut calculer la Surface Spécifique :
Slﬂngmuz'rz Nam X 5¢ (Eq ”'3}

Stangmuir indique que c’est la surface spécifique est calculée a partir du modéle de Langmuir.
Bien que trés simple, le modéle de Langmuir (figure 11.20(A)) représente correctement le
phénoméne d'adsorption dans un grand nombre d'applications visant la caractérisation de
catalyseurs. L'équation est aussi parfois valable pour un adsorbat en phase liquide et elle est
ainsi utilisée pour des procédés tels que la capture de polluants [23] ou l'adsorption de
protéines sur un solide [24]. Ce modeéle est cependant trop simple pour rendre compte de
I'adsorption lorsqu'il y a des phénomenes plus complexes qui ont lieu : présence de plusieurs
types de sites d'adsorption, interaction entre les molécules d'adsorbat dans la phase fluide,
adsorption coopérative sur la surface, etc.

Le modele de Brunauer, Emmett et Teller (BET) date de 1938, il est une extension de la
théorie de Langmuir au cas ou l'adsorption s’effectue en plusieurs couches ; ce modéle tient
compte de ’énergie d’interaction entre les molécules du gaz dans les couches adsorbées et il
I’a supposé égale a celle que ces molécules auraient a 1’état liquide (Note : ¢’est pourquoi les
mesures BET sont effectuées a une température d’équilibre liquide-gaz, autrement dit la
tempeérature de liquéfaction du gaz utilisé).

Dans ce modéle, les molécules de gaz interagissent avec la surface solide mais aussi
interagissent entre eux. Les interactions gaz-gaz et gaz-solide sont ainsi prises en
considération et chaque molécule adsorbée dans une couche devient un site d’adsorption pour
une molécule de la couche suivante. L'adsorption peut donc se faire aussi bien sur la surface
du matériau que sur une couche déja adsorbée (ce qui n’était pas le cas dans le modéle de
Langmuir). Brunauer, Emmett et Teller ont alors appliqué la méthode de Langmuir a chacune
des couches de molécules adsorbées, en considérant que les phénomenes d’adsorption et de
désorption sont les mémes pour toutes les couches sauf pour la premiére (celle directement
liece a la surface solide) ; quand I'équilibre est établi, I'étendue de chaque couche restera

constante. Ces hypothéses de calcul aboutissent a 1’équation suivante pour le taux de

recouvrement de surface 0
t _t.,¢c-1° (Eq 11.4)
o(B-1) € € R Eh
P

1 La molécule d'azote est occupée une surface de 16,2 A2, celle du Krypton de 20,2 A2 et celle de I'argon de
16,6 A%,
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P étant la pression du gaz, Py la pression de vapeur saturante du gaz a la température de

I’expérience, P/Py la pression relative; C est appelée constante BET et elle est caractéristique

de I’interaction entre I’adsorbat (gaz) et I’adsorbant (surface solide), ¢ o € Fam S I gy (=

est I’énergie d’adsorption sur la surface solide et AHy,p I’enthalpie de vaporisation du gaz.

En remplagant 6 par N,/N,m, on obtient [22] :
P _ 1 + C—1P
NE(PU_P}_NEH‘I'C Nﬂm'CPD

(EqII.5)

En tracant P/Na(Po—P) en fonction de P/P, on obtient une droite. De la pente et de lI'ordonnée a
’origine, on peut extraire C et Ngy. Puis, comme cela a été fait dans le cas du modéle de
Langmuir, en multipliant Ny, par la surface occupée par une molécule de gaz, on obtient la
surface spécifique qui sera noté cette fois-ci Surface Spécifique BET (car elle est estimée en
utilisant le modéle BET).

Le modéle BET (figure 11.20(B)) reste un modéle approché et tend a perdre sa validité a des
pressions élevées (couche adsorbée épaisse-phénoménes de mouillage) ou a des pressions tres
basses. En pratique, on choisit généralement une plage de pression dans I’intervalle 0.05 <
P/Py < 0.30.

Technique de mesure BET

De maniére tres simplifiée, pour une mesure BET on procede comme suit : on met le matériau
a intérieur d’une cellule, on procede a une étape de dégazage lui permettant d’éliminer tout
contaminant ou adsorbat indésirable de sa surface ; puis on met la cellule avec 1’échantillon
dans un Dewar pour les maintenir a la température de liquéfaction de 1’azote (77K) ; on
impose alors un changement de la pression du gaz et une fois la pression d’équilibre P est
atteinte on mesure la quantité de gaz adsorbé correspondante ; On répete cela pour différentes
valeur de la pression ; puis, a partir des données de mesure ainsi recueillies, on calcule la

surface spécifique BET comme indiqué précédemment.
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Figure 11.21 Courbes caractéristiques (A) d’une isotherme de Langmuir, (B) d’une isotherme BET
[25].
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Chapitre I11-Partie A : Capteurs de glucose a base de ZnO/RGO

Partie A :

Capteurs de glucose a base de RGO/ZnO

Introduction

Dans ce chapitre nous allons présenter les résultats du dépdt électrophorétique de
nanostructures de ZnO (de dimension ne dépassant pas 50nm) et de nanofeuillets d’oxyde de
graphene réduit (RGO) sur des électrodes en or; ceci afin d’étudier la détection
électrochimique non-enzymatique de glucose. Par la suite, I'insuline sera intégrée au couple
Zn0O-RGO (devenant du RGO/insulin/ZnO) et on étudiera 1’effet de 1’insertion d’insuline et

on comparera les réponses électrochimiques avec et sans chargement de cette molécule.

I11.A.1. Dépot électrophorétique (DEP) des films RGO/ZnO et RGO/insuline/ZnO

Le dépot électrophorétique (DEP) a été effectué sur des couches d'or couvrant une lame de
verre. Le DEP a été par la suite réalisé dans une cellule a deux électrodes ; ces dernieres sont
placées paralléelement I’une a 1’autre et sont séparées par une distance de 1 cm. Une feuille de
platine (1 x 2 cm?) constitue la cathode, et le substrat verre/Ti/Au constitue 1’anode.

Pour la réalisation des électrodes modifiées de RGO/ZnO et RGO/insulin/ZnO, on a utilisé le
rapport 1 pour 1 (0.5mg GO et 0.5mg de ZnO) et (Img GO et 1mg de ZnO) et cela pour des
potentiels suivants : 15V, 20V, 25V, 30V, 35V, 40V et 50V ; avec des temps de depdt de 50s,
1 min, 3 min, 5 min, et 7 min.

La meilleure condition de dépot pour 1’¢élaboration de ces électrodes modifiées est un potentiel
de 20V pour un temps de dép6t de cing minutes (5 min) et pour des concentrations de 0.5mg
de GO et 0.5mg de ZnO dans 1 ml de solution d’éthanol. Aprées le dép6t, les couches minces
obtenues sont rincées trois fois a I'eau désionisée puis elles subissent un séchage sous un flux
d'azote.

Dans le cas de la préparation de 1’¢électrode avec insuline, la cellule électrophorétique a été
remplie avec une solution de GO (0,5 mg/ml), d’insuline (0,1 mg/ml) et de nanoparticules de
ZnO (0,5 mg/ml), dans de 1’éthanol. Une tension de 20 V a été appliquée pendant 5 min.
Comme précédemment, aprés dépbt les couches obtenues sont rincées avec de l'eau

désionisée puis séchées sous flux d'azote.
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Chapitre I11-Partie A : Capteurs de glucose a base de ZnO/RGO

Chaque électrode modifiée obtenue subit une électro-activation qui consiste a lui effectuer
300 cycles de voltammeétrie cyclique entre 0 et 0,8 V vs. Ag/AgCl a 100 mV/s dans NaOH 0,1
M, afin d’activer la surface et optimiser la détection (cf. chapitre Il, section 11.6).

Le taux d'insuline humaine™ effectivement chargé sur les électrodes durant le DEP est
déterminé en mesurant la concentration d'insuline restante dans la solution aprés la fin du
processus de dépot ; cette mesure est effectuée en utilisant la spectrophotométrie UV-Visible

ainsi que la courbe de calibration.

I11.LA.2. Les tests de détection électrochimiques

Les tests de détection par voltammeétrie cyclique ont été effectuées dans une cellule a trois
électrode : une électrode Ag/AgCI (électrode de référence), un fil de platine (contre-électrode)
et l'électrode de travail qui sera d’abord 1’électrode modifiée RGO/ZnO/Au puis
RGO/insulin/ZnO/Au. Les mesures de voltammétrie cyclique sont effectuées dans une
solution aqueuse de NaOH 0,1 M, en I'absence puis en présence de glucose et avec une vitesse

de balayage de 50 mV/s ; la surface active étant de 0,5 cm?.

-4
210" T T T 810 ; .
Avec glucose _— avec glucose
Sans glucose I sans glucose
1510% 2 610% |
110 |- . 410" i
VAV
510° J < 210" | |
0 - 0 - B
510° - 4 210" _
- (A) - -4 1 1 1 L | | | (B)
110 ! ! ! ! ! ! ! 410
01 0 01 02 03 04 05 06 07 -0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

E /V vs Ag/Ag CI
E/V vs Ag Ag/Cl

Figure 111.A.1. Voltamogramme cyclique dans une solution de NaOH 0,1 M pour les électrodes
modifiées avec 1mM de glucose (rouge) et sans glucose (bleu), (A) sans insuline, (B) avec insuline.
Vitesse de balayage 50mV/s.

> On parle d’insuline « humaine » pour les insulines ayant une séquence d’aa (Acides Aminés)
strictement identique a celle de I’insuline humaine ; les insulines dites « analogues » ont subi une ou
des substitutions d’aa permettant de modifier les caractéristiques physico-chimiques et la cinétique de
I’absorption.
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Chapitre I11-Partie A : Capteurs de glucose a base de ZnO/RGO

La figure ILA.1. (A) et (B) montre des voltamogrammes cycliques d’électrodes d'or
modifiées par dépdt de RGO/ZnO et RGO/insulin/ZnO respectivement, dans NaOH (0,1 M)
avec et sans glucose (ImM). On remarque d’apres le voltamogramme (A) que 1’addition de
glucose induit une légere augmentation du courant anodique du couple redox
Zn(OH),/ZnOOH (résultat de 1’¢lectro-activation) témoignant de 1’oxydation rapide du
glucose. Sur le voltamogramme (B) on remarque que le pic anodique devient plus accentué
sur les électrodes chargées d’insuline. Visiblement, I’insuline stimule 1’oxydation du glucose
(en effet, la différence entre pic anodique avant et aprés ajout de glucose est plus importante
pour les électrodes a insuline), et elle stimule aussi I’activit¢ du couple redox
Zn(OH),/ZnOOH (le pic anodique sans ajout de glucose étant plus accentué dans le cas des

électrodes a insuline).

I11.A.2.1.Détection de glucose

La détection ampérométrique du glucose sur les électrodes de RGO/ZnO/Au ou
RGO/insulin/ZnO/Au a été effectuée dans une solution alcaline (NaOH 0,1 M) en appliquant
a l'électrode de travail un potentiel constant de +0,4 V vs. Ag/AgCI.

L’addition successive d’une quantité fixée de glucose a eu comme conséquence une
augmentation du courant anodique, en raison de 1’oxydation électro-catalytique rapide du
glucose. Pour les films RGO/Zn0O, apres les additions successives du glucose, la réponse
ampérométrique montre une augmentation en escalier avec un temps de réponse de ca. 7 s. De
la courbe d'étalonnage, on a une zone linéaire avec un facteur de cohérence R?= 0,9989 qui
s’étale sur la plage de concentration allant de 5 uM & 1 mM. La limite de détection pour
I'électrode RGO/ZnO est de 3 uM.
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Figure I11LA.2. (A) courbe de réponse ampérométrique de RGO/ZnO/Au, polarisée a +0,4 V vs.
Ag/AgCl avec des additions successives de 0.1mM puis 1mM de glucose dans NaOH 0,1 M, (B)
Courbe de calibration pour RGO/ZnO/Au, (C) Courbe de calibration pour RGO/ZnO/Au : zoom sur la

zone linéaire.
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8x10™ I I I I I
——y =0,00010719 + 0,00069224x R=0,99942
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Figure 111.A.3. (A) courbe de réponse ampérométrique de 1’électrode RGO/insulin/ZnO/Au,
polarisée a +0,4 V vs Ag/AgCl avec des additions successives de glucose (d’abord des ajouts de
0,1mM puis de 1mM) dans NaOH 0,1 M; (B) Courbe de calibration pour RGO/insulin/ZnO/Au (C)
Courbe de calibration pour RGO/insuline/ZnO/Or : zoom sur la zone linéaire.

