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BIO-ELECTRODE POUR LA DETECTION ET/OU L’OXYDATION DU
GLUCOSE ET SON PROCEDE DE FABRICATION ET DISPOSITIF LA

COMPRENANT.
L’invention se rapporte & une bioélectrode a base de Flavine Adénine

Dinucléotide-Glucose Déshydrogeénase, a ses utilisations pour la détection ou I’oxydation
du glucose, & des dispositifs la comprenant, en particulier un dispositif de détection du
glucose ou une pile enzymatique a biocarburant pour I’oxydation du glucose.

Flle se rapporte également & des procédés de fabrication de cette
bioélectrode.

La détection du glucose dans I'urine ou le sang est importante pour
détecter les personnes diabétiques.

Ainst, un dispositif de détection du glucose est également important.

Un dispositif de contrdle du glucose qui mesure le taux de glucose dans
le sang ou I'urine des patients diabétiques est une nécessité pour ces patients pour controler
leur diabéte.

De tels dispositifs doivent idéalement étre des dispositifs facilement
transportables, ¢’est-a-dire de petite taille et de faible poids.

Un grand nombre de biocapteurs ampérométriques pour la détection et la
quantification du glucose ont été développés dans les dernieres années.

' Par ailleurs, le développement rapide de la technologie médicale a
récemment permis de directement controler et diagnostiquer les performances d’un organe
dans le corps par des dispositifs implantés.

L’alimentation en ¢énergie de ces dispositifs par des piles a
biocombustible enzymatiques est trés prometteuse, en particulier lorsque le biocarburant
est du glucose car dans ce cas, la pile est constamment alimentée en énergie électrigue 2
partir du glucose contenu dans les fluides physiologiques humains.

Les détecteurs de glucose, tout comme les biopiles enzymatiques
fournissant de I’énergie par oxydation du glucose, utilisent des enzymes pour agir en tant
que catalyseurs convertissant le glucose en énergie €lectrique.

En tant qu’enzymes pour détecter le glucose et/ou I'oxyder, les enzymes
Flavine Adénine Dinucléotide-Glucose Déhydrogenase (FAD-GDH) ont été

particulicrement étudiées et promues dans les dernicres années.
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La FAD-GDH est une enzyme thermostable qui présente une activité
d’oxydation hautement sélective du glucose et qui n’utilise pas ['oxygéne comme

accepteur d’électrons.

Zafar et al., dans "Characterization of different FAD-dependent glucose
dehydrogenases for possible use i glucose-based biosensors and biofuelcells”, Anal
Bioanal Chem (2012) 402: 2069-2077 décrivent quant & eux une électrode constituée d’un
barreau de graphite sur le sommet duquel différentes enzymes FAD-GDH ont été déposées
puis réticulées dans un polymere Os.

Cependant, de telles électrodes ne permettaient pas d’obtenir une densité
de courant élevée montrant ainsi que le contact électrique entre I"enzyme et le graphite
n’était pas suffisant.

L’invention vise a pallier les problémes des électrodes a base de IFAD-
GDH de I’art antérieur.

A cet effet, Uinvention propose une bioélectrode caractérisée en ce
qu’elle comprend la superposition de :

- une premiére couche de nanotubes de carbone,

- une seconde couche, déposée sur la premiére couche de nanotubes de
carbone, constituée de molécules aromatiques choisies dans le groupe formé par la 9,10-
phénanthrénequinone, la 1,10-phénanthroline-5,6-dione, la 9,10-anthraquinone, la
phénanthréne, la 1,10-phénanthroline, la S-méthyl-1,10-phénanthroline, le pyrene, le 1-
aminopyréne, I’acide pyréne-1-butyrique, et les mélanges de deux ou plus de ceux-ci,

- une troisiéme couche d’enzymes Flavine Adénine Dinucléotide-
Glucose Déhydrogénase (FAD-GDH) adsorbée sur la seconde couche des molécules
aromatiques.

La bioélectrode de Pinvention peut de plus comprendre une quatriéme
couche en un matériau poreux ct/ou hydrophile recouvrant au moins la surface libre de la
troisiéme couche d’enzymes FAD-GDH.

Ce matériau poreux et/ou hydrophile est de préférence en alginate, en
chitosan, en Nafion® ou en gel de silice.

De préférence, dans la bioélectrode selon 1’invention, la seconde couche
de molécules aromatiques est constituée de molécules de 9,10-phénanthrénequinone ou de

1,10-phénanthroline-5,6-dione.
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Egalement de préférence, dans la bioélectrode selon I'invention la couche
de nanotubes de carbone comprend entre 2,5 pg et 510 ug de nanotubes de carbone par
cm? de surface de couche, de préférence entre 2,5 et 100 pg de nanotubes de carbone par
cm? de surface de la premiére couche de nanotubes de carbone.

Dans un premier mode de réalisation, la bioélectrode de I’invention
comprend de plus un support en un matériau conducteur d’électrons, de préférence en
carbone vitreux, sous la premiére couche de nanotubes de carbone.

Encore de préférence, la bioélectrode de 'invention comprend de plus un
fil en un matériau électriquement conducteur relié a la surface de la couche de nanotubes
de carbone qui n’est pas recouverte de la seconde couche de molécules aromatiques .

En tant que matériau électriquement conducteur, sont habituellement

utilisés le cuivre, le cuivre argenté, ou le platine.

Dans la bioélectrode de 1’invention, de préférence le fil conducteur est en
cuivre argente.

Dans un second mode de réalisation de la bioélectrode de I’invention, la
bioélectrode de I'invention comprend de plus une couche d’enrobage imperméable aux
fluides, de préférence en un polymeére a base de silicone, déposée sur les surfaces libres des
couches de nanotubes de carbone et d’enzymes et sur les bords de la superposition des
premiére, seconde et troisiéme couches de nanotubes de carbone, de molécules
aromatiques et d’enzymes FAD-GDH.

L’invention propose ¢également un dispositif comprenant une
bioélectrode selon I'invention.

Ce dispositif peut étre une cellule enzymatique 2 biocarburant.

Ce dispositif peut également étre un détecteur de glucose, lorsque la
couche d’enrobage n’est pas présente.

L’invention propose encore ['utilisation d’une bioélectrode selon
I’invention ou d’un dispositif selon I’invention pour oxydation du glucose.

L’invention propose aussi un premier procédé de fabrication d’une
bioélectrode selon I'invention, caractérisé en ce qu’il comprend les étapes suivantes ;

a) préparation d’une suspension ayant une concentration comprise entre
0,5 mg.mL'1 3 10 mg.mL", et de préférence 2,5 meg.mL" de nanotubes de carbone dans un

solvant organique, de préférence choisi parmi la 1-méthyl-2-pyrrolidinone (NMP), Ie
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diméthylformamide (DMF)), et les mélanges de deux ou plus de ceux-ci, de préférence la
NMP,

b) dépdt d’une goutte (drop-casting) de la suspension de nanotubes de
carbone obtenue a ’étape a) sur un support en un matériau conducteur d’électrons, de
préférence en carbone vitreux,

¢) évaporation du solvant organique de la suspension de nanotubes de
carbone, ce par quoi une couche de nanotubes de carbone est formée sur le support,

d) préparation d’une solution comprenant des molécules aromatiques
choisies dans le groupe consistant en la 9,10-phénanthrénequinone, la 1,10-phénanthroline-
5,6-dione, la 9,10-anthraquinone, la phénanthréne, la 1,10-phénanthroline, la 5-méthyi-
1,10-phénanthroline, le pyréne, le 1l-aminopyréne, 1’acide pyréne-1-butyrique, et les
mélanges de deux ou plus de celles-ci, et ayant une concentration en molécules
aromatiques comprise entre 0,5 mmol.L™ 4 15 mmoLL, et de préférence 2,5 mmol.L",
dissoutes dans un solvant organique choisi parmi la NMP, le DCM, I’ACN, le DXL, le
DMF, et les mélanges de deux ou plus de ceux-ci, de préférence I’ACN, identique ou
différent du solvant organique de la suspension de nanotubes de carbone,

e) dépot sur une surface de la couche de nanotubes de carbone obtenue &
I’étape ¢), de la solution de molécules aromatiques obtenue a I’étape d), par dépot d’une
goutte (drop-casting) de la solution de molécules aromatiques sur la surface de la couche
de nanotubes de carbone ou par incubation d’au moins la surface libre de la couche de
nanotubes de carbone dans la solution de molécules aromatiques obtenue a 1’étape d), la
goutte ou la solution d’incubation ayant de préférence un volume compris entre 5 et
200 pL, plus préférablement le volume étant de 175 pl,

f) évaporation du solvant de la solution de molécules aromatiques
déposée a 1’étape e), ce par quoi une couche de molécules aromatiques est formée sur la
couche de nanotubes de carbone,

g) préparation d’une solution aqueuse d’enzymes FAD-GDH ayant de
préférence une concentration en enzymes FAD-GDH comprise entre 0,1 mgmL"' 2 5
mg.mL, et de préférence 0,75 mg.mL ! d’enzymes FAD-GDH,

h) dépot sur la couche de molécules aromatiques obtenues a I’étape f), de

la solution d’enzymes FAD-GDH obtenue & I’étape g), par incubation d’au moins la
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surface libre de la couche de molécules aromatiques obtenue 4 1’étape ), dans une solution
aqueuse contenant les enzymes FAD-GDH obtenue a I’étape g), ou par dépdt d’une goutte
(drop-casting) de ladite solution aqueuse contenant les enzymes FAD-GDH obtenue a
I’étape g) sur la surface libre de la couche de molécules aromatiques. Le volume utilis¢ de
solution d’enzymes pour ’incubation ou de la goutte de solution d’enzymes est de
préférence compris entre 5 et 200 pL, plus préférablement de 40 pL,

Dans ce premier procédé, de préférence I’étape a) de dépdt d’une goutte
de la dispersion de nanotubes de carbone est répétée au moins une fois.

