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Des enzymes aux catalyseurs bio-inspirés
pour les piles a combustible sans métaux nobles

Résumé Le principe des piles a hydrogene est basé sur I'utilisation de catalyseurs de platine afin de produire de I'énergie
électrique a partir de I'oxydation de I'hydrogene et de la réduction de 'oxygene. La rareté et donc le prix élevé de
ce métal noble empéchent le déploiement de cette technologie a grande échelle. Dans la nature, des métalloen-
zymes possédent des sites actifs plurinucléaires a base de centres cuivre, fer et nickel. Ces enzymes possedent des
performances catalytiques intrinséques proches du platine. Dans ce domaine, la bioélectrochimie s’est en partie
consacrée a I'étude de I'immobilisation et de la connexion électrique de ces enzymes aux propriétés électrocata-
lytiques exceptionnelles sur des nanomatériaux conducteurs. Par ailleurs, inspirés par les mécanismes enzyma-
tiques d’'oxydation de I'hydrogéne et de réduction de I'oxygéne, de nouveaux catalyseurs moléculaires ont été
synthétisés et greffés sur des nanomatériaux. Ces biocatalyseurs et les catalyseurs moléculaires bio-inspirés,
a base de métaux non nobles, ont été intégrés dans des piles a hydrogéne.

Mots-clés Piles a combustible, chimie bioinorganique, métalloenzymes, biomimétisme, nanotubes de carbone.
Abstract From enzymes to bio-inspired catalysts for noble-metal-free fuel cells

Conventional hydrogen fuel cells are based on platinum catalysts in order to efficiently produce electrical energy
from hydrogen oxidation and oxygen reduction. The scarcity and correlated high price of this noble metal prevent
hydrogen fuel cell to be deployed at a larger scale. In nature, several metalloenzymes possess multinuclear active
sites based on copper, iron or nickel centers and they compete with platinum in terms of performances towards
both hydrogen oxidation and oxygen reduction. Bioelectrochemistry has been dedicated to the study of the
immobilization and wiring of these enzymes on conductive nanomaterials. Besides, inspired by the enzymatic
mechanism, novel molecular catalysts have been synthesized and grafted on conductive nanomaterials.

Biocatalysts and bio-inspired catalysts have both been integrated in noble-metal-free hydrogen fuel cells.

Keywords

ne économie basée sur I'hydrogéne comme vecteur

d’énergie peut représenter une alternative aux énergies
fossiles. Cela passe par le développement de la production
d’hydrogene par des énergies renouvelables, éolienne ou
solaire par exemple, associée a la production d’énergie élec-
trique par les piles a hydrogéene. Le déploiement de ces tech-
nologies ne peut avoir lieu que si les matériaux qui les
constituent sont abondants et peu chers. Bien qu’a I'heure
actuelle I'nydrogene soit majoritairement issu du vaporefor-
mage d’hydrocarbures, les stratégies futures, telles que la
photosynthese artificielle, envisagent I'utilisation de I'énergie
solaire afin de produire H, a partir de I'électrolyse de I'eau [1].
Dans le développement des piles a combustible, la pile
a membrane échangeuse de protons (PEMFC: «proton
exchange membrane fuel cell ») est activement étudiée en
raison de sa simplicité, son fonctionnement a basse tempéra-
ture et ses fortes densités de puissance. Le catalyseur présent
aux électrodes de cette pile doit oxyder 'hydrogéne a I'anode
et réduire I'oxygéne de I'air a la cathode (figure 1). Cependant,
bien que le platine soit le catalyseur de choix pour réaliser ces
réactions électrocatalytiques, c’est un métal onéreux car tres
peu abondant.
Plusieurs stratégies sont développées afin d'abaisser ou de
supprimer 'emploi du platine, telles que l'utilisation d’alliages
d’oxydes métalliques ou de matériaux composites a base
de métaux non nobles, de carbone et d'azote. Nous avons,
quant a nous, poursuivi une stratégie basée sur I'emploi
de catalyseurs biologiques, les enzymes, et de catalyseurs
moléculaires bio-inspirés de ces enzymes. Cette voie fait
appel a la chimie bioinorganique, I'électrochimie et la chimie
des matériaux et des nanomatériaux afin de comprendre
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Fuel cells, bioinorganic chemistry, metalloenzymes, biomimetism, carbon nanotubes.
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Figure 1- Schéma simplifié d’'une pile a hydrogéne.

et d'exploiter les mécanismes de la catalyse enzymatique
et bio-inspirée.