Pour les films de RGO/insulin/ZnO, aprés additions successives de glucose a un potentiel
d’¢électrode de +0,4 V vs. Ag/AgCI, la réponse ampérométrique montre une augmentation en
escalier avec, la aussi, un temps de réponse de I’ordre de 7 s. De la courbe d'étalonnage, on a
une zone linéaire — facteur de cohérence R%= 0,99942 — sur une plage de concentrations allant
de 5 uM a 1 mM. La limite de détection de I'électrode RGO/insulin/ZnO est de 1 uM.

810 : : ‘ \ \

41— y=0,00014192 + 0,00030041x R= 0,9989
4
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Figure 111.A.4. Comparaison entre les courbes de calibration pour RGO/insuline/ZnO/Au (bleu) et
RGO/ZnO/Au (noir) : zoom sur la zone linéaire.

-80-



absorption / a.u.

Chapitre I11-Partie A : Capteurs de glucose a base de ZnO/RGO

D’apres la figure 111.A.4, I’¢lectrode RGO/insulin/ZnO est bien plus sensible (0.8Mm.mA’
! em™) que I’électrode RGO/ZnO pour la détection du glucose (0.4Mm.mA™.cm™). Ceci peut
étre dd a la nature poreuse du film induite par la presence de molécules d'insuline ; et cette
porosité (qui augmente la surface spécifique en contact avec 1’¢lectrolyte) va favoriser
I’activité du couple redox Zn(OH),/ZnOOH ainsi que 1’oxydation d’un plus grand nombre de

molécules de glucose.

I11.A.2.2. Mesure de P’insuline larguée dans I’électrolyte

Dans une seconde étape de ce travail, nous avons testé la capacité des électrodes
RGO/insulin/ZnO a larguer ’hormone protéique insuline lors de I'application d'une tension
négative relativement a 1’électrode de référence ; ceci dans ’objectif final de réaliser un
systeme a double fonction: détection-régulation. On a ainsi mis les électrodes
RGO/insulin/ZnO/Au dans le PBS (solution tampon phosphate salin, pH = 7,4) ou NaOH (0,1
M), et on a appliqué une tension de —0.8 V vs. Ag/AgCI (cf. Chapitre 11 section 11.8.3).

3,5 \ \ \ \ \ T - .
100 pg/mL 287 nm PBS : —— 0.1 pg/mL
3180 ; NaOH B 2.0 : — 0.5 pa/mL
: . —1 pgimL
o5 60 : —— 5 ug/mL
2 40 * 3. —— 10 ug/mL
g 7 —— 20 pg/mL ]
2110 - o — 40 pg/mL
2 50 ug/mL
1,5 | g 1.0 —— 80 ug/mL |
] —— 100 pg/mL
1 2 — 120 wyimL
N < . —— 150 pgimL
0,5 -
0 | \ L \ 0.0 4
260 270 280 290 300 310 320 330 T T T T T T
260 270 280 250 300 310 320
Longueur d'onde/ nm Longueur d'onde/ nm

Figure I11LA.5 Les courbes d’étalonnage de I’insuline dans NaOH (0,1M) et PBS (pH7.4).

-81-



Chapitre I11-Partie A : Capteurs de glucose a base de ZnO/RGO

50

40

30 -

inwilln lbdré [ %

20 ~

10 -

(A)

3,2

2,8

2,4

1,6

1,2

o4

W/ [etoqyy pn i}

inaulin fibéré i %

35

30

25

20

15

L3

PES pH 7.4

(B)

1,6

1,2

o4

WA fiwety i set]

-] 4 3 12 16 20 24 28 32 -] 4 L] 12 16 20 24 28 32

tempsimin temps fmim

Figure I11.LA.6 Cinétique de libération d'insuline a partir de I'électrode de RGO/insulin/ZnO/Au dans
(A) NaOH (0,1 M) et (B) dans PBS (pH 7,4) aux potentiels —0,8 V (rouge) et +0,4V (bleu) vs.
Ag/AgCI.

La quantité d'insuline libérée dans 1’électrolyte au cours du temps a été déterminée en utilisant
la spectrophotométrie UV-Visible (cf. Chapitre Il section 11.8.3) ; la Figure I11.A.5 montre les
courbes d’absorption correspondantes dans NaOH (0,1M) et dans le PBS (pH 7,4). Ces
courbes permettent de quantifier (soit en pourcentage soit en uM) le taux d’insuline dans
chaque électrolyte (NaOH ou PBS). Les figures I11.A.6. (A) et (B) montrent, respectivement,
la cinétique de libération d'insuline dans les solutions de NaOH et PBS suite a 1’application
des potentiels de régulation —0.8 V ou de detection +0.4 V, vs. Ag/AgCI. Les courbes
indiquent clairement que la libération électrochimique est plus prononcée sous le potentiel
négatif. Ainsi, I'application de ce dernier a I'électrode RGO/insulin/ZnO/Au a pour effet la
désorption puis le largage des molécules d'insuline dans 1’¢électrolyte. Notons toutefois qu’au
potentiel de détection (+0,4 V vs. Ag/AgQCI) il y a aussi un largage d’insuline, mais il est en

bien moindre quantité que celui larguée sous potentiel négatif.

Conclusion

Dans cette partie du travail, des électrodes a base d’oxyde de graphéne réduit (RGO) et de
nanoparticules ZnO (dimension inférieure a 50 nm) ont été préparées et leur aptitude a la
détection du glucose a été étudiée ; une linéarité de la réponse a été obtenue sur une plage de
concentration du glucose allant de 5 UM a 10 mM sous un potentiel de +0,4 V vs. Ag/AgCl ;
la limite de détection fut de 3 UM et la sensibilité de 1’¢électrode a été estimée & 0.4Mm.mA’

tem?,
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Chapitre I11-Partie A : Capteurs de glucose a base de ZnO/RGO

Les électrodes a base d’oxyde de graphéne réduit, d’insuline et de nanoparticules ZnO ont été
élaborées afin de quantifier 1’effet de 1’insertion d’insuline sur la détection du glucose et sur
sa régulation. Sous le méme potentiel d’électrode que précédemment (+0,4 V vs. Ag/AgCl),
une meilleure sensibilité a été mis en évidence, 0.8Mm.mA™*.cm?. Comme I’objectif de
I’incorporation d’insuline dans le matériau d’électrode était double : améliorer la détection
tout en permettant le largage d’insuline pour la régulation du taux de glyceémie, la libération
d’insuline a pu étre effectivement réalisée par application d’un potentiel négatif de —0,8 V vs.

Ag/AgCI.

Méme si les résultats obtenus avec le nanocomposite RGO/insulin/ZnO sont relativement
encourageants, ils demeurent peu satisfaisants et ceci en dépit des efforts effectués pour leur
amélioration. La suite du travail s’est donc orientée vers 1’étude de deux hydroxydes
métalliques ayant un plus fort potentiel électrocatalytique que ZnO, afin d’optimiser la
détection non-enzymatique de glucose via les couples redox M(OH),/MOOH, M étant

I’atome de métal utilisé.
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Partie-B

Capteurs de glucose a base de RGO/Ni(OH);

111.B.1. Introduction

Dans cette deuxieme partie, nous présentons le travail de mise au point d’électrodes a base de
RGO (oxyde de graphéne réduit), d’insuline et de nanostructures d’hydroxyde de nickel
Ni(OH), formant le nanocomposite RGO/insulin/Ni(OH), déposé sur une couche d’or ; ceci
pour la détection et la régulation électrochimique de glucose.

La possibilité d’oxydation électrochimique du glucose via le couple redox Ni(OH),/NiOOH,
formé sur la surface de I'électrode en milieu alcalin, rend le nickel particulierement intéressant
[1-3]. Les excellentes propriétés électrocatalytiques du nickel combiné a son prix relativement
bas font de ce matériau un candidat de choix pour le developpement de capteurs non-
enzymatique de glucose. La réalisation de nanocomposites a base de feuillets de graphene a
permis 1’obtention de matériaux d’électrodes présentant une plus grande surface active et un
meilleur transfert/transport de charges électriques [4].

Au sein de la méme équipe ou a été effectué ce travail de thése, il y a eu une élaboration
réussie du nanocomposite RGO/Ni(OH), par DEP [5] ; les électrodes obtenues ont montré un
excellent comportement électrocatalytique pour 1’oxydation du glucose en milieu alcalin, et
la méthode de dép6t électrophorétique a été comparé a la méthode de dépdt par goutte (drop-
cast) et s’est avérée nettement plus performante, car les électrodes obtenues avaient une bien
meilleure stabilité. L’étalonnage de ces électrodes pour la détection de glucose a montré une
zone linéaire allant de 15 uM a 30 mM, avec une grande sensibilité au glucose (11,40 mA
cm? mM™Y).

Dans ce chapitre sera discutée surtout 1’introduction d’insuline dans le nanocomposite, ainsi
qu’une certaine amélioration des conditions de dépdt par rapport au precédent travail de
I’équipe [5] (diminution importante du potentiel de dépdt) ; I’insuline fut incorporée afin
d’explorer son effet sur la détection et surtout la possibilité de sa libération par un processus

électrochimiquement déclenché. A la fin de ce travail sera effectué un test in vitro pour
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s’assurer que l'activité métabolique de l'insuline électrochimiquement libérée a été bien

préservee.

111.B.2. Dépdt électrophorétique du film RGO/insulin/Ni(OH);

111.B.2.1. Préparation de la solution de DEP

L’oxyde de graphéne (OG), le chlorure de nickel hexahydraté (NiCl,-6H,0) et I’insuline
humaine ont été introduits dans de 1’éthanol et ont été soumis a sonication durant 2h, puis ont

été placé dans un agitateur magnétique durant 22h a température ambiante.

111.B.2.2. Elaboration du matériau d’¢électrode par DEP

La technique électrophorétigue (DEP) a été utilisée pour déposer les films
RGO/insulin/Ni(OH), sur un substrat conducteur verre/Ti/Au. Le DEP a été réalisée dans une
cellule a deux électrodes, placées parallélement 1’une a 1’autre et séparées par une distance de
1 cm. Une feuille de platine (1 x 2 cm?) est utilisée comme contre-électrode (anode), et le
substrat verre/Ti/Au constitue le substrat de dép6t polarisé négativement (cathode).

Pour réaliser ces électrodes modifiées RGO/insulin/Ni(OH), on a introduit dans la solution
d’éthanol le GO et le NiCl,-6H,0 en rapport massique 1:1 et ce pour deux concentrations
différentes : 0.5mg/ml GO et 0.5mg/ml NiCl,; 1Img/ml GO et 1mg/ml NiCl;; cela a été
effectué pour les potentiels de DEP de 15V, 20V, 25V, 30V, 35V et 40V avec des temps de
dép6t de 50s, 1 min, 3 min, 5 min, 8 min et 10 min. La quantité d’insuline était chaque fois de
0,1 mg/ml.

Les plus intéressants échantillons correspondent a des dépdts sous un potentiel de 15 V et
pour les concentrations GO et NiCl,-6H,0 de 0,5 mg.mlI™ pour chacun, la concentration
d’insuline étant toujours 0,1 mg.ml™. Il nous a paru, a travers les multiples essais effectués,
qu’il serait instructif d’étudier les propriétés de ces électrodes, élaborées sous le potentiel
optimal, en fonction du temps de dépét et du pH utiliseé.

Apres chaque dépdt, les couches obtenues sont rincées trois fois a I'eau désionisée suivi par un
séchage sous azote. L’électro-activation de la surface de ces électrodes, afin d’enrichir le film
nanocomposite en Ni(OH),, a été réalisée dans une solution de NaOH 0,1 M entre 0 et +0,8 VV
vs. Ag/AgCI, selon les conditions indiquées au chapitre 11 section 11.6.

Notons que I’oxyde de graphéne GO a un potentiel zéta (traduisant la charge portée par les
particules colloidales dans la solution) de —35 mV, ce qui signifie que la surface de GO est

chargée négativement ; si on veut effectuer un dépot électrophorétique de ces particules, le
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substrat devrait étre placé a I’anode, comme cela a été effectivement réalisé au sein de la
présente équipe de recherche [6,7]; lorsqu’on a élaboré par DEP le nanocomposite
GO/Ni(OH),, la solution de départ qui contenait GO et Ni?*, aprés sonication et agitation de
cette solution, les particules de GO initialement de charges négative vont changer de signe a
cause des ions Ni®* qui vont s’ancrer a leur surface, et le potentiel zéta est devenu +14 mV ;
compte-tenu de cette valeur, le DEP n’a pu étre que cathodique.