L’invention propose encore un second procédé de fabrication d’une
bioélectrode selon I'invention caractérisé en ce qu’il comprend les étapes suivantes :

A} préparation d’un volume de 150 mL d’une suspension de nanotubes
de carbone dans un solvant organique de préférence choisi parmi la NMP, le DCM, I’ACN,
le DXL, le DMF, et les mélanges de deux ou plus de ceux-ci, de préférence le DMF, la
suspension ayant une concentration en nanotubes de carbone comprise entre 1 mgmL™ et
15 mg.mL"l, et de préférence de 1 mg.mL™,

B) préparation d’une solution de 5 mL contenant 0,3 mmol de molécules
aromatiques choisies dans le groupe constitué par la 9,10-phénanthrénequinone, la 1,10-
phénanthroline-5,6 dione, la 9,10-anthraquinone, la phénanthréne, la 1,10-phénanthroline,
la 5-méthyl-1,10-phénanthroline, le pyréne, le 1-aminopyréne, ’acide pyréne-1-butyrique,
et les mélanges de deux ou plus de celles-ci, de préférence de 1,10-phénanthroline-5,6
dione, dans un solvant organique identique ou différent du solvant organique de la
suspension de nanotubes de carbone obtenue a 1’étape a), de préférence du DMF,

C) ajout des 5 mL de la solution de molécules aromatiques obtenue a
Pétape B) dans les 150 mL de la suspension de nanotubes obtenue a ’étape A), et mélange
la suspension obtenue,

D) filtration de la dispersion obtenue a 'étape C) & travers un support
filtrant,

E) évaporation du solvant de la suspension de nanotubes de carbones et
du solvant de la solution de molécules aromatiques, ce par quoi une couche de nanotubes
de carbone, elle-méme recouverte sur au moins une de ses surfaces d’une couche desdites

molécules aromatiques sont formées,
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F) préparation d’une solution aqueuse d’enzymes FAD-GDH ayant une
concentration en enzymes FAD-GDH comprise entre 0,1 et 5 mg.mL™, de préférence 0,75
mg.mL‘l,

G) dépbt par drop-casting de 150 pL de la solution d’enzymes FAD-
GDH préparée a 1’étape F) sur la surface libre de la couche de molécules aromatiques
formant ainsi une couche d’enzymes FAD-GDH adsorbés sur la couche de molécules
aromatiques,

H) retrait de I’assemblage obtenu a 1’étape G) du support filtrant.

L’invention propose encore un procédé de fabrication d’une bioélectrode
selon I'invention, caractérisé en ce qu’il comprend les étapes suivantes :

al) préparation d’un volume de 150 ml d’une suspension de nanotubes
de carbone dans un solvant organique choisi parmi la NMP, le DCM, ’ACN, le DXL, le
DMF, et les mélanges de deux ou plus de ceux-ci, de préférence du DMF, la suspension
ayant une concentration en nanotubes de carbone comprise entre 1 mg.mL'1 et 15 mg.mL'I,
de préférence de 1 mg.mL™,

bl) préparation d’une solution de molécules aromatiques de
concentration comprises entre 0,1 mmol.L” et 10 mmol.L“l, de préférence 10 mmol.L7 et
choisies dans le groupe constitué par la 9,10-phénanthrénequinone, la 1,10-phénanthroline-
5,6-dione, 9,10-anthraquinone, la phénanthréne, la 1,10-phénanthroline, la 5-méthyl-1,10-
phénanthroline, le pyréne, le 1-aminopyréne, ['acide pyréne-1-butyrique, et les mélanges
de deux ou plus de celles-ci, de préférence de 1,10-phénanthroline-5,6 dione, dans un
solvant organique choisi parmi la NMP, le DCM, ’ACN, le DXL, le DMF, et les mélanges
de deux ou plus de ceux-ci, identigue ou différent du solvant organique de la suspension de
nanotubes de carbone obtenue 4 I’étape al), de préférence du DMF,

cl) filtration de la dispersion obtenue a I’étape _al) a travers un support
filtrant,

d1) évaporation du solvant de la dispersion de nanotubes de carbone
déposée a I’étape c1) ce par quoi une couche de nanotubes de carbone est formée,

el) retrait de la couche de nanotubes de carbone obtenue a [’étape d1) du
support filtrant,

f1) dépdét par drop-casting de 150 pL de la solution de molécules

aromatiques obtenue & 1’étape bl) sur au moins une surface de la couche de nanotubes de



CA 03047525 2019-06-18

WO 2018/115710 PCT/FR2017/053689

10

15

20

25

30

.

carbone obtenue a I’étape el), ou par trempage de la couche de nanotubes de carbone
obtenue a I’étape el) dans la solution préparée en bl).

gl) évaporation du solvant de la solution de molécules aromatiques
déposée a I’étape f1), ce par quoi une couche desdites molécules aromatiques est formée
sur la couche de nanotubes de carbone,

h1) préparation d’une solution aqueuse d’enzymes FAD-GDH ayant une
concentration en enzymes FAD-GDH comprise entre 0,1 et 5 mg.mL™,

i1) dép6t par drop-casting de 150 ul. de la solution ou par trempage de la
couche de nanotubes de carbone obtenue 4 I’étape gl) dans la solution préparée en hl)
d’enzymes FAD-GDH obtenue 4 ’étape hl) sur la couche de molécules aromatiques,
formant ainsi une couche d’enzymes FAD-GDH adsorbés sur la couche (3).

De préférence, les second et troisiéme procédés de [!invention
comprennent de plus, une étape k1) de fixation d’un fil en un matériau électriquement
conducteur, de préférence en un matériau choisi parmi le cuivre, le cuivre argenté, le
platine, plus préférablement en cuivre argenté, sur la surface de la couche de nanotubes de
carbone non recouverte de la couche de molécules aromatiques, cette étape étant mise en
ceuvre avant ou apres ’étape G) ou 11) de dép6t de 1a couche d’enzymes FAD-GDH.

De préférence, tous les procédés de fabrication d'une bioélectrode selon
I’invention comprennent de plus une étape d’enrobage de la superposition : couche de
nanotubes de carbone / couche de molécules aromatiques /couche d’enzymes FAD-
GDH/fil en un matériau électriquement conducteur, de préférence avec un composé a base
de silicone.

I’invention sera mieux comprise et d’autres caractéristiques et avantages
de celle-ci apparaitront plus clairement a la lecture de la description explicative qui suit et
qui est faite en référence aux figures dans lesquelles :

- la figure 1 montre un premier mode de réalisation de V’électrode de
I’invention, décrit & ’exemple 1,

- la figure 2 montre un deuxiéme mode de réalisation de 1’électrode de
Finvention, décrit & 'exemple 2,

- la figure 3 montre un troisiéme mode de réalisation de I’électrode de

I’invention, déerit a "exemple 3,
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- 1a figure 4 montre les voltampérogrammes obtenus avec les ¢électrodes
obtenues aux exemples 1, 4 3 8 et aux exemples comparatifs 2 et 4 2 6,

- la figure 5 montre les voltampérogrammes obtenus avec les électrodes
obtenues a ’exemple 13.

Comme montré en figure 1, dans un premier mode de réalisation, la
bioélectrode de I'invention comprend la superposition sur un support conducteur, noté 1 en
figure 1, d’une couche, notée 2 en figure 1, de nanotubes de carbone, sur laquelle est
déposée une couche, notée 3 en figure 1, de molécules aromatiques, sur laquelle est
déposée une couche, notée 4 en figure 1, d’enzymes Flavine Adénine Dinucléotide-
Glucose Déehydrogenase (FAD-GDH).

Dans I’invention, par nanotube de carbone, on entend un nanotube de
carbone dont au moins une dimension est inférieure a 1500 nm.

La couche 2 de nanotubes de carbone peut étre constituée de nanotubes
de carbone simple paroi ou multi-parois.

Cependant, de préférence, elle est constituée de nanotubes de carbone
multi-parois.

En effet, les nanotubes de carbone mutli-parois ont un diamétre externe
plus élevé et donc une surface développée plus élevée, ce qui permet de mieux immobiliser
les molécules aromatiques et les enzymes.

De préférence, les nanotubes de carbone ont un rapport longueur (L) sur
diametre noté L/diamétre compris entre 100 et 5000.

De préférence les nanotubes de carbone ont une longueur de 1,5 pm et un
diameétre interne de 9,5 nm.

La couche 2 de nanotubes de carbone doit étre poreuse.

La taille des pores dans la couche 2 de nanotubes de carbone doit étre
supérieure 4 8 nm, la taille de ’enzyme FAD-GDH étant de 78 A (7,8 nm).

De préférence, la taille des pores de la couche 2 de nanotubes de carbone

est comprise entre 8 et 50 nm.

Plus préférablement, la taille des pores de la couche de nanotubes de

carbone est de 10 nm.

Les molécules aromatiques formant la couche 3 sont liées par interaction

n-x sur la couche 2 de nanotubes de carbone.
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Bien qu’en figure 1 {comme en figures 2 et 3), la couche 2 de nanotubes
de carbone ainsi que la couche 3 de molécules aromatiques sont représentées comme une
véritable superposition, ’homme de ’art comprendra aisément que la couche 2 de
nanotubes de carbone étant poreuse est constituée elle-méme de plusieurs "sous-couches”
de nanotubes de carbone, les molécules aromatiques se lient également aux nanotubes de
carbone (sous-couches).

