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Introduction générale

Procédés électrochimiques : des capteurs embarqués aux matériaux d’électrode

Le titre de mon manuscrit d’"HDR peut laisser perplexe ses lecteurs quant au sens que j’'ai employé pour
lister une progression de développement. Si la conception d’un capteur électrochimique démarre a la
paillasse par la mise au point d’'une électrode de travail et d’'un procédé analytique pour se poursuivre
par la fabrication d’un prototype et son déploiement dans le milieu d’étude, tel que je me suis d’ailleurs
attachée a l'illustrer dans ce manuscrit, I'orientation de ma carriere, elle, se dirige bien du capteur a
haut niveau de maturité pour revenir aux fondamentaux : les matériaux d’électrodes, leur élaboration

et leur caractérisation.

Apres un parcours universitaire en chimie analytique a I’'Université Paul Sabatier (UPS) de Toulouse
(2000-2004) et un Master 2 en Physicochimie Analytique a I’'Université Pierre et Marie Curie de Paris
VI (2004-2005), j'ai réalisé mon doctorat au Laboratoire de Génie Chimique (LGC) de I'UPS dans
I’équipe Capteurs Electrochimiques et Procédés sous la direction de Pierre Gros (soutenue le 6
Décembre 2008). Les objectifs de ma thése, financée par les Laboratoires Pierre Fabre, était
notamment de mettre au point un procédé électrochimique d’analyse de la capacité antioxydante de
cremes dermocosmeétiques et de rendre compte de la réactivité de ces milieux complexes. Les bases
théoriques et le savoir-faire expérimental et méthodologique, acquis au cours de ma these, sont

présentés au Chapitre | de mon manuscrit.

Suite a mon doctorat, j'ai rejoint en janvier 2011 le Laboratoire d’Etudes en Géophysique et
Océanographie Spatiales (LEGOS) en tant qu’lngénieure de Recherche (2 années en CDD avant
I'obtention du concours CNRS en décembre 2012) et chef du projet ANES/S pour Autonomous

Nutrients Electrochemical Sensor In Situ. J'ai participé et cogérais les projets :

- 2009-2013: MAISOE (Microlaboratoires d’Analyses In situ pour des Observatoires
Environnementaux - RTRA-STAE),

- 2009-2013 : SenseNET (International Sensor Development Network - UE FP7, Initial Training
Network Marie Curie),

- 2013-2017 : ICE-ARC (Ice, Climate, Economics — Arctic Research on Change - UE FP7).
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Depuis ma titularisation au CNRS (fin 2012), j’ai déposé, animé et géré a part entiére les projets

européens (FP7, H2020), nationaux (RTRA-STAE, ANR) et contrat industriel suivants :

- 2013-2017 : SenseOCEAN (WP co-leader, Ocean of Tomorrow - UE FP7),

- 2013-2017 : MIACTIS (Microsystémes intégrés pour I'analyse de composés en traces in-situ -
Chantier Instrumentation et Capteurs Environnementaux du RTRA-STAE)

- 2014 (7 mois) : projet de collaboration avec Véolia Environnement Recherche Innovation

- 2018-2021 : OCEANSensor (WP leader, Call MarTERA - UE H2020/ANR),

- 2020-2024 : NAUTILOS (Sub-task leader, New Approach to Underwater Technologies for

Innovative, Low-cost Ocean obServation - UE H2020).

Au cours de ces projets, jai encadré 7 post-doctorants entre 2014 et 2022 avec des taux
d’encadrement compris entre 70 et 100 %, représentant 0,92 équivalent temps plein par an. Jai
également dirigé 3 stages IUT Mesures Physiques de I’'UPS. Pendant 10 années, j’ai ceuvré a la mise au
point de capteurs électrochimiques pour I'océanographie. Le Chapitre Il détaille la progression des

développements, du principe de mesure jusqu’aux déploiements des capteurs en haute mer.