Lorsqu’on rajoute de I’insuline humaine® & la solution précédente, et aprés I’avoir soumis aux
ultrasons puis a I’agitation magnétique pendant plusieurs heures, 1’attraction électrostatique
entre les feuillets de GO, les ions Ni?* et I’insuline devrait a priori dépendre du pH. En effet,
en introduisant ’insuline il nous faut tenir

+compte du point isoélectrique (PI) de cette molécule ; ce point est entre 5.3 et 5.4, ce qui
signifie que la molécule d’insuline est positive pour les pH inférieurs a 5.3 et négative pour
des pH supérieurs a 5.4 ; entre 5.3 et 5.4 I’insuline n’est plus hydrosoluble.

Si le pH de DEP est inférieur a 5.3, I’insuline de charge positive va étre attirée par la surface
négative de GO, de méme pour les ions Ni*"; il est alors attendu que dans ce cas les
molécules d’insuline (de dimension moyenne de 2.2 nm) et les ions Ni?* (de dimension ~ 0.14
nm) vont se partager la surface de GO et vont occuper des emplacements distincts. Par contre,
si le dépot se fait a un pH supérieur a 5.4, les molécules d’insuline désormais négatives vont
s’accrocher préférentiellement aux ions Ni?* eux-mémes attirés & la surface négative de
GO par les forces d’attraction électrostatique; nous nous attendons alors a voir les ions Ni**
et les molécules d’insuline occuper les mémes zones sur la surface de GO et non pas des
zones distinctes comme ce fut le cas précédemment. La validité de cette hypothése sera

vérifiée a travers I’ensemble des caractérisations qui vont suivre.

111.B.3. Mesure du taux d’insuline chargée dans le nanocomposite

Le taux d'insuline humaine effectivement intégrée dans 1’électrode est déterminé en mesurant
la quantité d'insuline dans la solution de DEP avant et aprés dépdt, la différence étant
I’insuline intégrée au sein du nanocomposite élaboré. Ainsi, apres chaque dépdt, on mesure le
taux d’insuline dans la solution restante en utilisant un spectrophotometre UV/visible a 287

nm et une courbe de calibration (figure 111.B.1).

1% Voir Partie-A pour la définition de I'insuline humaine.
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Figure 111.B.1: Le spectre UV/Visible de I’insuline humaine & différentes concentrations dans I’eau

Milli-Q avec la courbe correspondante de calibration.

La figure 111.B.1 montre I’évolution du pic d’absorption en fonction de la concentration
d’insuline ; & partir de ces données, on peut tracer une courbe de calibration qui va nous servir

pour déterminer & chaque fois la quantité d’insuline chargée.

111.B.4. Variation du taux d’insuline chargée en fonction du pH

La quantité d’insuline intégrée au nanocomposite dépend du pH de la solution utilisée pour le
dép6t, a cause du point isoélectrique de I’insuline discuté précédemment.

La série d’expériences effectuées est résumée a travers les histogrammes de la figure 111.B.2,
ou on compare le taux d’insuline effectivement chargées au sein d’¢lectrodes élaborées a
partir de solution de DEP & base de Go ou de Go/Ni**. Le taux d’insuline chargée a des
pH<5.4 est bien plus élevée qu’au pH7 aussi bien pour le GO que pour le Go/Ni** : au pH 5,
94ug ml™* dinsuline (94%) est incorporée au pH5 contre 48 pg.ml™ dinsuline (48%)
incorporée au pH7.

Méme si a priori on pourrait opter pour ces pH acides lors du DEP, mais 1’expérience a
montré que le dégagement d’hydrogeéne est dans ce cas si important pour ce dépot cathodique

que cela empéche sérieusement la formation de films stables et reproductibles. Ainsi, les
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meilleurs films ont été obtenus au pH7 avec un taux de charge d’insuline d’environs 48 pg.ml
1

Y
@)
o
\

GO/Ni?"

00)
@)
\

AN
@)
\

[insulin] /g mL”
o
o

N
@)
\

5 5,5
pH

Figure 111.B.2 Insuline humaine chargée, en fonction du pH, dans le nanocomposite d’électrode
durant le DEP 4 partir d’une solution de GO (0.5 mg mL™) (gris) ou GO/Ni** (0.5 mg mL™) (bleu).

I11.B.5. Morphologie et cartographies X des films obtenus a différents temps de dépot
Les images MEB de la Figure 111.B.3 montrent les films de RGO/insuline/Ni(OH), formés a
différents temps de dépot ; il est visible que d’importants changements morphologiques se
produisent en fonction de la durée du dépét.

En effet, lors de la préparation de la solution de DEP, et en dépit de tout le soin que nous
prenons pour favoriser la « combinaison » des ions Ni**, des particules négatives de GO et des
molécules négatives d’insuline, il est évident que nous n’aurons jamais le cas idéal ou la
solution de DEP devient tout a fait exempt d’ions libres Ni%, de molécules libre d’insuline
(d’ailleurs pour celle-ci nous faisons bien une mesure pour savoir la quantité restante apres
DEP) ou de combinaison Ni**-Insuline qui ne fait pas intervenir la particule de GO. Nous
pensons que ce sont ces différentes possibilités qui modifient si visiblement la morphologie
des dépdts en fonction du temps : en effet, quand on applique le potentiel de DEP (15 V pour
notre cas ici), un champ électrique se met en place entre anode et cathode ; partant du point de
vue de I’action du champ électrostatique sur les particules chargée (ions, molécules ou feuillet
de GO), on peut que la force qui en résulte fournira a la particule une accélération
proportionnelle & la charge mais inversement proportionnelle a la masse. Les particules
légeres auront alors tendance a atteindre la cathode dans les premiers temps de DEP,

s’ensuivront les particules plus massives. Ainsi, la morphologie a t=Imin montre ’aspect
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lisse et homogéne d’une réduction cathodique d’ions Ni®* ou d’une association N**-Insuline
(Paspect plat du dépdt fait pencher qu’il n’y a pas encore de particules massives de GO-Ni**
ou GO-Ni**-Insuline qui ont atteint la surface de la cathode). A t=3 min, I’aspect devient
moins lisse et des craquelures apparaissent, des particules un peu plus massives ont ainsi
atteint la cathode, la formation du dépdt se fait avec de fortes tensions cristallines, et
I’évacuation de cette tension se traduit par ’apparition de craquelures. A t=5Smin, 1’aspect du
film change drastiquement et une forme globulaire du dépdt nous révéle I’arrivée sur la
cathode des particules de Go-Ni**-Insuline ; méme aprés réduction de GO et des ions Ni** au
niveau de la cathode et la formation de RGO/Ni(OH),, I’insuline n’est pas pour autant
désorbée et elle reste visiblement bien positionnée aux sites qu’elle avait avant réduction au
niveau de la cathode (cela sera visibles sur les cartographies X du paragraphes suivant). Apres
ce temps optimal de 5 min, I’aspect du dépot semble se détériorer de nouveau et des
craquelures réapparaissent. Rappelons que la décomposition de I’eau (cathode— OH et Hy,
anode — O, et H") au niveau des électrodes durant le DEP n’est pas négligeable au potentiel

de 15 V, et il est probable que ce phénomeéne contribue a la détérioration des films obtenus.

) e, % s ¥ Ly

Figure 111.B.3 Images MEB du nanocomposite RGO/insuline/Ni(OH), formés par EPD a 15
V pour des durée de 1, 3, 5 et 10 min en utilisant une suspension de GO (0,5 mg ml™), Ni?*
(0,5 mg ml™) chargé avec 48 pg ml™ d'insuline.
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La cartographie EDX de la figure 111.B4, obtenue grace au MEB, consiste a compléter I’image
"topographique™ ou "morphologique” de la figure I11.B.5 par des cartes "chimiques”, c'est-a-
dire des images MEB qui montrent, grace a des colorations choisies, la répartition de certains
éléments chimiques faisant partie du dépét.

La Figure 111.B.6 affiche une cartographie du film déposé a 15 V pendant 5 min a pH7.
L’image ou est visualisée la répartition du carbone traduit qu’il y a bien eu "arrivée" de GO
sur la cathode ; reste a savoir si ce GO a éte reéduit au niveau de cette cathode afin de former le
RGO; pour le savoir regardons la répartition de 1’oxygéne, celui-Ci occupe certaines zone
également occupée par le carbone mais d’autres parties qu’occupe le carbone ne montrent pas
d’oxygéne détectable : il est peu probable que cela corresponde a des feuillets de GO
partiellement réduits. Regardons maintenant la répartition de nickel, elle semble coincider
précisément avec la répartition d’oxygeéne, ce qui traduit la formation probable des oxy-
hydroxydes de nickel suivant : NiO, Ni(OH),, NiOOH, les deux premiers correspondent a un
degré d’oxydation II du nickel, le dernier correspond a un degré d’oxydation III (I’analyse
XPS permettra par la suite de trancher). Enfin, il reste a cartographier la répartition d’insuline.
Comme il a été mentionné au Chapitre Il section 11.8, I’insuline a pour formule chimique
Cus7H383077NesSs, I’hydrogéne n’étant pas détectable’” par EDX (ou EDS) ; le soufre étant en
trés faible quantité dans la molécule d’insuline, le carbone étant commun au GO, 1’oxygene se
retrouve aussi dans 1’oxyde ou hydroxyde de nickel, le seul éléments qui permettra
d’identifier potentiellement I’insuline est I’azote N. La cartographie relative a la répartition
d’azote va permettre de répondre a deux questions : la molécule d’insuline a-t-elle bien atteint
la cathode ? En quels emplacements a-t-elle intégré le nanocomposite d’électrode ?

En étudiant la répartition de 1’élément azote, on remarque que cette répartition coincide
précisément avec celle du nickel et de I’oxygene ; rappelons que dans la section 111.B.2.2 nous
avions dit que I’insuline étant négative au pH7 - utilisé pour notre DEP -, elle devrait étre
attirée par les ions Ni?* qui se trouvent & la surface des feuillets de GO et qui ont été attirés
par les forces d’attraction électrostatiques de cette surface négative. La cartographie EDX
semble confirmer cela, car ’azote se retrouve seulement aux endroits ou le nickel et
I’oxygene ont été décelés. Ce résultat indique aussi que I’insuline n’a pas été désorbée lors de

la réduction de GO et la formation des oxydes ou hydroxydes de nickel au niveau de la

Y En effet, n’ayant pas d’¢électrons de cceur, qui sont les électrons fortement liés a 1’atome, et ayant un seul
¢lectron (1s) souvent impliqué dans des liaisons de valence, I’hydrogene n’émet pas de rayons X suite a I’impact
du faisceau électronique de I’imagerie MEB ; ainsi il n’est pas détectable par EDX.

-90-



Chapitre 111-Partie B : Capteurs de glucose a base de RGO/Ni(OH)2

cathode. Les conditions expérimentales choisie semblent trés favorable & la formation du

nanocomposite RGO/insuline/Ni(OH)s,.

Figure 111.B.4 Cartographie X de la répartition de carbone (C), d’ nickel (Ni), d’oxygene (O) et
d’azote (N) du film de RGO/insuline/Ni(OH), formé a travers le DEP a 15 V pendant 5 min.

Le Tableau 111.B.1 donne le pourcentage atomique des éléments chimiques : carbone, azote,
nickel et oxygéne, déterminés par EDX pour le nanocomposite RGO/Insulin/Ni(OH), déposé
en 5 min sous 15V.

Elément | At. % Erreur
N 16.9 3.5
C 20.3 3.4
Ni 17.3 3.5
0] 455 10

Tableau I11.B.1 : Pourcentage atomiques des éléments chimique C, N, Ni et O estimés par
EDX du nanocomposite RGO/insulin/Ni(OH)2 élaboré sous 15 V en 5 min
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111.B.6. Composition chimique des films de RGO/insuline/Ni(OH),

La composition chimique du nanocomposite élaboré a 15 V a ensuite été examinée par
spectroscopie de photoélectrons X (XPS) en fonction de la durée de dépét.

Un spectre XPS typique, illustré par la figure 111.B.5, montre les pics caractéristiques des états
Ni2p : deux pics majeurs centrés a 856,1eV et 873,6 eV avec une séparation due a 1’énergice
de spin de 17,5 eV, correspondant a Ni2ps, et Ni2py;,. Ces bandes sont caractéristiques des

phases de Ni(OH),, ce qui est en accord avec d'autres travaux publiés dans la littérature [4,5].