Ainsi, les couches 2 et 3 ne sont pas individualisées mais imbriquées
I'une dans "autre.

Les molécules aromatiques favorisent le transfert des électrons entre
I’enzyme et les nanotubes de carbone.

Elles jouent de plus le rdle de molécules orientant la structure
tridimensionnelle de I’enzyme qui sera ensuite adsorbée sur ces molécules de telle sorte a
favoriser le transfert électronique de I’enzyme vers les nanotubes de carbone.

Les molécules aromatiques formant la couche 3 sont choisies parmi la
9,10-phénanthrénequinone, la 1,10-phénanthroline-5,6-dione, la 9,10-anthraquinone, la
phénanthréne, la 1,10-phénanthroline, fa S5-méthyl-1,10-phénanthroline, le pyréne, le 1-
aminopyréne, ’acide pyréne-I-butyrique, et les melanges de deux ou plus de ces
molécules.

De préférence, les molécules aromatiques formant la couche 3 sont des
molécules de phénanthréne ou de 1,10-phénanthroline-5,6-dione.

Et il est particuliérement surprenant que de telles molécules aromatiques
puissent jouer le rdle de médiateur entre les nanotubes de carbone et 'enzyme FAD-GDH
car, en particulier, la molécule de 1,10-phénanthroline est connue pour étre un inhibiteur de
I’enzyme FAD-GDH, pour I’oxydation du glucose car elle prend la place du glucose dans
cette réaction d’oxydation.

L’activité inhibitrice de la 1,10-phénanthroline pour la réaction de la
FAD-GDH est d’ailleurs soulignée par les sociétés commercialisant cette enzyme, voir par
exemple Sekisui Enzymes, "Glucose Dehydrogenase FAD Dependent, Catalogue
n°GLDE-70-1192, E.C number 1.1.99.10".

Cette activité inhibitrice, pour les molécules 9,10-phénanthrénequinone,
1,10-phénanthroline-5,6-dione, phénanthréne et 1,10-phénanthroline, est confirmée par des

essais en voltampérométrie cyclique.
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Les voltampérogrammes obtenus lors de ces essais sont montrés en
figure 5. IIs ont été obtenus avec des ¢lectrodes dont la couche d’enzyme FAD-GDH est
directement déposée sur la couche 2 de nanotubes de carbone en présence de 100 mmol L™
de glucose en solution.

Les molécules aromatiques  9,10-phénanthrénequinone, 1,10-
phénanthroline-5,6-dione,  phénanthréene et  1,10-phénanthroline  sont  ensuite
progressivement ajoutées en solution.

La présence de 200 pmol L' de 9,10-phénanthrénequinone ou de
phénanthréne n’engendrent pas de diminution drastique des courants catalytiques mesurés
pour des durées d’échantillonnage inférieur 4 3 heures.

En revanche, la présence de molécule aromatique a base de pyridines
telles que la 1,10-phénanthroline-5,6-dione et la 1,10-phénanthroline engendre une
progressive diminution des performances de la bioélectrocatalyse dans le temps.

La couche d’enzymes FAD-GDH, notée 4 dans les figures 1 4 3, est une
couche de fonctionnalisation des molécules aromatiques de la couche notée 3 dans les
figures 1 4 3.

L’enzyme ou les enzymes formant la couche 4 est (sont) adsorbée(s) sur
les molécules aromatiques formant la couche 3.

La encore, bien qu’en figure 1 (tout comme en figures 2 et 3), la couche 4
d’enzymes FAD-GDH est représentée comme une couche distincte en contacte uniquement
avec la couche 3 de molécules aromatiques, ’homme de 1’art comprendra aisément que les
enzymes FAD-GDH constituant la couche 4 sont également adsorbés sur les molécules
organiques qui sont elles-mémes liées (par liaison n-m) aux nanotubes de carbone présents
dans les sous-couches de la couche 2 de nanotubes de carbone.

Autrement dit, la superposition des couches 2, 3 et 4 est constituée en
réalité d’assemblages individuels nanotube de carbone-molécule aromatique-enzyme FAD-
GDH.

Dans ce premier mode de réalisation, de préférence, la quantité de
nanotubes de carbone déposée sur la surface du support 1 est comprise entre 2,5 pg de
nanotubes de carbone par cm? de surface du substrat 1 et 510 pg de nanotubes de carbone
par cm’ de surface du support 1, pour une application de 1’électrode dans un capteur de

glucose et est comprise entre 5 pg et 100 pg de nanotubes de carbone par cm?” de surface
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du support 1 lorsque 1’électrode est destinée a étre utilisée en tant qu’électrode d’une
biopile a biocarburant pour I’oxydation du glucose.

En effet, dans une telle application, si la quantité de nanotubes de
carbone par cm” de surface du support est inférieure 2 5 ug, il n’y a plus assez de
nanotubes de carbone pour produire un courant catalytique qui permette a la bio-pile de
fournir de I’énergie électrique suffisante et lorsque la quantité de nanotubes de carbone est
supérieure 4 100 pg par em® de surface du support 1, la couche 2 de nanotubes de carbone
est formée de plusieurs sous couches de nanotubes de carbone empilées les unes sur les
autres et les couches internes (celles qui ne sont pas a la surface) de nanotubes de carbone
ne voient une concentration plus faible en glucose puisque celui-ci est oxydé
principalement dans les couches supérieures.

Dans ce premier mode de réalisation de I’invention I’électrode est une
électrode supportée sur un support noté 1 en figure 1.

Mais, dans un second mode de réalisation montré en figure 2, la
bioélectrode de I'invention est auto-supportce.

La superposition de couches 2, 3 et 4 telle que décrite dans le premier
mode de réalisation est alors réalisée sur une surface de ce support 1.

Le support 1 est en un matériau électroniquement conducteur, de
préférence en carbone vitreux.

Dans le second mode de réalisation de la bioélectrode de 1’'invention,
celle-ci comprend de plus un fil conducteur en un matériau €électriquement conducteur pour
transférer le courant de |’électrode vers le dispositif de détection ou d’oxydation du
glucose.

Dans tous les modes de réalisation de la bioélectrode de 'invention, et
comme montré en figure 3, au moins la surface libre de la couche 4 d’enzymes FAD-GDH
est protégée par une couche notée 6, en figure 3, en un matériau poreux et/ou hydrophile.

Cette couche 6 a un réle de protection des enzymes FAD-GDH en
empéchant le déplacement des enzymes FAD-GDH dans le milieu dans lequel la
bioélectrode de I’invention est destiné a étre utilisée.

Cette couche 6 doit étre en un matériau poreux pour permettre ’accés du

fluide contenant le glucose aux enzymes FAD-GDH et au déplacement des produits de fa
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réaction d’oxydation (le gluconolactone et les protons), tout en ne laissant pas passer les

enzymes FAD-GDH.

Dés lors, le diamétre des pores du matériau constituant la couche 6 doit
étre inférieur 3 78 A. 1l est de préférence inférieur &4 75 A. Cela permet de d’encapsuler
Ienzyme sur 1’électrode tout en assurant la diffusion du substrat et du produit jusqu’a et
hors de 1’électrode respectivement.

Le matériau constituant la couche 6 est de préférence hydrophile,
également, pour améhiorer le déplacement, dans la bio¢lectrode, du milieu aqueux dans
laquelle elle sera placée.

De préférence, la couche 6 est en alginate, ou en chitosan, ou en Nafion®
ou en gel de silice.

La couche 6 recouvre de préférence toute la bioélectrode.

Cependant, lorsqu’une couche 5 d’enrobage en un matériau imperméable
aux fluides est fournie, seule la surface de la couche 4 doit impérativement étre recouverte
avec la couche 6.

En effet, lorsque la bioélectrode de 'invention est destinée a étre placée
dans une biopile pour P'oxydation du glucose, elle est de préférence enrobée, comme
montré en figure 3, dans une couche d’un matériau imperméable aux fluides formant ainsi
une couche d’enrobage, notée 5 en figure 3.

Cette couche d’enrobage 5 ne doit pas recouvrir la couche 6.

La couche 5 est en un matériau imperméable aux fluides, de préférence
en un matériau a base de silicone.

Cette couche 5 permet d’assurer la stabilité de la superposition de
couches constituant la bioélectrode de I'invention et d’empécher le déplacement des
nanotubes de carbone, des molécules aromatiques et des enzymes FAD-GDH dans lequel

la bioélectrode de I’invention est & placer.

Cette couche 5 est particuliérement importante, lorsque la couche 6 ne

recouvre pas ’ensemble de la superposition des couches 2, 3 et 4 et éventuellement du

support 1.

L’invention propose également un dispositif comprenant une

bioélectrode selon 'invention.
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Ce dispositif peut étre une biopile & biocarburant dans laquelle 1’énergie
est produite par I’oxydation du glucose.

En effet, la bioélectrode de I'invention est de trés petite taille et trés
légére et peut étre placée dans un dispositif portable miniaturis¢ ou implanté directement
dans le corps d’un humain ou d’un animal.

Ce dispositif peut également étre un dispositif de détection et de
quantification du glucose dans un fluide corporel humain tel que le sang, I’urine, les larmes
ou la sueur. Dans ce cas, la bioélectrode n’est pas enrobée dans la couche 5 mais
recouverte en totalité de la couche 6.

La bioélectrode de I'invention peut étre fabriquée par des procédés trés
simples qui ne mettent en ceuvre aucune réaction chimique ni ¢tape de synth¢se de création
de polymeéres actifs redox ou d’assemblages supra-moléculaires compliqués.

De plus, avec les procédés de [Pinvention, les épaisseurs des
bioélectrodes et les quantités de molécules aromatiques méadiatrices et d’enzymes peuvent
étre modifiées selon la sensibilité et Pefficacité requise pour 'application voulue de ces
bioélectrodes.