Dans la nature, il existe des métalloenzymes dont le site actif
est composé de centres métalliques nickel, cuivre ou fer,
qui sont capables de réaliser ces réactions catalytiques avec
des performances intrinseques proches du platine [2-5].
L'enjeu majeur dans leur intégration dans une pile se situe,
en bioélectrochimie, dans leur immobilisation sur électrode
et la réalisation d'un transfert d'électrons entre le site actif de
I'enzyme et la surface de I'électrode. Afin de bénéficier des
performances de ces biocatalyseurs a base de métaux non
nobles, 'autre stratégie se trouve dans la synthése de com-
plexes biomimétiques du site actif de ces enzymes. Cette
stratégie s'attache a comprendre les transferts d'électrons
et de protons au sein de la protéine, a identifier et conserver
les caractéristiques structurales responsables de la catalyse
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Figure 2 - A) Hydrogénase Ni-Fe et B)laccase (et leur site actif respectif) immobilisées sur
électrode.

enzymatique et a les transférer au sein d'un modéle synthé-
tique fonctionnel. Au cours de ces derniéres années, nous
avons cherché a intégrer ces enzymes et des modeles fonc-
tionnels originaux au sein de PEMFC sans métaux nobles.

Des métalloenzymes pour catalyser
I'oxydation de H, et la réduction de O,

Les milliards d’années d’évolution des organismes vivants et
leur adaptation a leur environnement nous permettent d’avoir
accés aujourd’hui a une source inépuisable d’enzymes de dif-
férentes origines, capables de catalyser les réactions qui nous
intéressent avec des performances inégalées. Les hydrogé-
nases catalysent réversiblement I'oxydation de H, a de faibles
surtensions (c’est-a-dire a un potentiel proche du potentiel
standard du couple H*/%2 H,). Extraites de bactéries, les hydro-
génases les plus étudiées sont des métalloprotéines compo-
sées de sites actifs organométalliques dinucléaires fer-fer ou
nickel-fer, accompagnés de clusters fer-soufre assurant le
relais des électrons entre le site actif et la surface de I'enzyme
(figure 2A) [6]. Certaines cuproenzymes, extraites de bactéries
ou de champignons, catalysent la réduction de O, en eau par
un mécanisme a 4 e +4 H* [4-5]. Certaines de ces enzymes,
telles que les bilirubine oxydases ou les laccases (figure 2B),
possédent également de faibles surtensions et des activités
catalytiques élevées vis-a-vis de la réduction de O,. Ces
enzymes possédent un centre métallique mononucléaire (T1
sur la figure 2B), ou a lieu I'oxydation du substrat et qui assure
le transfert des électrons vers un centre trinucléaire du cuivre
(TNC sur la figure 2) ou a lieu la réduction de O,. Ces deux
familles de métalloenzymes ont démontré des performances
intrinséques proches du platine, a condition d'étre efficace-
ment immobilisées sur électrode.

« Brancher » une enzyme : pas si simple...

Cependant, immobiliser les enzymes sur I'électrode ne suffit
pas. On ne peut profiter de leurs fantastiques performances
gu’a condition de « brancher» ces enzymes sur I'électrode,
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c'est-a-dire de les immobiliser a la surface d'un matériau
conducteur et réaliser un transfert efficace des électrons entre
électrode et site actif (voir encadré).