Le Tableau I11.B.2 montre comment varie le pourcentage atomique de chacun des quatre
éléments qui entrent dans la composition de notre nanocomposite. Pour le carbone C on
remarque que son pourcentage décroissant en fonction du temps avec un minimum atteint a
t=5 min; "oxygéne ne connait pas une grande variation en dépit d’une petite chute de
pourcentage pour t=3 min ; le pourcentage d’azote est stationnaire autour de la valeur 11%
jusqu’au temps t=5 min ou il croit notablement, pour diminuer par la suite ; le nickel monte
une augmentation soutenue en fonction du temps, jusqu’a un maximum a t=5 min, et connait
par la suite une légére baisse.

Ces résultats peuvent étre interprétés de la fagon suivante : au début du depdt
électrophorétique arrivent a la cathode les particules de GO portant bien plus de Ni** que de
molécules d’insuline ; rappelons que ’insuline est négative et qu’en s’accrochant au GO/Ni%*
elle aura pour double effet de diminuer la charge positive globale de ces particules tout en
augmentant leur masse, ce qui aura pour effet de retarder 1’arrivez de ces particules a la
cathode. On comprend alors qu’au premier temps de dépot ce sont les particules peu chargées
en insuline qui arrivent pour former le nanocomposite. La durée de dépdt de 5 min semble
correspondre a ’arrivée sur la cathode de particules colloidales bien chargée en insuline
permettant au pourcentage d’azote de passer de ~11% a ~16% ; aussi, cette durée donne le
plus fort pourcentage de Ni et le plus faible pourcentage de carbone, comme le montre les
courbes de la figure I11.B.6. Cette derniere composition du film semble étre favorable a la
détection/régulation de glucose car ce sont les €lectrodes élaborées pendant 5 min de DEP qui

ont donné les meilleurs résultats.
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Le temps de dépot Cls O1s N1s Ni2p
1 min 28.3 45.8 11.0 14.9
3 min 29.3 43.8 11.3 15.6
5 min 21.3 454 15.8 17.5
10 min 22.8 45.2 15.2 16.8

Tableau I11.B.2: La composition chimigue (en pourcentage, %) déduites des spectres XPS des
films de RGO/insuline/Ni(OH), formés par EDP a 15 V pour différents temps de dép6t.

intensité/ a.u.

| | |
890 880 870 860 850
énergie de liaison / eV

Figure 111.B.5 Spectres XPS haute résolution Ni2p typique des films de RGO/insuline/Ni(OH)s.
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Figure 111.B.6 Variation du pourcentage de carbone C, d’azote N et de nickel Ni, dans le
nanocomposite en fonction de la durée du dép6t.

111.B.7. Quantité d’insuline chargée dans les films en fonction du temps de dépot

La quantité d'insuline intégrée dans les divers films a été déterminée par les mesures de
spectrophotométrie UV-Visible ; la figure 111.B.7 illustre les résultats obtenus. Cette figure
montre que le taux d’insuline chargé dans le nanocomposite est faible pour des courtes durées
de dépot et devient maximal aprés 5 min de temps de DEP. Ceci ne contredit pas les résultats
XPS.

"
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Figure 111.B.7 Quantité d'insuline chargée dans le film en fonction du temps de dépét.
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111.B.8. Voltamogramme cycliques des films formés a différents temps de dépot

La voltammeétrie cyclique des électrodes élaborées sous DEP a 15 V et pour des durées de 1
min, 3 min, 5 min et 10 min, ont été effectuées dans une solution alcaline de NaOH (0,1 M).
La figure 111.B.8 illustre les résultats obtenus ; les pics de courant d'oxydo-réduction observés
a des potentiels anodiques correspond au couple redox Ni(OH),/NiOOH. Les augmentations
de courant de créte entre 1 et 5 minutes de temps de dépét, refletent un accroissement de la
quantités de Ni(OH), dans le nanocomposite en fonction du temps, ceci est en adéquation
avec les résultats de l'analyse XPS (tableau I11.B.1). Aprés 10 min d'EPD, une légere
diminution des pics est observée.

Cette derniere diminution de Ni(OH), dans le nanocomposite ne doit pas étre confondue avec
la diminution du pourcentage atomique de Ni révélé par ’XPS. En effet, quand en XPS on
voit que le pourcentage atomique de Ni diminue entre 5 et 10 min, la quantité de nickel dans
le nanocomposite ne diminue pas, c’est juste le pourcentage qui est réduit. Par contre, ce qui
est revélé dans les voltamogrammes de la figure 111.B.8, c’est que la quantité de Ni diminue
entre 5 min et 10 min, ceci peut étre expliqué de la maniere suivante : le nickel déposé
pendant les 5 premiéres minutes de DEP ne va en partie "quitter" le nanocomposite quand on
prolonge le dépot jusqu’a 10 minutes ; par contre, en augmentant le temps au-dela de 5 min,
le film devient plus massif et dense (comme révélé qualitativement par les images MEB) ce
qui a pour principal effet d’empécher une bonne partie du Ni déposé d’étre transformé
ultérieurement en Ni(OH), durant 1’étape d’électro-activation (cf. chapitre 1l section 11.6) que
nous effectuons apres chaque dépét ; d’ou cette diminution du pic d’oxydo-réduction durant la

voltammeétrie cyclique.

D’autre part, on remarque aussi sur les voltamogrammes un large pic cathodique & un
potentiel de ~ —0.67 V vs. Ag/AgCl. Selon toute vraisemblance, ce pic correspondrait a la
réduction de I’insuline [8-10] qui a été incorporée dans le nanocomposite durant le DEP, une
réduction qui induit sa désorption puis sa libération du matériau d’électrode. A ce large pic
peut aussi contribuer la réaction de réduction électrocatalytique de 1’oxygene, réduction

directe a quatre électrons en milieu alcalin selon 1’équation:
0, +2H,0 +4e” — 40H E°=+0,401V (111.B.1)

On remarque que ce pic suit la méme variation que les pics d’oxydoréduction relatifs au
couple redox Ni(OH),/NiOOH ; et son intensité montre une valeur maximale pour t=5 min ;
la réaction de désorption de I’insuline sous potentiels cathodiques semble étre favorisée

lorsque le nanocomposite est élaborée en une durée de 5 min.
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Figure 111.B.8 (A) Voltamogrammes cycliques dans NaOH (0,1 M) pour les films formés a 1 (noir),
3 (gris), 5 (rouge) et 10 min (bleu).

I11.B.9. Variation de I’épaisseur des films en fonction du temps de dépét

La figure 111.B.9 permet de voir la variation de I'épaisseur du film nanocomposite en fonction
du temps de dépét électrophorétique ; 1’épaisseur passe de 170 + 50 nm pour 1 min de dépot a
987 + 80 nm pour une durée de 10 min. Dans les 5 premiéeres minutes, I'épaisseur du film
augmente linéairement avec le temps de dép6t; apres cela, le taux de dép6t ralentit et un film
d'épaisseur maximale de ~1um est atteint. Pour un temps de dépdt de 5 min 1’épaisseur du
film est de 784 £ 70 nm.

L’épaisseur du film atteint une valeur limite, traduisant probablement 1’épuisement des
particules de GO/Ni**/Insuline, globalement positives ; en effet, avec le temps, les particules
de charge totale positive seront « consommés » et il ne restera que des particules pauvrement
nantis en Ni** de telle sorte que leur charge globale est négative ; le dépot cathodique ne peut
plus donc avoir lieu ; le film atteint ainsi son épaisseur limite méme s’il reste encore des

particules de GO, des Ni%* et des molécules d’insuline dans la solution.
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Figure 111.B.9 L'influence du temps de dép6t électrophorétique sur I'épaisseur (en nm) des films de
rGO/insulin/Ni(OH),.

111.B.10. Analyse par spectroscopie Raman du film de RGO/insuline/Ni(OH),

L'analyse par spectroscopie Raman du film de RGO/insuline/Ni(OH), élaboré a 15 V en une
durée de 5 min, illustré en figure 11.B.10, montre une bande-D & 1350 cm™ due au mode de
vibration Alg des cycles carbonés sp2 constituant le feuillet de graphéne, ce mode n’est
activé qu’en présence de défauts/désordre (et son intensité augment avec ces derniers). Une
bande-G & 1580 cm™ due & la vibration E2g doublement dégénérée, correspondant aux
vibrations d’étirement de liaisons sp2 des cycles carbonés. De plus apparait une large bande a
2700 cm™, attribuée & la bande 2D qui est I’harmonique de la bande D ; le pic 2D étant trés
sensible a l'empilement des couches de graphene, il permet une distinction aisée entre le
graphéne monocouche et le graphéne multicouche : pour le cas de ce travail, lorsque les
feuillets de graphéne sont en monocouche, ils affichent une bande 2D & 2679 cm™ sous forme
d’un pic étroit ; pour les feuillets multicouches (en moyenne de 6 a 10 couches) la bande 2D
apparait comme un pic élargi avec un shift de 19 cm™ vers des nombres d'ondes plus élevés.
Dans le cas du présent nanocomposite élaboré, la bande 2D se situe & ~2707 cm™, ce qui
indique que les feuillets de RGO sont en multicouches [11,12].

Le rapport d'intensité Ip/lg est de 0,91 ce qui indique un fort taux de défauts/désordre des
feuillets de RGO élaboré.
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Figure 111.B.10: Spectre Raman typique du film RGO/insulin/Ni(OH), (15 V, 5 min).

I11.B.11. Oxydation électrocatalytique du glucose par le nano composite
RGO/isulin/NiOH2

Les performances électrocatalytiques du film composite RGO/insulin/Ni(OH), vis-a-vis de
I'oxydation du glucose en milieu alcalin ont été étudiées par voltammétrie cyclique entre 0 V
et +0.8 V vs. Ag/AgCl, comme le montre la figure 111.B.11 (A) ; sur la méme figure se trouve
également une voltammétrie cyclique, effectuée dans les mémes conditions, d’une électrode a
base de RGO/Ni(OH),, c’est-a-dire ne contenant pas d’insuline dans le nanocomposite
(figure 111.B.11 (B)).

La figure 111.B.10 permet de comparer ces deux électrodes, on remarque déja que I’intensité
de courant du pic anodique relatif au couple redox Ni(OH),/NiOOH qui était de I’ordre 1.6
mA pour le nanocomposite RGO/Ni(OH), dépasse les 9 mA pour le nanocomposite
RGO/insulin/Ni(OH), (presque une augmentation d’un facteur 6) ; il nous parait évident
d’aprés ces résultats que les conditions d’élaboration du second nanocomposite sont plus
favorables & un plus important dépét de Ni(OH), que les conditions du premier®®, car
rappelons que le pic anodique traduit 1’oxydation de Ni(OH), en NiOOH (c’est-a-dire plus on
aura de "matiére premiére" plus on aura la possibilité de 1’oxyder).

L’effet des molécules d’insuline incorporées dans le second nanocomposite nous parait

affecter surtout le décalage du potentiel du pic anodique ; en effet, pour le nanocomposite

' Les conditions d’¢élaboration qui sont quelque peu différentes, comme le potentiel et le temps de DEP passant
des valeurs 15V-5 min pour le RGO/insulin/Ni(OH), a 50V-20 s pour RGO/Ni(OH),, ainsi que la concentration
des précurseurs passant de GO (0.5 mg/mL)/NiCl,.6H,0 (0.5 mg/mL) pour le RGO/insulin/Ni(OH), a GO (0.6
mg/mL)/NiCl,.6H,0 (0.6 mg/mL) pour le RGO/Ni(OH),. Les DEP sont toutes effectuées dans un mélange 1: 1
éthanol/eau [5].
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RGO/Ni(OH), le potentiel de ce pic passe de 0.57 V a 0.71 V vs. AgAgCI apres ajout de
glucose (un important décalage vers les potentiels plus anodiques) ; alors que pour le
nanocomposite RGO/insulin/Ni(OH), le potentiel de ce méme pic passe de 0.62 VV a 0.60 V
vs. AgAgCI (un léger décalage vers les potentiels plus cathodiques). Ainsi, avec le second

nanocomposite, 1’oxydation catalytique du glucose parait électrochimiquement plus favorable.
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15 -addition of glucose R Addition of Glucose” T
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Figure 111.B.11 (A) Voltammogrammes Cycliques (VC) dans NaOH (0,1 M) avant et apres addition
de 1 mM de glucose des électrodes (A) RGO/insulin/Ni(OH), formées par DEP a 15 V et en 5 min,
(B) RGO/Ni(OH), formées par DEP & 50V et en 20 s [3]; vitesse de balayage dans les deux cas: 50

mV/s.