Un premier procédé de fabrication de la bioélectrode selon I’invention est
un procédé de fabrication d’une bioélectrode supportée sur un support 1 rigide.

Le support 1 est en un matériau électriquement conducteur, de préférence
en carbone vitreux.

Ce procédé comprend, comme tous les autres procédés selon I'invention :
une étape de préparation d’une suspension de nanotubes de carbone dans un solvant
organique.

A titre de solvant organique utilisable pour cette suspension, on citera la
NMP, le DCM, I’ACN, le DXL le DMF et les mélanges de deux ou plus de ceux-ci.

Le solvant organique préféré est la NMP car ce solvant a une meilleure
affinité (mouillabilité) avec le support 1, lorsque ce dernier est en carbone vitreux.

La suspension devra avoir une concentration en nanotubes de carbone
permettant de déposer, sous la forme d’une goutte (méthode dite "drop-casting” en anglais)
une quantité de nanotubes de carbone comprise entre 2,5 ug et 510 ug par em” de surface

du support 1, lorsque la bioélectrode de P'invention est & utiliser dans un capteur de

glucose.
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Généralement une concentration comprise entre 0,5 mg.mL’1 et 10
mg.mL™" est utilisée. Si la concentration en nanotubes de carbone de la dispersion est trop
élevée, les couches de nanotubes de carbone obtenues sont moins stables et moins
reproductibles en raison d’une dispersion moins bonne dans la solution.

De préférence une concentration de 2,5 mg.mL" est utilisée.

La quantit¢ de nanotubes déposés sur le support 1 est de préférence
comprise entre 5 pg et 100 ug de nanotubes de carbone par em? de surface du support
lorsque la bioélectrode est destinée a étre utilisée pour fabriquer une biopile a combustible
biologique.

En effet, dans ce cas la quantité de nanotubes de carbone est inférieure 3
5 pg par cm” de surface du support, il n’y a plus assez de nanotubes de carbone pour
fournir un courant catalytique qui permette 2 la pile de fournir de I’énergie.

Mettre plus de 100 pg par cm? de surface du support, ’épaisseur de cette
couche est alors importante et les nanotubes de carbone qui sont sous les autres nanotubes
de carbone ne ‘servent’ pas pour ’oxydation du glucose car le glucose présent dans le
fluide est oxydé par les nanotubes plus en surface du support ; le glucose ne diffuse donc
plus dans toute la couche formée par les nanotubes.

Ensuite, toujours comme pour tous les procédés de l'invention, ce
premier procédé de I’invention comprend une étape de préparation d’une solution de la ou
des molécules aromatiques voulues par dissolution de cette (ces) molécule(s) aromatique(s)
dans un solvant organique. Le solvant peut étre identique ou différent du solvant organique
de la suspension de nanotubes de carbone.

Ainsi, 2 titre de solvant organique utilisable pour solubiliser la ou les
molécules organiques, on peut citer la NMP, le DCM, ’ACN, le DXL, le DMF et les
mélanges de deux ou plus de ceux-ci.

Cependant, de préférence, le solvant organique pour la mise en solution
de la ou des molécules aromatiques est identique au solvant organique utilisé pour mettre
en suspension les nanotubes de carbone.

A ce titre, il est également de préférence du NMP dans le premier

procédé de I’invention.
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La concentration e¢n molécules organiques dans cette solution est de
préférence comprise entre 0,5 mmol L a 15 mmol L. Elle est de préférence de 2,5 mmol
L.

Le premier procédé de Pinvention, comme tous les procédés de
I’invention, comprend également une étape de préparation d’une solution agueuse
d’enzymes FAD-GDH.

Par solution aqueuse on entend une solution tampon de pH compris entre
4,0 et 9,0. Les solutions tampons qui peuvent étre utilisées ainsi que leurs proportions dans
I’eau sont a base d’acide citrique, d’acide acétique, de phosphate, de tout autre espéce
susceptible de jouer le role d’un tampon ou de mélanges de deux ou plus de ceux-ci pour
garder des pHs compris entre 4,0 et 9,0.

La concentration en enzymes FAD-GDH dans cette solution aqueuse est
de préférence comprise entre 0,1 mgmL™’ et § mgmL™. Elle est plus préférablement de
0,75 mg.mL™".

Une fois 1a suspension de nanotubes de carbone préparée, dans le premier
procédé de fabrication de la bioélectrode de I’'invention, une goutte d’un volume maximal
de 20 pL de la dispersion de nanotubes de carbone est déposée sur une surface du support
1.

En effet, si le volume de goutte déposé est plus important, 1’épaisseur de
1a couche de nanotubes de carbone est augmentée et pourrait étre nuisible 4 la diffusion du
glucose dans la couche poreuse.

Eventuellement cette étape peut étre répétée une fois ou plus pour
augmenter la quantité de nanotubes de carbone déposés et ainsi augmenter la surface
spécifique active de la bioélectrode.

Une fois la formation dune couche 2 de nanotubes de carbone de
Iépaisseur voulue obtenue, la solution de molécules aromatiques est mise en contact avec
cette couche de nanotubes de carbone, en général a température ambiante (entre 15 et
30°C).

Cette mise en contact peut étre réalisée par incubation de I’ensemble
support 1 recouvert de la couche 2 de nanotubes de carbone dans la solution de molécules

aromatiques ou de seulement la surface libre de la couche 2 de nanotubes de carbone par
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dépdt d’une goutte de la solution de molécules aromatiques directement sur la couche de
nanotubes de carbone.

La solgtion de molécules aromatiques est laissée en contact avec la
couche 2 de nanotubes de carbone pendant une durée comprise entre 5 minutes et 1 heure
pour permettre une fonctionnalisation des nanotubes de carbone.

Une durée supéricure & 1 heure ne permet pas d’obtenir I’adsorption de
plus de molécules aromatiques.

Ensuite I’assemblage du support 1 / couche 2 de nanotubes de carbone /
couche 3 de molécules aromatiques en solution est rincé avec de ’eau distillée pour
éliminer les molécules aromatiques qui ne seraient adsorbées que faiblement sur les
nanotubes de carbone de la couche 2.

En effet, les molécules aromatiques sont adsorbées sur les nanotubes de
carbone par une interaction n-m et forment ainsi une couche 3 de molécules aromatiques.

Ensuite, [’assemblage support 1 / couche de nanotubes de
carbone 2 / couche 3 de molécules aromatiques est mis en contact avec la solution agueuse
contenant les enzymes FAD-GDH pendant une période de temps suffisante pour
I’orientation préférentielle de I'enzyme FAD-GDH face aux molécules organiques.

Généralement, une durée variant de 4 heures 2 1 jour a 4°C est utilisée.

La solution aqueuse d’enzymes FAD-GDH est une solution tamponnée a
un pH compris entre 4,0 et 9,0 et de préférence un pH de 7,0 pour ne pas endommager
I’enzyme FAD-GDH.

Enfin, la bioélectrode ainsi obtenue est rincée abondamment avec la
solution tamponnée (towjours pour ne pas endommager enzyme FAD-GDH) pour
éliminer les enzymes adsorbées de fagon lache formant ainsi une couche 4 d’enzyme FAD-
GDH.

Si la bioélectrode ainsi obtenue n’est pas utilisée immédiatement, ¢lle est
conservée dans une solution tampon ou a "air jusqu’a utilisation ou réutilisation.

Un second procédé pour fabriquer une bioélectrode selon ’invention est
un procédé dans lequel la bioélectrode est autosupportée, ¢’est-a-dire qu’elle ne comprend
pas de support 1.

Dans ce second procédé, une fois la suspension de nanotubes de carbone

et les solutions de molécules et d’enzymes FAD-GDH préparées, la solution de molécules
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aromatiques est ajoutée a la suspension de nanotubes de carbone et la solution obtenue est
traitée aux ultrasons généralement pendant 30 minutes.

Dans le second procédé de Pinvention, la suspension de nanotubes de
carbone a une concentration comprise entre 1 mgmL” et 15 mgmL’, et de préférence de
1 mg.mL‘l.

Cette dispersion mixte nanotubes de carbone-molécules aromatiques est
ensuite filtrée sous vide sur un filtre en un matériau polymere chimiquement inerte.

Un tel matériau polymére chimiquement inerte est de préférence le
polytétrafluoroéthyléne (PTFE).

On a ainsi formé ce qui est appelé ‘Buckypaper’ dans I’art.

Ce *Buckypaper’ est retiré du filtre et laissé a sécher a plat, généralement
pendant une nuit a température ambiante. 11 est ensuite découpé a la taille voulue.

Ensuite, ce ‘Buckypaper’ est mis a incuber dans, ou est recouvert d’une
goutte, de la solution aqueuse tamponnée des enzymes FAD-GDH pendant entre 4 heures
et 1 jour, de préférence une nuit, a 4°C.

Aprés cette période d’incubation ou de maintien en contact, le
‘Buckypaper® est rincé avec une solution tampon pour éliminer les enzymes adsorbées de
fagon l4che & la surface des molécules aromatiques. Les solutions tampons qui peuvent étre
utilisées ainsi que leurs proportions dans ’eau sont & base d’acide citrique, d’acide
acétique, de phosphate, de tout autre espéce susceptible de jouer le role d’un tampon ou de
mélanges de deux ou plus de ceux-ct pour garder des pHs compris entre 4,0 et 9,0.

Pour assurer la connexion électrique de I’électrode, un fil métallique est
attaché au dos de [’électrode par exemple avec une pite de carbone suivi par I’application

d’un matériau silicone.