En 2018, mes activités de recherche ont marqué un tournant de par ma volonté de revenir a des
thématiques de recherche plus fondamentales, centrées sur des niveaux de maturité technologique
(TRL : Technology Readiness Level) plus bas (TRL < 4). Un projet sur la détection électrochimique des
nitrates dans I'eau de mer: NESS (Nitrate Electrochemical SenSor) a initié cette transition et m’a
permis d’établir une collaboration avec I'équipe Procédés Electrochimiques et Sels Fondus du LGC qui
s’est concrétisée par I'obtention d’une bourse de thése co-financée par la Région Occitanie et nke
Instrumentation (PME francaise basée a Hennebont) dont les résultats sont exposés au chapitre lll.
Dans le cadre de ce projet NESS, jai co-dirigé (encadrement : 50 %) la thése de Sherif Abed (2019-
2022) et co-encadré (a 50%) les stages Master 2 Génie des Procédés et BioProcédés — Procédés pour
la Chimie, I'Environnement et I'Energie (GPBP-PCE2) de Sherif Abed (2019) et d’Alexandra Brusq
(2022).

Mon intégration officielle au LGC en 2021 me permet aujourd’hui d’entrevoir et de mettre en action
de nouvelles perspectives de recherche et de collaboration au sein du département Procédés
Electrochimiques du laboratoire, centrées sur |'élaboration de nouveaux matériaux d’électrodes pour
des applications diverses. Ces nouvelles activités de recherche et perspectives pour les futures années

sont discutées en fin de manuscrit.
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Chapitre | : Les procédés électrochimiques pour I'analyse de milieux complexes

L'objectif de ce chapitre est de présenter les acquis de ma thése et notamment les bases théoriques
de I"électrochimie (voltammétrie cyclique, voltammétrie a convection forcée, chronoampérométrie)
et le savoir-faire expérimental (expériences de transfert de film, analyses de milieux hétérogénes
(interface liquide/liquide), de milieux réels) qui ont été mis a contribution dans la suite de ma carriére

en tant qu’ingénieure de recherche CNRS en BAP C : Développement en expérimentation.

J'ai réalisé ma these au Laboratoire de Génie Chimique (LGC) dans I’équipe Capteurs Electrochimiques
et Procédés sous la direction de Pierre Gros, financée par les Laboratoires Pierre Fabre
Dermocosmétiques. Mon sujet de these, s’intitulant « Etude électrochimique de molécules
antioxydantes et de leur association en milieux homogene et biphasique — Application aux produits
dermocosmeétiques », portait sur les problématiques de lutte contre le stress oxydatif cutané au moyen

de cremes dermocosmétiques implémentées de molécules antioxydantes.

L’élaboration de formulations dermocosmétiques est un procédé empirique ou les molécules sont
choisies en fonction de leurs propriétés individuelles sans considérer les réactivités entre ces
molécules au sein d’une émulsion complexe. Mon travail a consisté a développer des outils et
méthodes électrochimiques simples, afin de proposer une base scientifique de raisonnement pour une
optimisation des formulations cosmétiques. Pour cela, j’ai suivi une approche séquentielle en partant
de I'élucidation du mécanisme d’oxydation d’'une molécule d’'intérét puis en complexifiant
progressivement le milieu jusqu’a I'obtention d’'une composition proche d’une créme cosmétique
commerciale afin de mettre en évidence les mécanismes réactionnels entre les antioxydants au sein

méme de ces milieux complexes.

| — Détermination du mécanisme d’oxydation d’une molécule modele

La démarche d’analyse mise au point (Figure | - 1) a été appliquée pour déterminer les propriétés
électrochimiques d’une molécule d’intérét basée sur I’étude de I'influence des parametres chimiques
(pH, concentration) et électrochimiques (matériau d’électrode, potentiel, vitesse de balayage,
convection...) sur le signal électrochimique du systéme. La molécule antioxydante cible choisie pour ce

travail est le thiol N-Acétyl-L-Cystéine (NAC) reconnu pour ses propriétés antioxydantes dans I'objectif
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a terme de 'utiliser comme principe actif dans les cremes cosmétiques luttant contre le stress oxydant

[1-5].

Voltammeétrie cyclique C, Pt, Au... —> | Choix du matériau d’électrode
Chgnggment bornes limites de E ‘ Sy’stem_e : reve_rsi{ole, q_uasi
Identification / correspondance des pics réversible ou irréversible
v
E =f(pH
Influence du pH —_—> o= f (pH)

calcul m/n (H*/e")

Y

Diffusion : j, = f (DV2,r1/2,C)

Influence concentration analyte
v calcul D (cm?2s?)

|

Influence vitesse de balayage

|

Influence vitesse de rotation électrode

|

Expériences de transfert de film

Adsorption: Q=n.F.S.T
Proposition mécanisme calcul T (atomes cm™2)

Adsorption : j, =f(r.T)
calcul G (mol cm?)