Dans ce qui suit, nous proposons une description des principales étapes du mécanisme
d’¢électro-oxydation catalytique du glucose sur notre nanocomposite RGO/insulin/Ni(OH)s.
Nous commencerons par rappeler qu’il est bien établi en littérature que I’espece catalytique
qui entre en jeu est I’oxyhydroxyde de Ni (Ill), car en solution alcaline et au potentiel
avoisinant +0.6V vs. AgAgCl, il y a un changement du degré d’oxydation des atomes de Ni
(qui passe de Il a 111) par I’oxydation du Ni(OH), en NiOOH.

Lorsqu’on ajoute le glucose a la solution alcaline précédente, on remarque sur le
voltamogramme cyclique obtenu que le potentiel d’oxydation du glucose correspond
précisément au potentiel du couple redox Ni(OH),/NiOOH", avec un Iéger décalages vers les

potentiels moins anodiques. Ce résultat permet déja ainsi de noter qu’il n’y a pas une

Y La plupart des composés organiques oxydables, y compris une large gamme dalcools

et d’amines, l'acide oxalique, I'éthylene glycol, le glycérol, le glucose, I'acide malonique et le mandélique acide,
ont tous été trouvés a s’oxyder au méme potentiel et ce potentiel a coincidé exactement avec celui auquel la
surface de I'anode de nickel s'oxyde [13].
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oxydation directe du glucose sur I’électrode, mais que cette oxydation est plutdt provoquée
par la formation de NiOOH ; ceci nous permet de proposer le mécanisme suivant concernant
le mode déroulement de cette oxydation électro-catalytique du glucose.

D’abord cette oxydation commence quand on atteint le potentiel anodique permettant au
nickel de surface d’augmenter son degré d’oxydation, il se produit alors la méme réaction que

celle qui avait lieu en I’absence de glucose, a savoir :

| Processus rapide|
Ni(OH), ———  NiOOH + H* +e (llL.B2)

Cette réaction d’oxydation de I’hydroxyde de nickel de surface est considérée comme un
processus rapide. L'oxydation du glucose au niveau de I'électrode intervient immédiatement
aprés la formation de I'espéce Ni (I1l) et on a alors la formation du radical intermédiaire
(figure 111.B.12) lors de ce qui est appelé la premiére déshydrogénation du glucose (c’est-a-
dire la libération de I’atome d’hydrogene lié au carbone C; — appelé carbone hémiacétalique —
de la molécule de glucose) ; cette premiere déshydrogénation est considérée comme une

étape déterminante de la vitesse du processus d’oxydation électrocatalytique du glucose.

Au cours de ce méme processus, nous avons egalement une participation active des ions
hydroxyles de la solution alcaline. Ceux-ci, quand ils atteignent la surface positive (anode) du
matériau d’¢électrode, liberent leurs électrons, puis adhérent a la surface en devenant un

radical hydroxyle adsorbé, communément noté OH,gs, selon 1’équation I11.B.3suivante :

| Processus rapide|
OH  —— OHy +6 (I11.B.3)

Cette oxydation des anions OH™ de la solution sur la surface du nanocomposite est considérée
comme un processus rapide. Si le radical hydroxyle OH,qs obtenu se trouve dans le proche
voisinage d’un radical intermédiaire (c’est-a-dire le glucose déshydrogéne), ce dernier subit
une seconde déshydrogénation le transformant en &-gluconolactone. Ces processus sont

illustrés de maniére abrégée dans le schéma des réactions de la figure 111.B.12.
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a)
Ni(OH, —» NOOH + H' + ¢
Rapide
0 0
OH OH
b) NOOH + \C/ —PLem Ni(OH), + . ra
/N s
H
R R
Glucose Radical intermédiaire
0 0
OH
0) N\ | )
Cs + OH . C—0 +HO0 + 2
/ . Rapide
R R
o-gluconolactone

Figure 111.B.12 Le mécanisme proposé pour I’oxydation électrocatalytique du glucose sur le
nanocomposite RGO/insulin/Ni(OH), en milieu alcalin: a) Ni(OH), est oxydé en NiOOH
catalytiquement actif ; b) le glucose subit une premiere déshydrogénation produisant le radical
intermédiaire et régénérant I’espece Ni(OH),, c) les ions hydroxyle se déchargent tout en provoquant
une déshydrogénation du radical intermédiaire pour donner la 5-gluconolactone [3].

Certains auteurs considerent que les ions hydroxyle de la solution alcaline ont un important
réle a jouer. Au départ, I’anion OH se décharge sur le métal de transition en formant un
OHaygs considéré comme hautement actif et dont 1’importance catalytique en ferait le
médiateur de 1’oxydation du glucose [14]. D’apres les résultats expérimentaux de
Fleischmann et al. [13], celui-ci conclut que la surface de nickel oxydée contient des radicaux
hydroxyles «piegés» et, citant [15], il suppose que I'étape initiale de la réaction d’oxydation
du glucose (ainsi que d’un certain nombre d’autres petites molécules organiques) est la
production de radicaux hydroxyles au niveau de 1’hydroxyde de nickel. Dans son article de
Synthese, Toghill et al. [3] note également que d’aprés de nombreuses publications il est
évident que I'électro-oxydation du glucose coincide avec l'apparition des OH,q4s adsorbés.

Pour Bockris et al. [16], les orbitales de liaison M*-OH (z étant le degré d'oxydation) sont
facilement occupées par les électrons des especes OHguys et les électrons provenant des
orbitales d des métaux de transition de surface. Bockris établit que la force de liaison de M*-
OH diminue a mesure que le nombre des électrons d dans le métal de transition augmente.
Ainsi, la liaison OH-Ni(OH), est plus faible que la liaison OH-NiOOH [16].

Ceci signifie que I’hydroxyle OHgygs est plus fortement lieé au NiOOH ; mais dés que ce dernier
redevient Ni(OH), — en capturant un hydrogéne provenant d’une premiére déshydrogénation
du glucose —, sa liaison avec OHyys s’affaiblit et celui-ci pourra alors plus facilement se

désorber en capturant un hydrogene résultant d’une déshydrogénation du radical intermédiaire
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(ou, ce qui revient au méme, une seconde déshydrogénation de la molécule de glucose) ; le
radical intermédiaire se transforme ainsi en &-gluconolactone, et 1’hydroxyle OHggs est
désorbé en se transformant en molécule d’eau (H,O). Cette désorption de OH.ys aura
I’avantage de libérer un site de surface pour qu’il puisse recevoir un autre anion OH ™ apte a
étre oxyder [16].

Soulignons enfin que méme si la réaction d’oxydation de I’anion OH  est un processus rapide,
la désorption des OH,ys ne I’est pas et elle est considérée, tout comme le processus de
premiére déshydrogénation du glucose, comme une étape déterminante de la vitesse du
processus d’oxydation électrocatalytique du glucose.

Le produit de la réaction délectro-oxydation du glucose par I’intermédiaire du catalyseur
Ni(lll) est généralement considéré comme étant la d-gluconolactone, celle-ci donnera

spontanément par hydrolyse de I'acide gluconique (Figure 111.B.13).

Enfin nous noterons que, contrairement a ce qui a été observé pour les électrodes a base de Pt
ou Au par exemple, I'adsorption du radical intermédiaire sur les électrodes a base de Ni(OH),
n’a pas ¢été confirmée expérimentalement; ainsi, l'oxydation du glucose et du radical
intermédiaire semble se produire principalement en solution plutot qu’aprés adsorption de la

molécule a la surface du matériau d’électrode [3].

H OH H OH HO
H o -2H H_o hydrolysis OH
HO™ 5 — 0 2
H H HO
H OH H OH H,O HO
\ g b o HO OH
B -glucose gluconolactone gluconic acid

Figure 111.B.13 Molecule de B-D-glucose se transformant en 5-gluconolactone puis en acide

gluconique [3].

111.B.12. Sensibilité et limite de détection en fonction du temps de dépot
La figure 111.B. 14 (A) représente Courbe typique de réponse ampérométrique d’électrodes
RGO/insulin/Ni(OH), formées par EPD a 15 V en 5 min sous une polarisation de +0,6 V vs.
Ag/AgCI et aprés des additions successives de glucose dans NaOH (0,1 M).
Cette réponse ampérométriqgue montre une augmentation en escalier lors de l'addition du

glucose avec un temps de réponse tres rapide, ~7 secondes.
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La courbe d'étalonnage de Figure 111.B.14. (B) montre une trés bonne linéarité (R°= 0,998)
sur un grand intervalle de concentrations (5 uM a 10 mM) avec une pente de 18.9 + 1.5

mA.mM~'.cm™ et une limite de détection de 5 pM.

200
150 |
12| |
< g
2. | B0,
= : = -
4 E il 8 < | 50 |
i i i i O e
0 ‘ o4 5 10 15 20
0 250 500

Temps /s [glucose] / mM

Figure 111.B. 14 (A) Courbe de réponse ampérométrique des électrodes RGO/insulin/Ni(OH),
formées par EPD & 15 V en 5 min, sous une polarisation de +0,6 V vs. Ag/AgCl et avec additions
successives de glucose dans NaOH (0,1 M) ; (B) courbe d’étalonnage correspondante avec insertion
d’un zoom sur les petites concentrations de glucose.

Les réponse ampérométriques des électrodes a base de RGO/insulin/Ni(OH), élaborées par
EPD a différentes durées de dép6t ont également été étudiées ; le tableau Tableau.lll.B.3
résume les résultats obtenus : la sensibilité et la limite de détection dépendant clairement du
temps du dépét, et les meilleures performances analytiques sont bien celles du temps de dép6t

de 5 min ; les courbes de la figure 111.B.15 illustrent ces résultats.

Les performances obtenues du nanocomposite d’électrode RGO/insulin/Ni(OH), élaboré sous
15V en 5 min sont par ailleurs trés bien positionnées par rapport a ceux présentés dans la
littérature, comme le montre le tableau I111.B.4. Sur ce méme tableau, on peut aussi remarquer
I’amélioration des performances quand on est passé du nanocomposite RGO/Ni(OH), élaboré
par DEP a 50V-20s sans incorporation d’insuline au nanocomposite RGO/insulin/Ni(OH),
élaboré par DEP a 15V-5 min. On présume que cette amélioration est due, entre autres, a
I’augmentation de la surface spécifique du nanocomposite résultant de 1’accentuation de sa

porosité suite a I’incorporation de molécules d’insuline.
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Temps de depot Sensibilité Limite de
(s) (mMAmM™cm?) | Détection (UM)
1 8.5+1.3 40+3
3 12.3+1.3 20+2
5 18.9+1.5 5+1
10 10.3£1.3 30+2

en fonction de la durée du DEP.

Tableau I11.B.3 : Comparaison des performances analytiques des électrodes RGO/insuline/Ni(OH),

20 ™ T T 1 T T 1 45
u - 40
18 I —~
~
N L35 S
L =2
% 16 =
4 ] - 30 o
= S
€ 14 -25 O
2 -
[ ] 20 »
< 12 - L O
= 15 @
—_— | ©
o) ]
S 101 10 B
5 . E
w) = -5 T
8
T T T 1 T T T T 0
0 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Temps de dépot (s)

Figure I11.B. 15 Variation de la sensibilité de la limite de détection des électrodes
RGO/insuline/Ni(OH), en fonction de la durée de DEP.

. T Limite de
Matériau . IIDo'mame Sen3|pzlllte -1 Détection
lineaire (mM) | (mA cm™ mM™) (M)

NiO/MWCNT 0.001-5 0.43 160
Nano NiO 0.001-0.1 5.59 0.16
NiONPs/GO/GCE 0.003 -3 1.09 1
porous Ni networks/SPCE 0.0005 -4 2.9 2.9
Ni(OH),/rGO-MWCNT/GCE | 0.01 - 1.5 2.04 2.7
rGO/Ni(OH), (drop casting) | 0.002 - 3.1 0.01 0.6
rGO/Ni(OH), 0.02-30 11.440.3 15
rGO/insulin/Ni(OH),
(Elaboré dans ce travail) Ol =0 TEREEE S £

Tableau I11.B.4: Comparaison des performances analytiques des autres capteurs de glucose non-
enzymatiques et enzymatiques (MWCNT : multiwalled carbon nanotube; SPCE :Screen-printed
carbon electrode) [17].
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La Figure 111.B.16 montre un test qui est d’une importance capital pour la détection de
glucose : c’est le test d’interférences avec les autres molécules organique présente dans le
sang et qui peuvent parasiter la détection du glucose. Le résultat de ce test confirme les
bonnes performances du nanocomposite RGO/insulin/Ni(OH), élaboré, et aucune notable
augmentation du courant anodique n’est décelée quand on ajoute du fructose (1 mM), d’acide

urique (1 mM), de dopamine (1 mM) ou d’acide ascorbique (1 mM).