Cette étape d’attache du fil métallique peut &tre effectuée avant ou aprés
la formation de 1a couche 4 d’enzymes FAD-GDH.

Le troisiéme procédé de I'invention consiste également A préparer un
‘Buckypaper’, mais cette fois uniquement constitué de nanotubes de carbone.

Ainsi, la différence entre le second procédé et le troisi¢me procédé de
I’invention est que la suspension de nanotubes de carbone n’est pas mélangée a la solution
de molécules aromatiques avant d’étre déposée sur un support filtrant mais est déposée

seule sur le support filtrant.



CA 03047525 2019-06-18

WO 2018/115710 PCT/FR2017/053689

10

15

20

25

30

18

Puis le solvant de la suspension de nanotubes de carbone est filtré et la
couche de nanotubes de carbone ainsi obtenue est retiree du support filtrant : on a obtenu
un ‘Buckypaper’ uniquement constitué de nanotubes de carbone.

Ensuite, la solution de molécules aromatiques est déposée par ‘drop-
casting’ sur cette couche de nanotubes de carbone, comme dans le premier procédé de
I’invention.

On procéde ensuite comme dans le premier procédé de ’invention.

Afin de mieux faire comprendre 'invention, on va maintenant en décrire,
a titre purement illustratif et non limitatif plusieurs exemples de mise en ceuvre.

Exemple 1 : Fabrication d’une bioélectrode selon ’invention supportée
sur un support en carbone vitreux.

Cet exemple sera décrit en référence a la figure 2 annexée.

Une suspension de nanotubes de carbone multi-parois (9,5 nm de
diamétre, pureté supérieure & 95%) est obtenue a partir de nanotubes de carbone non
fonctionnalisés par traitement aux ultrasons dans le NMP pendant 30 minutes.

La concentration en nanotubes de carbone de cette suspension est de 2,5
mg.mL",

La dispersion est stable et est vigoureusement secouée pour améliorer la
reproductibilité du dépdt de la couche de nanotubes de carbone sur le support 1.

Une goutte d’un volume de 20 pL de cette suspension est déposée sur la
surface du support 1 en carbone vitreux.

La NMP est ensuite évaporé sous vide moyen (Videyay = 102 mbar).

On obtient ainsi le support 1 en carbone vitreux revétu sur une de ses
surfaces d’une couche 2 de nanotubes de carbone secs.

Cet assemblage est ensuite mis a incuber dans une solution de 1,10-
phénanthroline-5,6-dione 4 une concentration de 2,5 mmol.L”', dans de I’ACN, pendant 1
heure a température ambiante.

L’assemblage ainsi obtenu est ensuite rincé abondamment avec de 'eau
distillée pour éliminer les molécules de 1,10-phénanthroline-5,6-dione non complétement
liés aux nanotubes de carbone de la couche 2.

On obtient alors & ce stade un assemblage support 1 / couche 2 de

nanotubes de carbone / couche 3 de molécules de 1,10-phénanthroline-5,6-dione.
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Une goutte de 40 pL de solution d’enzymes FAD-GDH tamponnée 4 pH
7,0 et ayant une concentration de 0,75 mg.mL” d’enzymes est ensuite déposée sur la
surface de I’assemblage obtenu des trois couches 1, 2 et 3.

Cet assemblage est ensuite laissé une nuit a 4°C pour adsorption des
enzymes.

Finalement, ’assemblage obtenu est rincé abondamment avec une
solution tampon Mcllvaine (0,2 mol L' Na,HPOQ,, 0,1 mol L™ acide citrique) tamponnée 4
pH 7,0 pour éliminer les enzymes adsorbées de facon lache sur la surface des molécules de
1,10-phénanthroline-5,6-dione.

Exemple 2: Fabrication d’une bioélectrode selon Pinvention auto-
supportée (électrode ‘Buckypaper’).

Une suspension de nanotubes de carbone multi-parois dans du DMF est
préparée par addition de 150 mg de nanotubes de carbone multi-parois non fonctionnalisés
(9,5 nm de diamétre, pureté supéricure a 95%) dans 150 mL de DMF.

La suspension obtenue a une concentration en nanotubes de carbone de 1
mg.mL'l.

La dispersion est ensuite traitée aux ultrasons pendant 30 minutes.

Une solution de molécules de 1,10-phénanthroline-5,6 dione est ensuite
préparée par dissolution de 65 mg de solide dans un volume de 5 mL de DMF et est
ajoutée lentement dans la suspension de nanotubes de carbone multi-parois jusqu’a une
concentration finale en molécule de 1,10-phénanthroline-5,6 dione de 2 mmol Lt

La suspension résultante est alors fraitée aux ultrasons pendant
30 minutes supplémentaires.

Aprés une agitation vigoureuse manuelle pendant une minute, 66 mL de
la suspension ainsi obtenue sont fiitrés a travers un filtre millipores en PTFE (JHWP 0,45
pum de taille de pores, 46 mm de diametre) en utilisant une pompe & vide (Videnax = 107
mbar). L’ensemble est lavé avec de I’eau distillée et laissé au repos pendant une heure.

Puis, ’assemblage couche 2 de nanotubes de carbone / couche 3 de
molécules aromatiques est retiré du support de filtre et découpé en précurseur d’électrode

de 10 mm de diamétre (surface spécifique géométrique de 0,785 cm®).
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Un contact électrique est obtenu via un fil métallique maintenu par une
pite de carbone (Acheson ; ELECTRODAG 423 S8S) sur la surface libre de la couche 2 de

nanotubes de carbone de I’assemblage obtenu.

Puis 150 ul. d’une solution d’enzyme FAD-GDH sont déposés sur la
surface de I"assemblage de la couche 2 de nanotubes de carbone / couche 3 de molécules
de 1,10-phénanthroline-5,6-dione.

La solution d’enzymes FAD-GDH est une solution &4 5 mgmL’?
d’enzymes FAD-GDH préparée dans un tampon Mcllvaine pH 7,0 (0,2 mol.L™ Na,HPOQ,,
0,1 mol L' acide citrique).

L’ensemble est placé au réfrigérateur (4°C) une nuit puis rincé avec la
solution tampon.

Puis, 1’autre face de la bioélectrode et ses cOtés sont scellés avec une péte

de silicone (fabricants : Rubson, GEB) pour former une couche d’enrobage 5.

Exemple 3
On a procédé comme 2 'exemple 2 mais on a de plus encapsulé

I’ensemble dans une couche d’enrobage 6.

Cette couche peut étre en alginate, chitosan, Nafion®, ou en gel de silice,
par exemple.

On a obtenu ’électrode montrée en figure 3.

Exemple 4
On a procédé comme 2 'exemple 1 mais en remplagant la molécule

aromatique 1,10-phénanthroline-5,6-dione par une molécule de pyréne.

Exemple 5
On a procédé comme a ’exemple | mais les molécules aromatiques

1,10-phénanthroline-5,6 dione ont été remplacées par des molécules de 9,10-
phénanthroline.

Exemple 6
On a procédé comme a ’exemple 1 mais les molécules aromatiques

1,10-phénanthroline-5,6 dione ont été remplacées par la molécule de 5-méthyl-1,10-

phénanthroline.
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Exemple 7
On a procédé comme a I’exemple 1 mais les molécules aromatiques

1,10-phénanthroline-5,6 dione ont été remplacées par la molécule de 1,4-naphthoquinone.

Exemple 8

On a procédé comme & I’exemple 1 mais les molécules aromatiques
1,10-phénanthroline-5,6 dione ont ¢&té remplacées par la molécule de 9,10-
phénanthrénequinone.

Exemple 9
On a procédé comme a I'exemple 2 mais on a remplacé les molécules de

1,10-phénanthroline-5,6-dione par des molécules de 9,10-phénanthroline.

Exemple 10
On a procédé comme a I’exemple 2 mais on a remplacé les molécules de

1,10-phénanthroline-5,6-dione par des molécules de 5-méthyl 1,10-phénanthroline.

Exemple comparatif 1

Une bioélectrode de contrdle constituée uniquement du film de nanotubes
de carbone a été obtenu par préparation d’une suspension de nanotubes de carbone multi-
parois & une concentration de 1 mg.mL™” par addition de 150 mg de nanotubes de carbone
non fonctionnalisés (9,5 nm de diamétre, pureté supérieure & 95%) dans 150 mL de DMF.

Cette suspension est ensuite secouée manucllement pendant une minute.

66 mL de la suspension est filtrée a travers un filtre millipores en PTFE
(JHWP, taille de pores 0,45 pum, 46 mm de diameétre) en utilisant une pompe a vide
(Videpa = 107 mbar).

La couche de nanotubes de carbone a été lavée avec de I’eau distillée et
laissée au repos pendant une heure.

Apres la filtration, le ‘Buckypaper’ résultant a été laiss¢ séché a
température ambiante.

Puis le ‘Buckypaper’ obtenu est enlevé précautionneusement

du filtre et coupé en une électrode de 10 mm de diamétre (surface géométrique 0,785 cm?).
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Exemple comparatif 2

Une dispersion de nanotubes de carbone multi-parois a été préparée
comme a P'exemple comparatif 1 sauf que la dispersion obtenue avait une concentration de
2,5mgmL.

Ainsi, la quantité de nanotubes de carbone placée dans les 2 mL de NMP
¢tait non pas de 150 mg mais de 5 mg.

Une goutte d’un volume de 20 pL de cette suspension a ensuite été
déposée sur un support en carbone vitreux ayant une surface de 0,196 cm”.

L’épaisseur de la couche de nanotubes de carbone obtenue était de 12 £ 4
pm.

Exemple comparatif 3

Une bioélectrode a été préparée en suivant la procédure de 'exemple 2
mais en s’arrétant avant Pétape de dépdt d’une goutte de la solution 4 S mg.mL’
d’enzymes FAD-GDH.