Afin d'augmenter la vitesse des transferts d’électrons, nous
avons été amenés a envisager différentes stratégies d'immobi-
lisation et de connexion des enzymes sur électrodes. En parti-
culier, I'utilisation de nanomatériaux et leur fonctionnalisation
appropriée sont un outil puissant pour optimiser les transferts
d'électrons entre le site actif de I'enzyme et I'électrode. Les
nanomatériaux conducteurs, tels que les nanotubes de car-
bone [7-9] mais également le graphéne [10] ou les nanoparti-
cules d’or [11], sont capables de créer un lien intime avec les
enzymes, et de les relier aux centres redox parfois enfouis
au sein de la protéine.

Ce lien peut également étre renforcé par la modification de
ces nanomatériaux par chimie covalente ou non covalente.
Nous avons développé la fonctionnalisation covalente de
nanotubes de carbone et de grapheéne par greffage chimique
ou électrochimique de sels d’aryldiazonium pour orienter

La connexion enzymatique

L'un des défis majeurs dans la conception d'électrodes enzyma-
tiques est la réalisation d’'une connexion électrique de I'enzyme,
c'est-a-dire la capacité a transférer les électrons de I'enzyme a I'élec-
trode et non plus a son substrat. C'est un paramétre critique dans
la conception d'électrodes de biopiles car une vitesse de transfert
d'électrons maximale est nécessaire afin de minimiser les surten-
sions au sein de la pile. De plus, une enzyme est un catalyseur
volumineux si on le compare a un atome de platine ou un complexe
moléculaire. Ceci souligne limportance de I'optimisation du
nombre de catalyseurs actifs a la surface de I'électrode. Deux voies
de transfert d’électrons existent. Un transfert d’électrons direct
(DET) est réalisé si le site actif ou les relais d'électrons internes
de I'enzyme sont suffisamment proches de la surface de I'électrode
(@ moins de 2 nm environ) pour permettre le saut d'électron. Cepen-
dant, un tel transfert direct d'électrons n’est pas toujours possible.
Il va fortement dépendre de I'emplacement du site actif a I'intérieur
de la protéine et de l'orientation de celle-ci a la surface. La réalisa-
tion d'un transfert DET permet non seulement a I'électrocatalyse
d’avoir lieu a des potentiels proches du site actif de I'enzyme, mais
représente également une méthode puissante afin d'étudier les
mécanismes enzymatiques [27]. Lorsque le centre catalytique est
profondément enfoui, la distance par rapport au matériau de I'élec-
trode est souvent trop élevée pour un transfert efficace d'électrons.
Dans ce cas, de petites molécules, appelées médiateurs redox et
ayant un potentiel redox approprié, peuvent assurer le transport
des électrons. Malgré une perte de tension inhérente a la nécessité
d'une différence de potentiel entre médiateur redox et enzyme,
cette approche, par transfert d’électrons indirect ou médié (MET),
peut permettre une connexion quantitative des enzymes immobi-
lisées et I'obtention de forts courants catalytiques (voir figure).

Transfert d’électrons direct Transfert d’électrons indirect ou

médié
site actif / )
MOX/YB(‘
relais d'e- @ Moxired
: ) Y
= =~ =
ELECTRODE ELECTRODE

Principe des voies de transfert d'électrons pour une enzyme immobilisée : transfert direct
d'électrons (DET) vs. Transfert d'électrons indirect ou médié (MET) via un petit médiateur
redox (MOX/red).
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Figure 3 - Schéma et image en microscopie électronique a balayage de nano-objets conducteurs fonctionnalisés pour I'immobilisation de cuproenzymes et la réalisation d’un transfert

d'électrons direct.