160 ‘
s
g s
1200 <o 5 3 —
T E 3 § £ z
Te0 S 3 § = £ 3
~ 7% § g % ° 2:: |
ot | |
O 50 100 150 200 250 300

Temps/s

Figure 111.B.16 Test d'interférence du film de RGO/insulin/Ni(OH), dans NaOH 0,1 M a +0,6 V avec
1 mM de glucose en présence de 1 mM de : fructose, glucose, acide urique (UA), dopamine et acide
ascorbique (AA).

111.B.13. Libération électrochimique d'insuline

Pour finir, nous avons étudié la capacité des électrodes élaborées a libérer I'insuline lors de
I'application d'une tension négative. Pour ce faire, les électrodes RGO/insulin/Ni(OH); ont été
immergées dans le PBS (pH = 7,4) ou le NaOH (0,1 M) puis ont été soumises a un potentiel
de —0.8 V vs. Ag/AgCI. La quantité d'insuline relachée au cours du temps était déterminée par
spectrophotométrie UV-Visible et en utilisant les courbes d'étalonnage des Figures 11.9 et
11.10 (chapitre I1). La figure 111.B.17 (A) montre la cinétique de libération d'insuline dans des
solutions de PBS (pH7.4) et de NaOH (0.1 M) suite a l'application de —0.8 V et +0.6 V vs.
Ag/AgCl.

Cette figure indique clairement que la libération électrochimique est bien plus prononcée au
potentiel négatif de régulation (—0,8 V vs. Ag/AgCl) qu’au potentiel de détection de glucose
(+0,6 V vs. Ag/AgCl). En appliquant le potentiel +0,6 V vs. Ag/AgCl, une plus faible partie
de l'insuline est relachée du matériau d’électrode (~4 pg/ml dans NaOH et ~3 pg/ml dans
PBS) ; en appliquant le potentiel —0,8 V vs. Ag/AgCl, une importante quantité d’insuline est
relachée (~18.75 ug/ml dans NaOH et ~16.50 pg/ml dans PBS). Ainsi, dans le PBS la
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quantité d’insuline larguée est multipliée par un facteur 5.5 quand on passe du potentiel de
détection au potentiel de régulation ; alors que dans NaOH elle est seulement multipliée par

un facteur 4.7 ; ceci est bien illustrée par I’histogramme de la figure I11.B.17 (B).

20 100
) - B
. ]
215 2 80
2 2
N 0.8V (NaOH) 260
=z 10 = aprés
E -0.8V (PBS) S 40 initiale détéction
5 2 : de glucose -0.8V
= ;34 — = 20L (0.6 V pour pour 30 min
=t 11 30 min)
04 | ! | | | e
0 5 10 15 20 25 30 0 | ‘
Temps / min.

Figure 111.B.17 (A) Cinétique de libération d'insuline a partir de I'électrode de RGO/insulin/Ni(OH),
dans le PBS (pH 7,4) et NaOH (0,1 M) a un potentiel de -0,8 V et +0,6 V vs. Ag/AgCI; (B)
histogramme montrant les proportions d'insuline libérée selon le potentiel appliqué a 1’électrode.

Enfin, nous devions aussi Vérifier que ni le dép6t électrophorétique, ni la libération
électrochimique lors de la détection ou de la régulation, ne modifient lI'action physiologique et
métabolique de I’insuline. Pour cela nous avons utilisé des cellules hépatiques humaines
HepG2 qui ont été cultivées en présence d'insuline native ou électrochimiquement libérée.
L'insuline agit sur les cellules HepG2 par son récepteur qui, aprés liaison, induit une voie de
signalisation conduisant & la phosphorylation de la protéine kinase B (p-Akt®). L'activation
de cette celle-ci par I'insuline est une clé pour déclencher l'utilisation du glucose, la synthese

de glycogene et de lipides (acides gras et glycérol) par le foie.

2% Akt: est la protéine kinase B, aussi appelée PKB.
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Figure 111.B.18 L’activité de l'insuline exprimée par le rapport entre la p-Akt et I'Akt, pour I'insuline
native et l'insuline libérée par voie électrochimique, par rapport a un témoin négatif (cellules sans
traitement par l'insuline), déterminée sur des cellules HepG2. Les résultats sont exprimés par la
moyenne d'au moins trois échantillons indépendants pour chaque groupe.

La figure 111.B.18 montre I'augmentation de la phosphorylation d'Akt en réponse a l'insuline
native. Akt est également activée par l'insuline libérée par voie électrochimique, un peu moins
que par I’insuline native mais toujours de maniére notable. Cela confirme que le dépot
électrophorétique et la libération électrochimique ont gardé une insuline non endommageée et

non dénaturée.

Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons élaboré un film nanocomposite fonctionnel constitué d'oxyde de
graphene, Ni(OH), et d'insuline déposé sur une fine couche dor, en utilisant le dépot
électrophorétique (EPD). Les ions de nickel ont modifié le potentiel z&ta de la solution
colloidale d’oxyde de graphéne, rendant ce dernier chargé positivement ; l'intégration de
l'insuline n’a pas modifié le signe de cette charge ce qui a permis le dépdt électrophorétique
cathodique.

Des films avec une répartition assez homogéne de RGO, Ni(OH), et d'insuline ont été
préparées avec succes, comme cela a été montré par les cartographies EDX. Le temps de
déposition électrophorétique a été identifi¢é comme un des facteurs essentiels dans la
détermination de la morphologie des couches finales nanocomposites, ce qui a une influence
directe sur les performances de ces films pour la détection non-enzymatique du glucose et
pour le largage d’insuline.

Les films déposés pendant 5 minutes en utilisant un potentiel continu de 15 V ont montré le

meilleur comportement électrocatalytique vis-a-vis du glucose. Bien que la limite de détection
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est a environs 5 UM, elle reste comparable a celle enregistrée sur les électrodes formées en
I'absence d'insuline (RGO/Ni(OH),) ; la sensibilité de ce capteur non-enzymatique de glucose
est aussi élevée que 18,9 + 1,5 mA mM™ cm™. En outre, ces films peuvent étre utilisés pour la
régulation du glucose a travers le largage d'insuline au potentiels —0.8 V vs. AgAgCI.

La possibilité de réaliser des revétements multifonctionnels par EPD, incorporant des
nanostructures catalytiques pouvant assurer le double réle de détection et de régulation est un
important résultat qui ouvre une voie prometteuse dans le domaine des biocapteurs de

glucose.
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Partie-C

Capteurs de glucose a base de films CNFS /
Co (OH)2

I11.C.1. Introduction

Vu Jlaptitude des nanostructures d'oxyde de cobalt a présenter des propriétés
électrocatalytiques intéressantes pour la détection du glucose [1-3], nous avons consacré cette
derniere partie de these a la synthése d'un nouveau matériau nanocomposite a base de
Co(OH); et de nanofibres de carbone (NFC). Ces dernicres ont été incorporées a 1’électrode a
cause des effets catalytiques synergiques déja remarqués lorsque des nanostructures d'oxyde
de cobalt étaient associées a du RGO (oxyde de graphéne réduit), a des NTC (nanotubes de
carbone) ou d’autres nanostructures carbonées [4-8]. La haute conductivité de ces
nanostructures de carbone les rend idéales pour les applications de détection électrochimiques
[9,10] d’autant plus qu’elles semblent étre particulierement bien adaptées pour I’ancrage des
nanoparticules d’oxydes ou d’hydroxydes métalliques.

Ainsi, nous consacrons cette partie a 1’¢laboration et a 1’étude du dépbt d’un film
nanocomposite a base de NFC/Co(OH), sur une couche d'or, par le procédé DEP (dép6t
électrophorétique). L'activité électrocatalytique de I'électrode obtenue envers le glucose sera
déterminée et ses performances analytiques relatives a la sensibilité, a la limite de détection,

au temps de réponse et a la stabilité seront discutées.

111.C.2. Synthése par DEP de nanocomposites du CNFS/Co(OH) ,

Avant le dép6t électrophorétique du nanocomposite CNFS/Co(OH),, le potentiel zéta des
NFC a été mesuré dans I’éthanol. Le potentiel mesuré était —16.2+1 mV, ce qui indique une
surface des NFC chargée négativement, ceci est idéal pour favoriser 1’adsorption de cations
métalliques se trouvant dans la solution. Le mélange NFC et Co(NO3),:6H,0 en rapport 2: 1
(200: 100 pg ml™ dans I'éthanol) donne un potentiel zéta total positif (£ = + 35.520.7 mV),
confirmant ainsi I’adsorption des ions Co?* sur la surface des NFC.

La déposition électrophorétique (DEP) a été effectuée en utilisant une cellule a deux

électrodes, séparées par une distance de 1 cm. Une feuille de platine (1x2 cm?) a servi
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d’anode et un substrat d’or (50 nm d’épaisseur) a servi de cathode. Pour les protocoles de
DEP, une suspension de NFC (0,5 mg.ml™) et de Co(NOs),-6H,0 est préparée dans l'eau
désionisee, sous un potentiel de 50 V. Le rapport de concentration de NFC par rapport a
Co(NO3),-6H,0 a été modifié comme suit: 1:1, 2:1 ou 1:2 et pour chaque rapport, trois durées
ont été testées : 1min, 2min et 3 min. Aprées le dépdt, les échantillons ont été rincés avec de
I'eau désionisée (trois fois), suivi d’un séchage sous un flux d'azote. Les conditions optimales
retenues sont : 0,5 mg.mI™ Co(NOs),-6H,0 pour 0,5 mg.ml™ NFC, en appliquant un voltage

continu de 50 V pendant 2 minutes.

I11.C.3. Processus de Formation du nanocomposite NFC/Co(OH),

L'application d'une tension continue de 50 V & une solution aqueuse contenant des ions Co*",
NO3 et des NFC sous forme colloidale, aboutit a la formation cathodique du nanocomposite
NFC/Co(OH),. La figure I11.C.1. représente schématiquement le déroulement du processus de
DEP : la charge positive des NFC/Co*? permet aux particules colloidales de se déplacer vers
la cathode sous I’effet du champ électrique existant entre 1’anode et la cathode. Les réactions

électrochimiques envisagées sont comme suit:
NO; +H,O0+2e ——» NO, +20H" (n.c.2)
Co®*+2e° —— Co (111.C.2)

Co®*+20H ——3 Co(OH), (111.C.3)

DEP cathodique 2

50V, 1-3 min o

L :) 8"

o

o

NO, NO, +OH | ®

CNFS CNFS@Co? .
L=-16 mV C=+36mV Gold / CNFS@Co (OH),

Figure 111.C.1 Représentation schématique de la formation des films NFC/Co(OH), par DEP.
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111.C.4. Morphologie des films obtenus

L'image MEB de la figure 111.C.2.(A) représente un film de NFC déposé par goutte (Drop-
cast) sur un film mince d’or; la figure I11.C.2.(B) montre la micrographie MEB du
nanocomposite NFC/Co(OH), déposé selon les conditions précédemment citées en une durée
de dép6t de deux minutes, sur un film mince d’or. On remarque qu’aprés ajout de
Co(NO3),-6H,0 a la solution de DEP, la morphologie du réseau de NFC reste bien conservée,
mais leur surface devient partiellement décorée avec des nanoparticules de 20-50 nm de

diameétre, comme cela est visible sur I'encart de la figure 111.C.2.B.

(A)

(B)

Figure 111.C.2 Images MEB (A) de films NFC déposés par goutte (Drop-cast) et (B) de films
NFC/Co(OH), formés par DEP a 50V pendant un temps de déposition de 2 min.

III.C.5. L’influence du temps de dépot sur I’épaisseur du nanocomposite

La figure 111.C.3 montre la dépendance de I'épaisseur du matériau nanocomposite avec le
temps de dépbt. L'épaisseur est mesurée en utilisant un profilometre de surface (Alphastep
QI). On remargue une augmentation qui semble linéaire de I'épaisseur du nanocomposite

pendant les 2 premieres minutes de DEP, puis commence a atteindre un certain plateau.
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Figure 111.C.3 Influence du temps de dépét sur I'épaisseur du matériau nanocomposite.