Ainsi, 1’électrode obtenue n’était constituée que des nanotubes de
carbone  sur  lesquels  étaient  adsorbées les molécules  aromatiques
1,10-phénanthroline-5,6-dione.

Exemple comparatif 4

On a préparé une bioélectrode comme a 'exemple 1 sauf que 1’étape
d’adsorption de la molécule aromatique n’a pas €té mise en ceuvre.

On a ainsi obtenu une bioélectrode constituée d’un support 1 en carbone
vitreux recouvert sur une de ses faces d’une couche 2 en nanotubes de carbone sur laquelle
sont adsorbées directement les enzymes FAD-GDH.

Exemple comparatif 5

On a procédé comme & Pexemple 1 mais la molécule aromatique utilisée
était la flavine adénine dinucléotide (FAD : cofacteur de I’enzyme FAD-GDH).

Exemple comparatif 6

On a procédé comme a ’exemple 1 mais la molécule aromatique utilisée

etait I’ester N-hydroxysuccinimide de [’acide pyréne butyrique.
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Exemple comparatif 7

On a procédé comme a "exemple 2 mais les molécules aromatiques 1,10-
phénanthroline-5,6-dione ont été remplacées par des molécules de 1,4-naphthoquinone.

Exemple 11 : Caractérisation des couches de nanotubes de carbone.

La caractérisation de la couche de nanotubes de carbone obtenue a
Pexemple comparatif 1 a été effectuée avec un microscope confocal & balayage laser.

L’épaisseur du film de nanotubes de carbone obtenu & ’exemple
comparatif 1 était de 275 £+ 45 um.

La couche de nanotubes de carbone obtenue & I’exemple comparatif 1 a
été caractérisée avec un microscope ¢lectronique a balayage a un grossissement de 40 000.

La caractérisation de la couche de nanotubes de carbone obtenue a
IPexemple comparatif 2 a été effectuée avec un microscope confocal a balayage laser.

L’épaisseur du film de nanotubes de carbone obtenu & lexemple
comparatif 2 était de 12 + 4 pm.

La couche de nanotubes de carbone obtenue a ’exemple comparatif 2 a
été caractérisée avec un microscope €lectronique a balayage a un grossissement de 40 000.

On a constaté que la couche de nanotubes de carbone obtenue a
Pexemple comparatif 1 était plus dense que la couche de nanotubes de carbone obtenue a
I’exemple comparatif 2, ce qui signifie que la filtration permet d’obtenir des couches plus
compactes de nanotubes de carbone.

[’électrode obtenue a Vexemple comparatif 7, c’est-a~dire un
‘Buckypaper® constitué de nanotubes de carbone sur lesquels les molécules aromatique
médiatrices 1,10-phénanthroline-5,6-dione sont adsorbées avant la filtration duo mélange
nanotubes / molécule aromatique, a également été étudide au microscope électronique a
balayage a un grossissement de 40 000.

Cette étude a montré que la molécule aromatique 1,10-phénanthroline-
5,6-dione augmente encore 1’agglutination des tubes entre eux, comme attendu, la 1,10-
phénanthroline-5,6-dione jouant le réle d’un liant entre les nanotubes de carbone en
echangeant des €lectrons .

Il en résulte donc des ‘Buckypaper’ plus solides et plus flexibles que les
‘Buckypaper’ non fonctionnalisés donnés en exemple comparatif 1 qui sont eux bien plus

fragiles.
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Exemple 12 : Caractérisation électrochimique des électrodes obtenues
aux exemples 1 a 8 et aux exemples comparatifs 2, 3, 4 et 5.

La figure 4 montre les voltampérogrammes cycliques obtenus avec
chacune des électrodes obtenues aux exemples 1, 4 4 8 et aux exemples comparatifs 2, 4 &
6 ainsi que I’enzyme FAD-GDH seule.

Dans la figure 4, les termes suivants ont les significations suivantes :

- uCNT = nanotubes de carbone seuls,

- FADGDH = CNTs fonctionnalisés par la FAD-GDH,

- 25 mM glucose = CNTs fonctionnalisés par la FAD-GDH en présence
d’une solution de glucose & 25 mmol L™,

- 25 mM glucose (FAD region) = idem que précédemment en incluant la
région ¢lectroactive du cofacteur de la FAD-GDH (la FAD) dans Ia fenétre de mesure en
présence d’une solution de glucose 4 25 mmol L™,

- FAD = Flavine Adénine Dinucléotide,

- 25 mM glucose = concentration de la solution en glucose de 25 mmol
L,

- PYR-NHS = ester N-hydroxysuccinimide de Pacide pyréne butyrique,

- PYR = pyréne,

- 1,4-NQ = 1,4-naphthoquinone,

- PQ = 9,10-phénanthrénequinone,

- PL = 1,10-phénanthroline,

- MPL = 5-méthyl-1,10-phénanthroline,

- PLQ = 1,10-phénanthroline-5,6-dione.

La cartouche notée A dans la figure 4 montre les voltampérogrammes
cycliques obtenus pour des électrodes obtenues aux exemples comparatifs 2 et 4.

L’électrode testée était une électrode de carbone vitreux (support 1)
recouverte de la couche 2 de nanotubes de carbone seule {(exemple comparatif 2) ou dans
laquelle 'enzyme FAD-GDH seule a ét¢ déposée sur la couche 2 de nanotubes de carbone
(exemple comparatif 4).

On constate & partir du voltampérogramme montré en cartouche A qu’il
n’y a aucun signal redox visible (entre -0,300 et 0,100 V vs ECS; ECS : électrode de

référence au calomel saturé [équivalent francais de SCE pour «saturated calomel
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electrode » en anglais]) sur une électrode de carbone vitreux recouverte d’une couche 2 de
nanotubes de carbone (courbe 0 en pointillés).

On constate ¢galement a partir duo voltampérogramme montré en
cartouche A qu’il n’y a aucune variation du courant catalytique en [’absence ou en
présence de glucose pour une électrode de carbone vitreux recouverte d’une couche 2 de
nanotubes de carbone modifiée directement par la couche 4 d’enzyme FAD-GDH (la
courbe 1 en traits pointillés a été obtenue en [’absence de glucose et la courbe en trait plein
notée 2 est la courbe obtenue en présence de glucose ; 1 et 2 se superposent parfaitement).

La courbe en tirets notée 3 représente le voltampérogramme cyclique
obtenu avec une fenétre électrochimique plus large (de -0,600 a 0,100 V vs ECS), en
présence d’une solution de glucose & 25 mmol L

On observe sur la courbe 3 la présence d’un pic redox centré sur
-0,481 V vs. ECS.

Ce pic est attribué & la réponse électrochimique du centre actif de
I’enzyme FAD-GDH, la FAD, pour des enzymes partiellement ou complétement
dénaturées, ce qui montre que, grice a sa structure, le cofacteur de enzyme peut aussi étre
adsorbé a la surface des nanotubes de carbone. En revanche, cette FAD seule ne peut en
aucun cas étre le siége d’une réaction électrocatalytique puisque la structure intacte de
I’enzyme est un élément clé de la catalyse enzymatique.

Ceci est confirmé par le voltampérogramme montré dans la cartouche B
de la figure 4.

Ce voltampérogramme a été obtenu pour I’électrode obtenue en exemple
comparatif 5 et composée des couches 2, 3 et 4, respectivement, de nanotubes de carbone,
de molécules aromatiques et d’enzymes FAD (sans ou en présence de glucose a 25 mmol
L'; courbes 1 et 2 identiques), avec la fenétre électrochimique de -0,600 a 0,100 V vs
ECS identique 2 celle utilisée par la courbe 3 de la cartouche A.

Le fait de trouver un potentiel redox identique pour les
voltampérogrammes des cartouches A et B renseignent sur I'intégrité des enzymes sur
I’électrode.

11 est largement référencé dans la littérature que I"enzyme FAD, pour une

enzyme fonctionnelle, a un potentiel plus élevé que la FAD libre en solution.
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Pour cette raison, il est raisonnable de conclure que le pic présent en
cartouche A n’est en fait du qu’a la FAD libre issue de la FAD-GDH dont la structure
aurait été altérée et donc des enzymes inactives.

La FAD seule ne peut pas suffire pour oxyder le glucose. Pour cela, il est
impératif que la FAD soit a Uintérieur de la structure protéique.

En figure 4, la cartouche C représente les voltampérogrammes cycliques
de ’électrode de I"exemple comparatif 6 constituée d’une €lectrode de carbone vitreux, de
la couche 2 de nanotubes de carbone fonctionnalisés par la couche 3 d’une molécule
aromatique qui est I’ester N-hydroxysuccinimide de P’acide pyréne butyrique.

Cette molécule aromatique ne fait pas partie des molécules utilisables
dans ’invention bien que la fonction ester N-hydrosuccinimide soit réguliérement utilisée
pour réaliser des couplages de type peptidique entre un acide carboxylique et une fonction
amine. On devrait donc avoir la fonction N-hydroxysuccinimide qui réagit avec les
fonctions -NH, situées sur la périphérie de 'enzyme FAD-GDH et ainsi immobiliser de
maniére covalente et avec une orientation totalement aléatoire cette enzyme sur ’électrode.
Comme le montre le voltampérogramme de la cartouche C, la restriction de mouvement
lors de la formation de la liaison covalente qui aurait pu permettre la reconnaissance « clé-
serrure » n’est plus réalisable.

Les cartouches D, G et H représentent les voltampérogrammes
cycliques des électrodes obtenues aux exemples 4, 5 et 6 respectivement.