des laccases, des bilirubine oxydases [9] et des hydrogénases
Ni-Fe (figure 3A-B) [12]. La fonctionnalisation non covalente de
nanotubes de carbone par des porphyrines [7] et par des grou-
pements pyrene [8, 13] modifiés permet également de contro-
ler I'orientation de ces métalloenzymes. Il s'agit de favoriser,
a l'aide de groupements hydrophobes, hydrophiles ou char-
gés, greffés a la surface des nanotubes de carbone, I'immobili-
sation de I'enzyme sur la surface, en méme temps qu’une
orientation spécifique. Ceci va minimiser la distance entre le
site actif ou le relais d’électron et |'électrode, et ainsi induire un
transfert d'électrons direct efficace. Les interactions entre
enzyme et nano-objet modifiés peuvent étre gouvernées par
une région précise des acides aminés a la surface de la pro-
téine, par son moment dipolaire global ou par une interaction
avec un acide aminé ciblé. Pour illustrer ce dernier exemple,
nous avons travaillé sur des mutants de laccases dans lesquels
un acide aminé lysine a été introduit par mutagenese a la sur-
face de I'enzyme prés des centres redox impliqués dans le
transfert d’électrons. Un groupement pyréne est ensuite lié
a la lysine par amination réductrice, c'est-a-dire par réaction
du groupement amine de la lysine et de I'aldéhyde correspon-
dant en présence d'un réducteur, ici un complexe d'iridium.
Ces laccases modifiées par des groupements pyréne localisés
ont ensuite été immobilisées par interactions de typer a la
surface de nanotubes de carbone ou par interactions hote-
invité a la surface de nanoparticules d’or (figure 3C) [11].

D’autre part, les stratégies de connexion d’enzyme par trans-
fert d’électrons indirect ou médié (MET) sont majoritairement
basées sur la synthese et la déposition de polymeres redox a la
surface de |'électrode. Le polymere redox piége les enzymes
dans leur matrice et assure le transfert d'électrons entre le site
actif de I'enzyme et I'électrode via le transport des électrons le
long de la chaine polymeére. Nous nous sommes attachés a
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Figure 4 - Schémas et images en microscopie électronique a balayage de films redox nanostruc-
turés pour le piégeage d’hydrogénases et la réalisation d’un transfert médié (MET) : A) électro-
polymérisation de polymeres redox modifiés par des groupements viologéne sur nanotubes de
carbone et B) auto-assemblage de fibres amyloides a base de protéines redox.

étudier notamment la nanostructuration de polyméres redox
afin d’induire I'immobilisation et la connexion d’un trés grand
nombre d'enzymes a la surface de I'électrode. Par exemple,
I'électropolymérisation de monomeéres pyrrole, modifiés par
des médiateurs redox de type méthylviologéne, a permis
la co-déposition et la connexion d’hydrogénases par MET
(figure 4A) [14]. Dans l'optique de développer une stratégie
totalement basée sur des protéines, des nanofils protéiques,
formés par l'auto-assemblage d'une protéine chimére, ont
réalisé le transport d'électrons le long de nanofibres amy-
loides redox-actives pour la connexion de métalloenzymes,
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Figure 5 - Structure des complexes de nickel bio-inspirés développés par I'équipe de D. Dubois [19] (A) et immobilisation de complexes de nickel sur nanotubes de carbone fonctionnalisés

par voie covalente (B) ou non covalente (C).

telles que des laccases [15] et des hydrogénases [16] par trans-
fert d'électrons inter-protéines (figure 4B).

Des copies d’enzymes
plus efficaces que les originales ?