111.C.6. La composition chimique du composite CNFS @ Co(OH),

La composition chimique du nanocomposite NFC/Co(OH), a été examinée par spectroscopie
de photoélectrons X (XPS), figure I11.C.4. Le spectre XPS haute résolution de Coy, montre
deux pics caractéristiques centrés a 781.2 et 797.1 eV, correspondant respectivement a Cozysr2
et a Cozpyp. La position des bandes aussi que la séparation de la bande de 15,9 eV confirme
que le Co existe principalement sous forme d’hydroxyde Co(OH), [9,10]. Les bandes a 785,7
et 802,9 eV sont des bandes satellites de Co* [9, 10]. Le pourcentage atomique de Co a été
estimé a 12,5% avec un rapport atomique C/Co = 3,1. La figure 111.C.4 montre aussi le spectre
C1s du nanocomposite de NFC/Co(OH),, le pic principal a 284,8 eV a été affecté au carbone
sp2 des nanofibres. Les autres pics peuvent étre affectés au carbone sp3 a 285,2 eV, a la
liaison C-O a 286,4 eV, et a la liaison O-C=0 a 289,9 eV [11].

\
Co 2p Co 2.p 32

C=C (sp?) Cls

= C-H/C-HC(sp®)
4 c-0
| o=c-0

| | | |
810 800 790 780 295 290 285 280

énergie de liaison / eV énergie de liaison / eV

Figure 111.C.4 Spectres XPS a haute resolution de Co,, et C1s des films de NFC/Co(OH), déposés
par DEP a 50 V pendant 2 min.
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I11.C.7. Mesure de la surface spécifigue de NFC/Co(OH),

La surface spécifique de NFC/Co(OH), a été déterminée par l'analyse d'isotherme
d'adsorption-désorption d’azote (figure 111.C.5). La surface spécifique a éte calculée en
utilisant le modele de Langmuir et le modéle de Brunauer-Emmet-Teller (BET) (cf. Chapitre
I section 11.9.6), qui ont respectivement donné les valeurs de 68,9 m* g™ et 98,8 m* g™*. Ces
valeurs sont comparables a celles des nanotubes de carbone qui ont des surfaces spécifiques

théoriques de 50 & 1315 m? g%, selon leur structure [12].

a0

B h

80 & — Adsorption Ay
—a— Desorption At

0 ‘i

80 | da

50 A
40 oy

30 F B --""‘ ——
20 + At

10

Quantité adsorbée (cm®/g STP)
..\

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Pression relative (P/Pg)

Figure 111.C.5 Analyse d’isotherme d'adsorption-désorption d'azote des films NFC/Co(OH), déposés
par DEP & 50 V pendant 2 min.

111.C.8. Oxydation électrocatalytique du glucose sur le nanocomposite NFC/Co(OH),

La figure 111.C.6 (A) montre le voltammogrammes cyclique (VC) dans une solution de NaOH
de 0.1 M du nanocomposite NFC/Co(OH), élaborée par DEP a 50 V pendant 2 min sur un
film d’or (courbe en noir) ; sur cette méme figure se trouve la voltammétrie cycliques de NFC
déposés par drop-casting sur un film d’or (courbe en gris). Alors qu’aucune forme n'est
observée sur le VC du film des NFC, le VC du composite NFC/Co(OH), affiche une paire de
pics d'oxydoréduction comprise entre 0,05V et 0,4 V vs. Ag/AgCl ; ces pics sont assignés
respectivement a la transition réversible entre Co(OH), et CoOOH [13,14]; le courant

anodique est d’environ 1,25 mA.

L'addition de glucose (1 mM), figure 111.C.6 (B), n’a aucun effet décelable sur le VC du film

de NFC alors qu’elle entraine une augmentation importante du courant anodique pour le film
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nanocomposite NFC/Co(OH),; ceci est di a l'oxydation électrocatalytique rapide du glucose

par le biais du couple redox Co(OH),/CoOOH, selon I’équation suivante®":
Co(OH), + glucose —— CoOOH + gluconalactone (1.C.4)

La figure 111.C.6 (C) montre, pour une couche de Co(OH), déposée dans les mémes
conditions mais sans NFC, le voltammogramme cyclique dans une solution alcaline sans (trait
plein) et avec (trait pointillé) ajout de glucose. En comparant cette figure avec les figures
I11.C.6 (A) et (B), on peut remarquer deux améliorations, 1’'une faible et 1’autre notable :
d’abord I’introduction des NFC permet une légére augmentation de I’intensité du pic
anodique (de ~48.5 & ~49.5 mA.cm?), cela s’explique par ’amélioration du transfert de
charges via les NFC qui ont de bonnes propriétés de conduction électrique; puis il y a
I’importante amélioration de I’intensité du pic anodique lorsqu’on ajoute le glucose (de ~53.5
pour Co(OH), & ~71 mA.cm 2 pour NFC/Co(OH),) ; ainsi, I’introduction de NFC semblent
promouvoir D’effet catalytique de 1’électro-oxydation du glucose par le couple
redox Co(OH),/CoOOH; c’est ce que 1’on appelle 1’effet synergique di a la combinaison
NFC-Co(OH)s,.

D’autre part, on remarque aussi un décalage du potentiel du pic anodique vers des valeurs
plus anodiques lorsqu’il y a ajout de glucose. Ainsi, pour le film de Co(OH), ce potentiel
passe de ~0.36 V a 0.43 V vs. AgAgCI (décalage de 70 mV), et pour le films NFC/Co(OH),
le potentiel passe de ~0.42 V a 0.55 V vs. AgAgCI (décalage de 130 mV). Le nanocomposite
NFC/Co(OH), montre visiblement un plus important décalage vers les potentiels plus
anodiques ; rappelons que nous avions déja rencontré un comportement semblable avec
Ni(OH); (partie 111.B section I11.B.11 et figure I11.B.10) et nous avions alors remarqué qu’une
modification des conditions de dépdt (passant d’un DEP a 50V 20 s a un DEP a4 15 V 5 min)
avait permis de passer d’un notable décalage vers les potentiel plus anodiques, lors de 1’ajout
de glucose, a un léger décalage vers les potentiels plus cathodiques (ceci constitue une voie

possible d’amélioration a explorer dans un travail futur).

D’un autre c6té, on remarque aussi que I’introduction de NFC dans le matériau d’¢lectrode
produit un décalage du potentiel du couple redox Co(OH),/CoOOH ; en effet, ce potentiel
passe de 0.36 V pour Co(OH), a 0.42 V pour le film NFC/Co(OH), (décalage de 60 mV).

Ainsi, I’introduction de NFC dans le matériau d’¢électrode aussi bien que I’ajout de glucose

dans la solution alcaline de détection, induisent une variation du potentiel du couple redox

2 Pour une approche plus détaillée du processus, consulter la partie 111.B section I11.B.11.
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Co(OH),/CoOOH ; une influence de ces deux facteurs sur les niveaux d du métal de transition

nous semble probable.

(A) (B)
80 : : 80 ‘ ‘
+1 mM glucose
CNFS@Co(OH) g
60 2 i 60 - i
CNFs@Co(OH)
o 4 & 40 2 -
g 5
<
E 4 €2 -
= | . |
| 20 1 i
40 ! ! ! ! ! -40 \ \ \ \ |
0 0,2 04 0,6 0,8 0 0,2 0,4 0,6 0,8
E vs. (Ag/AgCl) / V E vs. (Ag/AgCl) IV
(©)
80 :
Co(OH)2
60 - -

j/ mAcm?

0,2 0‘,4 0,6 0,8
E vs. (Ag/AgCl) / V
Figure 111.C.6 Voltammogrammes cycliques (VC) dans NaOH a 0,1 M avec une vitesse de balayage
de 50 mVs 1 de (A) NFC/Co(OH), dépose par DEP 50V 2 min (courbe noir) et NFC déposé par drop-
casting (courbe grise), (B) mémes films en présence de 1 mM de glucose, (C) VC d’un dépot de

Co(OH), obtenus par DEP sur un film d’or sans (trait plein) et avec (trait pointillé) ajout de 1 mM de
glucose.
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111.C.9. Détection ampérométrique

Pour confirmer 1’aptitude pour la détection du glucose en milieu alcalin d’électrodes d’or
modifiées par dépot électrophorétique de films nanocomposites NFC/Co(OH),, une courbe de
réponse ampérometrique a des additions successives de glucose a été réalisée. Cette détection
chronoampérométrique est effectuée en solution alcaline (NaOH, 0.1 M) saturée en azote et
sous agitation, en appliquant un potentiel constant de + 0,55 V vs. Ag/AgCI.

Pour chaque addition de glucose, le courant est mesuré une fois que le courant de fond est
devenu stable (apres ~100 s).

Comme on le voit sur la figure Il1.C.7(A), I’intensit¢ du courant anodique montre une
augmentation permanente lors de l'addition du glucose avec un temps de réponse tres rapide
(~5s). Les valeurs du courant de I'état d'équilibre pour chaque palier ont été utilisées pour
établir la courbe d'étalonnage. Comme le montre la figure 111.C.7 (B), une excellente linéarité
68(R? = 0,999) est observée sur une plage de concentration allant de 10 uM & 0.12 mM,
offrant une sensibilit¢ de 68 mA.mM ‘.cm? (obtenue grace a la droite d’étalonnage:
j(mA.cm?)=5.3 + 68x[concentration de glucose, mM]) . La limite de détection de I'électrode
a eté estimée a ~5 uM (signal/bruit = 3). Le tableau I11.C.1 permet de comparer les
performances analytiques des autres capteurs non-enzymatiques de glucose publiés depuis
2010 avec celui proposé dans ce travail. La sensibilité obtenue avec notre nanocomposite est
tout a fait remarquable, et dépasse de tres loin celles des autres capteurs méme ceux utilisant
des nanotubes de carbone. Reste a améliorer la plage de détection, comme par exemple pour
le nancomposite RGO-chitosan-Cu/Co [5] dont le domaine de linéarité arrive a atteindre 6.95
mM.

Aussi, la reproductibilité des performances de notre capteur a été étudiée en testant sa réponse
ampérométrique a I'état stationnaire apres ajout de 1 mM de glucose a quatre électrodes
NFC/Co(OH), préparées séparément mais de maniere similaire ; un écart-type relatif de 5,3%
de la réponse ampérométrique a été observé. La stabilité a long terme du capteur de glucose
élaboré a également été évaluée, elle montre une perte de 1,5% dans la réponse
ampérométrique (lors de I'essai avec une solution a 1 mM de glucose) apres que I'électrode ait

été stockée a température ambiante pendant un mois.
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Figure I11.C.7 (A) La courbe chronoampérométrique de 1’électrode d’or modifiée par DEP de film
NFC/Co(OH),, sous une polarisation de 0,55 V vs. Ag/AgCl et apres des additions successives de
glucose (100 uM puis 200 uM) dans le NaOH 0,1 M; (B) Courbe d'étalonnage correspondante.

Tableau I11.C.1. Comparaison des performances analytiques de notre nanocomposite NFC/Co(OH),
avec d’autres capteurs non enzymatiques a base de Co.

Domaine Sensibizlité Limite de
Matériau e (mA cm™ mM" | Détection
linéaire (mM
(mM) 19 (M)

C0304-, carbone macroporeux 0.01-0.8 26 10
ordonné
C0304 nanofibres Jusqu’a 2 0.034 0.97
CoO nanotiges Jusqu’a 3.5 0.57 0.06
Graphene-Co30, 0.05-0.3 — 10
Mousse de Graphéne-Co30,4 Jusqu’a 0.1 3.4 0.025
C0304 poreux 3D 0.01-0.3 0.47 0.1
C0304/Pb0; Réseal | 000512 | 046 0.31
Nanotiges
CNTs/CoO/Co(OH), Jusqu’a 4.5 0.162 2
RGO-chitosan-Cu/Co 0.015-6.95 1.92 10
CNFS/Co(OH),
(Elaboré dans ce travail) OIS =15 % 1

111.C.10. Sensibilité de détection en fonction du temps de dépot électrophoreétique

Afin d'optimiser la détection de glucose, nous avons modifié certains parametres
expérimentaux, comme la durée du dépbt électrophorétique et le rapport de concentration
entre NFC et Co(NOg3),-6H,0 dans la solution de dépdt ; nous alors mesuré pour chaque

¢lectrode élaborée I’intensité du courant anodique aprés ajout de 1 mM de glucose dans la
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solution alcaline (NaOH 0.1 M) de détection. La figure 111.C.8 résume les résultats obtenus
sous forme d’histogramme. Le plus fort comportement €lectrocatalytique est observé pour le
nanocomposite NFC/Co(OH), élaboré pendant une durée de 2 minutes a partir d’une solution
aqueuse contenant des NFC et du Co(NO3),-6H,0 sous un rapport molaire 2:1.