Toutes les molécules aromatiques utilisées dans ces exemples sont des
molécules aromatiques non-électroactives.

En effet, aucun signal redox n’est observé pour de telles électrodes en
absence de glucose (on retrouve le méme signal que pour les nanotubes de carbone non
fonctionnalisés) tandis qu'un signal électrocatalytique est repéré lors de I"ajout de glucose
(solution & 8 mmol LY. Ce phénoméne peut donc complétement s apparenter & du transfert
électronique direct (DET) grice 4 Dinteraction « clé-serrure » jouée entre la molécule
aromatique et le centre hydrophobe de ’enzyme et qui corrobore le fait que la 1,10-
phénanthroline est un inhibiteur de la FAD-GDH.

La molécule aromatique €étant immobilisée sur les tubes par interactions
- 7, elle va avoir tendance a attirer 4 elle le centre actif de Penzyme, sans pour autant

provoquer son inhibition.
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Les cartouches E, F et I montrent les voltampérogrammes cycliques
obtenus avec des électrodes obtenues aux exemples 7, 8 et 1 respectivement.

On voit a partir de ces voltampérogramimes cycliques que toutes les
quinones montrent un comportement de médiateurs redox pour le transfert électronique
meédié¢ (MET) de enzyme FAD-GDH.

Les courants électrocatalytiques sont nettement supérieurs 3 ceux
obtenus par transfert électronique direct (DET).

La forme des voltampérogrammes cycliques, notamment pour
Pélectrode ayant pour molécule aromatique la 1,10-phénanthroline-3,6-dione de I’exemple
1, indique qu’a faible concentration de glucose (<4 mmol L) une partie du courant
¢lectrocatalytique pourrait également provenir d’un transfert électronique direct.

La 1,10-phénanthroline-5,6-dione apparait donc étre la meilleure
molécule aromatique redox pour I’oxydation électrocatalytique de ’enzyme FAD-GDH en
utilisant une immobilisation non-covalente sur une couche de nanotubes de carbone.

En effet, les courants électrocatalytiques mesurés pour les électrodes
avec comme molécules aromatiques la 1,4-naphtaquinone molécules aromatiques
{exemple 7) et la 9,10-phénanthroquinone (exemple 8) ne dépassent pas respectivement
200 pA, et 300 pA pour des potentiels supérieurs 4 0 V vs ECS, cette valeur de 300 pA
étant cependant tout 2 fait exploitable, aprés saturation (39 mmol L™ de glucose).

La 1,10-phénanthroline-5,6-dione présente donc de meilleures
performances avec une saturation proche de 130 mmol L' de glucose et des courants
proches de 600-700 pA.

Exemple 13 : Caractérisation électrochimique des électrodes obtenues a
I’exemple comparatif 4.

La figure Smontre les voltampérogrammes cycliques obtenus avec
chacune des ¢lectrodes obtenues suivant I’exemple comparatif 4.

Dans la figure 5, les termes suivants ont les significations suivantes :

O0uM PX = CNTs fonctionnalisés par la FAD-GDH en présence d’une
solution de glucose 3 100 mmol L' et en absence de quelconque molécules aromatiques (X

représentant la molécule aromatique PLQ (cartouche A) ou PQ (cartouche B))
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400uM PX = CNTs fonctionnalisés par la FAD-GDH en présence d’une
solution de glucose & 100 mmol L™ et de 400 pmol L d’une molécule aromatique PLQ
(cartouche A) ou PQ {cartouche B)

400pM PX (180min) = CNTs fonctionnalisés par la FAD-GDH en
présence d’une solution de glucose a 100 mmol L et de 200 pmol L' d’une molécule
aromatique PLQ (cartouche A) ou PQ (cartouche B} aprés une incubation dans la solution
d’une durée de 180 minutes.

200puM PQ = CNTs fonctionnalisés par la FAD-GDH en présence d’une
solution de glucose & 100 mmol L™ et de 200 pmol L™ d’une molécule aromatique PQ
(cartouche C et D)

200uM PQ + 200uM PY (180min) = CNTs fonctionnalisés par la FAD-
GDH en présence d’'une solution de glucose & 100 mmol L, de 200 pmol L d’une
molécule aromatique PQ et de 200 pmol L7 d’une molécule aromatique PY aprés une
incubation dans la solution d’une durée de 180 minutes. (Y représentant la molécule
aromatique PL (cartouche C) ou PH (cartouche D)).

- PLQ = 1,10-phénanthroline-5,6-dione.

- PQ = 9,10-phénanthrénequinone,

- PL = 1,10-phénanthroline,

- PH = phénanthréne,

La cartouche notée A dans la figure 5 montre les voltampérogrammes
cycliques obtenus pour des électrodes obtenues & "exemple comparatif 4.

L’électrode testée était une électrode de carbone vitreux (support 1) dans
laquelle Penzyme FAD-GDH seule a été déposée sur la couche 2 de nanotubes de carbone
(exemple comparatif 4).

On constate & partir du voltampérogramme montré en cartouche A une
forte augmentation du courant catalytique entre -0,250 et 0,150 V vs ECS sur une électrode
de carbone vitreux dans laquelle ’enzyme FAD-GDH seule a été déposée sur la couche 2
de nanotubes de carbone dés lors que PLQ est en présence (trait plein noir) opposé a
I’absence de médiateur rédox en solution (trait pointillé noir).

On constate également & partir du voltampérogramme montré en
cartouche A qu’il v a une forte diminution du courant catalytique aprés 180 minutes

d’immersion de 1*électrode dans la solution contenant 100 mmol L' de glucose et 400
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umol L de PLQ pour la méme électrode de carbone vitreux recouverte d’une couche 2 de
nanotubes de carbone modifiée directement par la couche 4 d’enzyme FAD-GDH. Ceci
suggére une progressive inhibition de ’enzyme par la PLQ (analogue électroactif de PL;
inhibiteur cité par la compagnie fournissant I’enzyme).

De la méme facon, on remargue en cartouche B, C et D une forte
augmentation du courant catalytique entre -0,300 et 0,150 V vs ECS sur une électrode de
carbone vitreux dans laquelle I"'enzyme FAD-GDH seule a €t¢ déposée sur la couche 2 de
nanotubes de carbone dés lors que PQ est en présence (trait plein noir) opposé & I’absence

de médiateur rédox en solution (trait pointillé noir).

En revanche, dans ce cas présent, aucune diminution du courant
catalytique n’est observé apres une incubation de 180 min de 1’électrode décrite
précédemment dans une solution contenant 100 mmol L' de glucose et 400 pmol L de
PQ.

Ce constat reste valide lorsque la solution se compose de 100 mmol L' de
glucose et 200 pmol L7 de PQ et de 200 pmol L' de PH (analogue de non électroactif de
PQ).

Le phénomeéne est inverse lorsque Ia solution se compose de 100 mmol
L de glucose et 200 pmol L' de PQ et de 200 pmol L de PL. Le courant catalytique

chute de nouveau et le phénoméne d’inhibition décrite par le fabricant de la FAD-GDH est

obtenu.
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REVENDICATIONS

1. Bioélectrode caractérisée en ce qu’elle comprend la superposition de :

- une couche (2) de nanotubes de carbone,

- une couche (3), déposée sur la couche (2) de nanotubes de carbone,
constituée de molécules aromatiques choisies dans le groupe formé par la 9,10-
phénanthrénequinone, la 1,10-phénanthroline-5,6-dione, la 9,10-anthraquinone, la
phénanthréne, la 1,10-phénanthroline, la 5-méthyl-1,10-phénanthroline, le pyréne, le 1-
aminopyréne, I’acide pyréne-1-butyrique, et les mélanges de deux ou plus de ceux-ci,

- une couche (4) d’enzymes Flavine Adénine Dinucléotide-Glucose
Déhydrogénase (FAD-GDH) adsorbée sur la couche (3) des molécules aromatiques,
caractérisé en ce que la FAD est 4 I’intérieur de la GDH.

2. Bioélectrode selon la revendication 1, caractérisée en ce qu’elle
comprend de plus une couche (6) en un matériau poreux et optionnellement hydrophile
recouvrant au moins la surface libre de la couche (4) d’enzymes FAD-GDH.

3. Bioélectrode selon la revendication 1, caractérisée en ce que la couche
(4) est constituée de molécules de 9,10-phénanthrénequinone ou de 1,10-phénanthroline-
5,6~dione.

4. Bioélectrode selon 'une quelconque des revendications 1 a 3,
caractérisée en ce que la couche (2) de nanotubes de carbone comprend entre 2,5 pg et 510
ug de nanotubes de carbone par cm? de surface de couche.

5. Bioélectrode selon 1'une quelconque des revendications 1 a 4,
caractérisée en ce qu’elle comprend de plus un support (1) en un matériau conducteur
d’¢lectrons sous la couche (2) de nanotubes de carbone.

6. Bioélectrode selon 1’'une quelconque des revendications 1 a 4,
caractérisée en ce qu’elle comprend de plus un fil en un matériau électriquement
conducteur relié a la surface de la couche (2) de nanotubes de carbone qui n’est pas
recouverte de la couche (3) de molécules aromatiques.

7. Bioélectrode selon 1'ume quelconque des revendications 1 & 6,
caractérisée en ce qu’elle comprend de plus une couche (5) d’enrobage imperméable aux
fluides entourant la superposition des couches (2), (3) et (4).

8. Dispositif comprenant une bioélectrode selon 1’'une quelconque des

revendications 1 4 7.

Date Regue/Date Received 2022-09-16



10

15

20

25

30

31

9. Dispositif selon la revendication 8, caractérisé en ce qu’il est une
cellule enzymatique a biocarburant.

10. Dispositif comprenant une bioélectrode selon I'une quelconque des
revendications 1 & 6, caractérisé en ce qu’il est un dispositif de détection du glucose.