Depuis plusieurs décennies, les chimistes de coordination ten-
tent de synthétiser des catalyseurs moléculaires inspirés de
métalloenzymes telles que les hydrogénases [17-18]. L'une
des familles de complexes les plus marquants sont les cataly-
seurs moléculaires développés par Daniel Dubois et ses collé-
gues depuis une dizaine d’années [19]. Ces complexes sont
inspirés des sites actifs des hydrogénases Ni-Fe et Fe-Fe.
Autour d’'un centre métallique de nickel, des ligands bisphos-
phine fournissent en méme temps I'environnement électro-
nique approprié au nickel et des relais de protons a proximité
du centre métallique grace a des ponts azadiphosphine
(figure 5A). Ces derniers miment ainsi le role des acides aminés
autour du site actif dans les hydrogénases. Par la modification
des groupements liés aux atomes d’azote et de phosphore,
une famille de complexes a pu étre développée pour influen-
cer les propriétés catalytiques du complexe vis-a-vis de la
réduction des protons ou de I'oxydation de H,. Notamment,
lintroduction d’acides aminés arginine dans la seconde
sphére de coordination a abouti a la synthése de catalyseurs
moléculaires solubles dans I'eau, particulierement efficaces
vis-a-vis de I'oxydation de H,, et compétitifs vis-a-vis des acti-
vités catalytiques des hydrogénases [20]. L'étape suivante a
été leur immobilisation sur des matériaux d’électrodes tels
que les nanotubes de carbone. Plusieurs techniques d'immo-
bilisation ont été mises en place, soit par chimie covalente
utilisant la réduction de sels d'aryldiazonium (figure 5B) [21]
ou par chimie non covalente via les interactions de typen
entre la paroi des nanotubes de carbone et des groupements
polycycliques tels que le pyrene [22]. Les complexes de nickel
a base d’arginine, qui sont multicationiques, ont été immobili-
sés sur nanotubes de carbone via des interactions électrosta-
tiques (figure 5C) [23]. L'immobilisation de ces catalyseurs sur
surface a montré qu'ils conservaient leurs propriétés remar-
quables en milieu aqueux. De plus, l'utilisation de nanotubes
de carbone a permis d'atteindre des performances proches
des hydrogénases immobilisées, que ce soit en termes de
surtension ou de densités de courant [21, 23].

Du c6té de la réduction de O, par des catalyseurs bio-inspirés,
la difficulté de cette réaction et la complexité du mécanisme
n‘ont pas encore permis de développer des catalyseurs a
base de cuivre qui se rapprocheraient des performances des
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laccases ou des bilirubine oxydases. Cependant, la synthése
de complexes bio-inspirés mononucléaires, immobilisés sur
nanotubes de carbone et actifs vis-a-vis de la réduction de O,,
a représenté un premier pas vers l'intégration de ce type de
catalyseurs dans les piles a combustible [24].

Des enzymes dans le moteur ?

Que ce soient les enzymes ou les catalyseurs moléculaires,
ceux-ci ont été intégrés dans des systemes de piles a hydro-
géne grace a leur couplage sur nanotubes de carbone. Des
piles a hydrogéene, a base d’hydrogénases NiFe a I'anode et
de bilirubine oxydases a la cathode, ont généré des puissances
de 12 6 mW cm™ [12, 25-26]. Encore loin des performances
de PEMFC a base de platine, ces dispositifs restent limités
par l'instabilité des enzymes et les conditions d’opération.
D’autre part, des nanotubes de carbone modifiés par les
complexes de nickel ont donné acces a des électrodes particu-
lierement performantes vis-a-vis de I'oxydation de H,. Leur
combinaison a une cathode enzymatique a base de bilirubine
oxydases orientées sur nanotubes de carbone a permis de
concevoir des piles a hydrogéne sans platine générant des
puissances de l'ordre de 2 mW cm™ (figure 6) [23]. Ces dispo-
sitifs, qui restent encore a des performances inférieures au
platine dans des conditions similaires, sont limités par la
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Figure 6 - A) Pile a hydrogéne sans métaux nobles. Un catalyseur bio-inspiré oxyde I'hydrogéne
a I'anode et I'enzyme bilirubine oxydase réduit I'oxygéne a la cathode. B) Voltammétrie cyclique
réalisée pour 'anode (rouge) et pour la cathode (bleue) (pH5, 10mV's™, 25°C). ) Courbes de

polarisation (noire) et de puissance (bleue) de la pile (pH 5, 25 °C).
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réduction de O, a la cathode enzymatique. Cependant, la
synthése de nouveaux complexes bio-inspirés et I'étude de
nouvelles enzymes de différentes sources ont pour but de
comprendre les mécanismes naturels qui permettent aux
enzymes a cuivre d'effectuer ces réactions avec des perfor-
mances intrinseques proches de celles du platine. Sans la
présence de métaux nobles, ces catalyseurs peuvent étre
envisagés dans le développement futur de piles a hydrogene
recyclables, bio-inspirées et de plus en plus puissantes.
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