Sur cette méme figure on remarque que, quel que soit les paramétres d’élaboration du
nancomposite NFC/Co(OH),, la réponse de ce dernier est toujours meilleure que celle de
Co(OH); seul (faible) ou de NFC seules (insignifiant). L’effet synergique est ainsi tout a fait

visible.

80
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Co(OH)

2

2
2
2
CNFS@Co(OH), (1:2, 2 min)
2
2
2
2

CNFS@Co(OH)_ (1:1, 1 min)
CNFS@Co(OH)_ (1:1, 2 min)
CNFS@Co(OH)_ (1:1, 3min)
CNFS@Co(OH)_ (1:2, 1 min)
CNFS@Co(OH)_ (1:2, 3 min)
CNFS@Co(OH)_ (2:1, 1 min)
CNFS@Co(OH)_ (2:1, 2 min)
CNFS@Co(OH)_ (2:1, 3 min)

Figure 111.C.8 Comparaison de la réponse ampérométrique des films de NFC, de Co(OH), et des
films nanocomposite NFC/Co(OH), formés par DEP en variant le rapport NFC/Co(NO3),-6H,O et le
temps de dépot.

111.C.11. Test d’interférence

L'un des défis majeurs de la détection non-enzymatique de glucose est la spécificité, c’est-a-
dire la capacité du détecteur a ne donner de réponse (ampérométrique, potentiométrique ou
autre) notable qu’a la molécule cible (ici le glucose) et ceci en dépit de la coexistence d’autres
molécules organiques parfois de méme formule chimique (figure 111.C.9).

La figure I11.C.10 montre la réponse ampérométrique a des additions successives d'especes
communes interférentes, coexistant avec le glucose dans les échantillons réels de plasma

humain, tels que l'acide ascorbique (AA), l'acide urique (AU) et la dopamine. Aucune
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augmentation notable de courant n'a été observée lors de l'addition de ces espéces

interférentes.
(A) (B) (©) (D)
O OH| |OH O. OH 0 O. OH
OH OH OH
OH OH CH,OH
OH OH OH OH

Figure 111.C.9 Molécule de glucose CsH1,06 (A) ainsi que d’autres molécules pouvant interférer lors
de la détection ampérométrique : galactose CsH1,0¢ (B), fructose C¢H1,0¢ (C), lactose C1,H,,041 (D).
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Figure 111.C.10 Réponse ampérométrique des électrodes de NFC/Co(OH), polarisée a 0,55 V vs. Ag/AgCI
suite a 1’ajout de glucose (500 uM), de dopamine (DA, 50 uM), d'acide ascorbique (AA, 50 puM), d'acide urique
(UA, 50 pM), de fructose (50 uM), de lactose (50 puM) et de galactose (50 pM). L’électrolyte est une solution

de NaOH a 0,1 M.
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Conclusion

En résumé, nous avons prouve expérimentalement que le dépdt électrophorétique est bien
adapté a 1’élaboration de films composites a base de nanostructures d'hydroxyde de cobalt
Co(OH), et de nanofibres de carbone NFC, présentant d’intéressantes performances

électrocatalytiques vis-a-vis de 1I’oxydation du glucose.

Des mesures électrochimiques faites sur des électrodes couvertes du nanocomposite
NFC/Co(OH), ont montré uniquement des pics redox caractéristiques du comportement de
I'lectrode de cobalt dans les milieux alcalins, correspondant au couple Co(OH),/CoOOH.
L'activité électrocatalytique de ces électrodes envers I'oxydation non-enzymatique du glucose
a eté examinée en milieu basique (NaOH, 0.1M). On a observé que le comportement
électrocatalytique le plus prononcé a été obtenu pour les films NFC/Co(OH), élaborés pendant
une durée de déposition de deux minutes dans un mélange de NFC:Co(NO3),-6H,0 en rapport
2:1. Ce nanocomposite a montré une sensibilité trés élevée, atteignant 69 mA mM™ cm™ sur

une gamme linéaire allant jusqu’a 1,5 mM et présentant une limite de détection de 1 uM.

Le capteur de glucose ainsi réalisé présentait également une bonne sélectivité vis-a-vis de
I'oxydation du glucose en présence de diverses autres espéeces potentiellement oxydables et
présentes dans le sang telles que I'acide ascorbique, 1’acide urique, la dopamine, le fructose, le

galactose et le lactose.

Les bonnes propriétés électrocatalytiques des nanostructures de Co(OH), conjointement avec
I'effet synergetique di a la présence de NFC, rend cette catégorie d’électrodes d'un intérét

certain pour de futures applications dans les capteurs de glucose.
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Conclusion Générale
Dans ce travail, des électrodes constituées de nanomatériaux fonctionnalisés ont été réalisées

pour la détection électrochimigue non-enzymatique de glucose.

La couche détectrice de ces électrodes a été élaborée par dép6t électrophorétique de
nanostructures de carbone (oxyde de graphene réduit (RGO) et nanofibre de carbone (NFC))
en y incorporant des nanostructures catalytiques d’oxyde et d’hydroxides métalliques (ZnO,
Co(OH),, Ni(OH)2) ; ce choix est justifi¢ par I’important potenticl catalytique de ces

matériaux, pouvant étre exploité pour 1’oxydation électrochimique du glucose.

Une nouveauté a été introduite dans ce travail, a savoir le chargement d’insuline au sein du
nanocomposite de certaines couches élaborées ; 1’objectif était double : améliorer la
sensibilité de la détection du glucose et étudier la possibilité du largage électrochimique

d’insuline pour réguler le taux de glycémie.

Le présent travail était constitué de trois grandes parties. Dans une premiére partie, il y eu
¢laboration d’électrodes a base de RGO et de nanoparticules de ZnO (dimension inférieure a
50 nm); une bonne linéarité de la réponse de détection a été obtenue sur une plage de
concentration du glucose allant de 5 UM a 10 mM sous un potentiel de +0,4 V vs. Ag/AgCl ;
la limite de détection a été de 3 UM. Des électrodes a base de RGO, d’insuline et de
nanoparticules de ZnO ont également été élaborées afin de quantifier I’effet de 1’insertion
d’insuline sur la détection du glucose et par la suite sur son largage (dans un but de
régulation). Sous le méme potentiel d’électrode que dans le premier cas (+0,4 V vs.
Ag/AgCl) une meilleure sensibilité a ét¢ mis en évidence. La libération d’insuline a pu étre

effectivement réalisée par application d’un potentiel négatif de —0,8 V vs. Ag/AgCI.

Dans la deuxieme partie, a été élaboré un film nanocomposite fonctionnel constitué d'oxyde
de graphéne et d’hydroxyde de nickel Ni(OH), avec et sans chargement d’insuline ; ce film a
été déposé en utilisant le procédé électrophorétique. Des films avec une répartition assez
homogéne de RGO, Ni(OH), et d'insuline ont été réalisées avec succeés, comme cela a été
montré par les cartographies EDX. Le temps de déposition électrophorétique a été identifié
comme un des facteurs essentiels dans la détermination de la morphologie des couches finales
nanocomposites, ce qui a une influence directe sur les performances de ces films pour la
détection non-enzymatique du glucose et pour le largage d’insuline. Les films déposés

pendant 5 minutes en utilisant un potentiel continu de 15 V ont montré le meilleur
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comportement électrocatalytique vis-a-vis du glucose. La sensibilité de ce capteur est aussi
élevée que 18,9 mA mM™ cm™ sur un large domaine linéaire s’étalant de 5uM & 10 mM avec
une limite de détection de 5 UM ; rappelons qu’un travail antérieur n’incluant pas I’insuline
dans le nanocomposite a permis d’avoir une sensibilité de 11.4 mA mM™ cm™ sur un domaine
de linéarité allant de 15uM a 30 mM.

Dans une troisieme et derniere partie, un dépdt électrophorétique de nanostructures
d'’hydroxyde de cobalt et de nanofibres de carbone a été réalisé. L'activité électrocatalytique
de ces électrodes envers l'oxydation du glucose a été examinée sous conditions basiques. Il a
été observé que le comportement électrocatalytique le plus prononcé correspond aux films
NFC/Co(OH); élaborés pendant une durée de 2 min dans un mélange de NFC:Co(NOs3), en
rapport 2 : 1. Cette électrode a montré une sensibilité élevée atteignant 69 mA mM™ cm™ sur
une gamme linéaire de 30uM a 1,5 mM et avec une limite inférieure de détection de 1 uM. Le
capteur ainsi réalisé présentait également une bonne sélectivité vis-a-vis de l'oxydation du
glucose en présence de diverses autres especes interférentes telles que l'acide ascorbique, la
dopamine et d'autres molécules organiques. Les bonnes propriétés électrocatalytiques des
nanostructures de Co(OH), conjointement avec l'effet synergétique dd a la présence des NFC
a été bien mis en évidence dans les résultats de cette derniére partie.

Un intéressant travail de recherche reste a faire, tout particulierement pour le nanocomposite
NFC/Co(OH), et que I’achévement de la période de thése n’a pas permis d’effectuer.
L’investigation de nouvelles conditions de dépdt électrophorétique pouvant aboutir, d’un c6té
a faire baisser le potentiel de détection vers des valeurs plus cathodiques (comme cela fut le
cas pour le nanocomposite RGO/Ni(OH),), et d’un autre coté a la possibilité d’élargir le
domaine de linéarité du nanocomposite tout en maintenant sa tres haute sensibilité.

Une autre exploration, non moins importante, serait d’introduire I’insuline dans le
nanocomposite ; si la sensibilité n’est pas altérée et si le largage d’insuline est semblable a
celui obtenu avec les électrodes RGO/Ni(OH),, cela ferait probablement du nanocomposite
NFC/Co(OH); I’un des plus prometteurs pour la détection électrocatalytique non-enzymatique

de glucose.



Résumé

D'énormes efforts ont été mis dans le développement de méthodes efficaces et fiables pour la
détection de Glucose. Cependant, a coté de la de détection de glucose, la mise au point d'une
matrice qui peut en méme temps étre utilisé pour le traitement du diabéte serait d'un grand
intérét. Dans ce travail on a montré la possibilité de libérer électrochimiquement de l'insuline
a partir d'une interface modifiée d'oxyde de graphene réduit par application d'une impulsion
de potentiel de Pulse de -0,8 V Pour 30 mn. Les éléctrodes de RGO/ZnO soumises a des tests
¢lectrocatalytiques qu’ont été effectués « avec » et « sans » incorporation d’insuline ; dans les
deux cas, les résultats de détection non-enzymatique de glucose se sont avérés faibles et nous
ont parus non réellement exploitables. Suite a ce résultat, notre travail de recherche s’est
orienté vers deux hydroxydes, Co(OH), et le Ni(OH),, dont de récent travaux semblaient
indiquer leur aptitude a montrer d’intéressantes activités électrocatalytiques ; restait a prouver
leur efficacité dans la détection non-enzymatique de glucose ; ce fut 1’objet de la suite de ce
travail de recherche.
Les résultats obtenus dans le cas de ces deux derniers matériaux se sont avérés tres
satisfaisants, et ont fait 1’objet de deux publications.
Mots Clés: Biocapteurs non enzymatiques, Hydroxydes métalliques, glucose, Oxyde de
graphéne réduit.
Abstract
Huge efforts have been made in the development of efficient and reliable methods for the
detection of glucose. However, next to the glucose detection, the development of a matrix that
can simultaneously be used for the treatment of diabetes is of great interest. In this work we
have shown the possibility of electrochemically release of insulin from a modified interface
graphene oxide reduced by applying a pulse potential pulse of -0.8 V for 30 min. The
Electrode RGO / ZnO exposed to electrocatalytic tests that were performed "with" and
"without” insulin incorporation; in both cases, the results of non-enzymatic detection of
glucose were not encouraging and we have appeared not actually usable. Following this
result, our research was directed towards two hydroxides, Co (OH) 2 and Ni (OH) 2, whose
recent work seemed to indicate their ability to show interesting electrocatalytic activities;
remained to prove their efficacy in non-enzymatic detection of glucose; it was the subject of
the result of this research work. The results obtained in the case of the two latter materials
have proven very satisfactory, and have been described in two.
Key Words: Biosensors non-enzymatic, hydroxides, glucose, graphene oxide reduced
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