11. Utilisation d’une bioélectrode selon ['une quelconque des
revendications 1 a 6 ou d’un dispositif selon la revendication 8 pour I’oxydation du
glucose.

12. Procédé de fabrication d’une bioélectrode selon 1’'une quelconque
des revendications 1 & 7, caractérisé en ce qu’il comprend les étapes suivantes :

a) préparation d’une suspension de nanotubes de carbone ayant une
concentration en nanotubes de carbone comprise entre 0,5 mg-mL! et 10 mg-mL"! dans un
solvant organique choisi parmi la N-méthyl-2-pyrrolidone (NMP), le dichlorométhane
(DCM), Pacétonitrile (ACN), le 1,3-dioxolane (DXL), le diméthylformamide (DMF), et
les mélanges de deux ou plus de ceux-ci,

b) dépbt d’une goutte de la suspension de nanotubes de carbone obtenue
a I’étape a) sur un support (1) en un matériau conducteur d’électrons,

¢) évaporation du solvant organique de la suspension de nanotubes de
carbone, ce par quoi une couche (2) de nanotubes de carbone est formée sur le support (1),

d) préparation d’une solution comprenant des molécules aromatiques,
choisies dans le groupe consistant en la 9,10-phénanthrenequinone, la 1,10-
phénanthroline-5,6-dione, 1a 9,10-anthraquinone, 1a phénanthréne, 1a 1,10-phénanthroline,
la 5-méthyl-1,10-phénanthroline, le pyréne, le 1-aminopyréne, I’acide pyréne-1-butyrique,
et les mélanges de deux ou plus de celles-ci et ayant une concentration comprise entre
0,5 mmol.L! et 15 mmol.L!' de molécules aromatiques dissoutes dans un solvant
organique identique ou différent du solvant organique de la suspension de nanotubes de
carbone, le solvant étant choisi parmi la NMP, le DCM, ’ACN, le DXL, le DMF et les
mélanges de deux ou plus de ceux-ci,

e) dépdt sur une surface de la couche (2) de nanotubes de carbone
obtenue a ’étape ¢) de la solution de molécules aromatiques obtenues a 1’étape d), par
dépdt d’une goutte de la solution de molécules aromatiques sur la surface de la couche (2),
ou par incubation d’au moins la surface libre de la couche (2) dans la solution de

molécules aromatiques obtenue a I’étape d),

Date Regue/Date Received 2022-09-16



10

15

20

25

30

32

f) évaporation du solvant de la solution de molécules aromatiques
déposée a I’étape ¢), ce par quoi une couche (3) de molécules aromatiques est formée sur
la couche (2),

g) préparation d’une solution aqueuse d’enzymes FAD-GDH ayant une
concentration en enzymes FAD-GDH comprise entre 0,1 mg-mL™ et 5 mg-mL,

h) dép6t sur la couche (3) de molécules aromatiques obtenue a 1’étape f),
de la solution d’enzymes FAD-GDH obtenue a 1’étape g), par incubation d’au moins la
surface libre de la couche (3) de molécules aromatiques dans une solution aqueuse
contenant les enzymes FAD-GDH obtenue a 1’étape g), ou par dép6t d’une goutte de ladite
solution aqueuse contenant les enzymes FAD-GDH obtenue a 1’étape f) sur la surface libre
de la couche (3).

13. Procédé de fabrication d’une bioélectrode selon la revendication 12,
caractérisé en ce que I’étape a) de dépot d’une goutte de la dispersion de nanotubes de
carbone est répétée au moins une fois.

14. Procédé de fabrication d’une bioélectrode selon 1’'me quelconque
des revendications 1 a 7 caractérisé en ce qu’il comprend les étapes suivantes :

A) préparation d’une suspension de nanotubes de carbone dans un
solvant organique, la suspension ayant une concentration en nanotubes de carbone
comprise entre 1 mg-mL! et 15 mg-mL™,

B) préparation d’une solution de molécules aromatiques choisies dans le
groupe comstitué par la 9,10-phénanthrénequinone, la 1,10-phénanthroline-5,6-dione, la
9,10-anthraquinone, la phénanthréne, la 1,10-phénanthroline, la 5-méthyl-1,10-
phénanthroline, le pyréne, le 1-aminopyréne, 1’acide pyréne-1-butyrique, et les mélanges
de deux ou plus de celles-ci, dans un solvant organique choisi parmi la NMP, le DCM,
I’ACN, le DXL, le DMF et les mélanges de deux ou plus de ceux-ci et identique ou
différent du solvant organique de la suspension de nanotubes de carbone obtenue a I’étape
a), cette solution de molécules aromatiques ayant une concentration en molécules
aromatiques comprise entre 0,5 mmol-L! et 15 mmol-L"},

C) ajout de la solution de molécules aromatiques obtenuc a ’étape b)
dans la suspension de nanotubes obtenue a I’étape A), et mélange,

D) filtration de la dispersion obtenue a I’étape C) a travers un support

filtrant,
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E) évaporation du solvant de la suspension de nanotubes de carbone et
du solvant de la solution de molécules médiatrices aromatiques, ce par quoi une couche (2)
de nanotubes de carbone, elle-méme recouverte sur au moins une de ses surfaces d’une
couche (3) desdites molécules aromatiques sont formées,

F) préparation d’une solution aqueuse d’enzymes FAD-GDH ayant une
concentration en enzymes FAD-GDH comprise entre 0,1 et 5 mg-mL.,

G) dépo6t d’ume goutte de 150 ul. de la solution d’enzymes FAD-GDH
préparée a 1’étape F) sur la surface libre de la couche (3) formant ainsi une couche (4)
d’enzymes FAD-GDH adsorbés sur la couche (3) de molécules aromatiques,

H) retrait de I’assemblage obtenu a I’étape G du support filtrant.

15. Procédé de fabrication d’une bioélectrode selon la revendication 14,
caractérisé en ce qu’il comprend de plus, une étape k1) de fixation d’un fil en un matériau
¢électriquement conducteur sur la surface de la couche (2) de nanotubes de carbone non
recouverte de la couche (3) de molécules aromatiques, cette étape étant mise en ceuvre
avant ou aprés I’étape G) de dépdt de la couche (4) d’enzymes FAD-GDH.

16. Procédé de fabrication d’une bioélectrode selon 1’'une quelconque
des revendications 1 & 7, caractérisé en ce qu’il comprend les étapes suivantes :

al) préparation d’une suspension de nanotubes de carbone dans un
solvant organique, ayant une concentration en nanotubes de carbone comprise entre 1
mg-mL"! et 15 mg-mL,

b1) préparation d’une solution de molécules aromatiques choisies dans le
groupe constitué par la 9,10-phénanthrénequinone, la 1,10-phénanthroline-5,6 dione, 9,10-
anthraquinone, la phénanthréne, la 1,10-phénanthroline, la 5-méthyl-1,10-phénanthroline,
Ie pyréne, Ie 1-aminopyréne, I’acide pyréne-1-butyrique, et les mélanges de deux ou plus
de celles-ci, dans un solvant organique identique ou différent du solvant organique de la
suspension de nanotubes de carbone obtenue a P’étape al), cette solution ayant une
concentration en molécules aromatiques comprise entre 0,5 et 15 mmol-L,

cl) filtration de la dispersion obtenue & I’étape bl) a travers un support
(1) filtrant,

dl) évaporation du solvant de la dispersion de nanotubes de carbone
déposée a 1’étape c) ce par quoi une couche (2) de nanotubes de carbone est formée,

el) retrait de la couche de nanotubes de carbone obtenue a P’étape d1) du

support (1) filtrant,
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f1) dépot d’une goutte de 150 pL de la solution de molécules
aromatiques obtenue a ’étape bl) sur au moins une surface de 1a couche (2) de nanotubes
de carbone obtenue a I’étape el),

gl) évaporation du solvant de la solution de molécules aromatiques
déposée a I’étape f1), ce par quot une couche (3) desdites molécules aromatiques est
formée sur la couche (2) de nanotubes de carbone,

h1) préparation d’une solution aqueuse d’enzymes FAD-GDH, ayant une
concentration en enzymes FAD-GDH comprise entre 0,1 et 5 mg-mL™,

i1) dép6t d’une goutte de 150 uL de la solution d’enzymes FAD-GDH
obtenue a I’étape h) sur au moins une surface de la couche (3) de molécules aromatiques,
formant ainsi une couche (4) d’enzymes FAD-GDH adsorbés sur la couche (3).

17. Procédé de fabrication d’une bioélectrode selon la revendication16,
caractérisé en ce qu’il comprend de plus, unc étape k1) de fixation d’un fil en un matériau
électriquement conducteur sur la surface de la couche (2) de nanotubes de carbone non
recouverte de la couche (3) de molécules aromatiques, cette étape étant mise en ceuvre
avant ou aprés I’étape 11) de dép6t de la couche (4) d’enzymes FAD-GDH.

18. Procédé de fabrication d’une bioélectrode selon 1’'me quelconque
des revendications 12 a 17, caractérisé en ce qu’il comprend de plus une étape de dépdt
d’une couche (6) en un matériau poreux sur au moins la surface libre de la couche (4).

19. Procédé de fabrication d’une bioélectrode selon 1’'une quelconque
des revendications 12 & 18, caractérisé en ce qu’il comprend de plus le dép6t d’une étape
d’enrobage de la superposition : couche (2) de nanotubes de carbone / couche (3) de
molécules aromatiques / couche (4) d’enzymes FAD-GDH / optionnellement support (1) /

fil en un matériau électriquement conducteur, avec un matériau imperméable aux fluides.
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