Nicholson et Shain : E;=f (Inr)
calcul k° (cm s?)

Levich / Koutecky-Levich
calculs D (cm?s1) / k° (cm s?)

AN

Figure | - 1 : Démarche analytique pour caractériser un systeme et déterminer son mécanisme d’oxydo-
réduction

La voltammétrie est la technique la plus largement employée pour caractériser un systéme
électrochimique. Elle permet d’acquérir rapidement des informations sur les processus redox, sur la
cinétique des réactions de transfert électronique hétérogene, de mettre en évidence I'existence de

réactions chimiques couplées ou encore de processus d’adsorption [6].

La voltammétrie cyclique consiste en un balayage linéaire de potentiel jusqu’a une borne supérieure
(cycle aller) puis inversion de celui-ci jusqu’a une borne inférieure (cycle retour) et de mesurer la
réponse en courant correspondante (intensité : | en A) ou densité de courant (j=1/Sen Acm?, avecS :
la surface de I'électrode). Le potentiel de départ du cycle est préférablement choisi lorsque le systéeme
est a I'équilibre et que l'intensité est nulle afin de s’assurer qu’aucune réaction électrochimique n’ait

lieu au début du tracé de la courbe intensité-potentiel.
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L'application de la démarche analytique pour I'étude de la molécule modéle N-Acétyl-L-Cystéine a
permis de montrer que le systéme est totalement irréversible avec une forte influence du pH sur le
mécanisme d’adsorption impactant directement le mécanisme d’oxydation de cette molécule. Sur les
voltammogrammes cycliques de la Figure | - 2, 2 pics d’oxydation sont observés a pH acide et neutre
alors que seul le 2™ pic (ou post-pic), contrdlé par I'adsorption, est visible aux pH basiques. Le pic 1
est quant a lui contrélé par la vitesse de diffusion de la NAC en solution. Ce comportement est
caractéristique d’un réactif fortement adsorbé a la surface de I'électrode. L'espéce adsorbée étant
plus stable que I'espéce en solution, son oxydation demande plus d’énergie et donc I'application d’'une
surtension plus élevée que pour le pic correspondant a I’oxydation de I'espéece dissoute. Les potentiels
du pic de diffusion (Redgissous = OX + ne’) et du post-pic d’adsorption (Redagss = Ox + ne’) étant tres
proches, un traitement du signal (déconvolution) a été nécessaire et effectué sur 'ensemble des
voltammogrammes enregistrés. Les intensités de pic présentées dans ce chapitre (ex : insert Figure | -

1) ont donc été toutes mesurées sur les signaux déconvolués a I'aide du logiciel Origin.

pentes = -60 mV/upH

E (V/SCE)

Densité de courant (mA cm?)

0,3 - Potentiel (V/ECS)

Figure I - 2 : Voltammogrammes cycliques (50 mV s) enregistrés sur une électrode d’or dans des solutions
désaérées phosphatées (0,1 mol L) de NAC (1073 mol L) de (a) pH = 1,6, (b) pH = 7, (c) pH =9 et (d) pH = 12 —
Insert : Variation du potentiel de pic avec le pH (A ) pic 1, (m) pic 2
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Le phénomene d’adsorption a également été caractérisé par des expériences de transfert de film qui
consistent a immerger I'électrode d’or (sans polarisation) dans une solution de NAC puis rincer a I'eau
distillée et sécher I'électrode, celle-ci est ensuite transférée dans un électrolyte support (sans NAC) et
une voltammétrie cyclique est tracée. L'adsorption de la NAC est spontanée et tres rapide: 30
secondes d’'immersion suffisent pour observer le signal de la NAC adsorbée. Aprés une chimisorption
d’une monocouche de NAC maintenue par des interactions tres fortes avec I'or, une deuxieme
structure/couche de NAC s’assemble plus lentement résultant d’interactions plus faibles de type

liaisons hydrogenes ou électrostatiques.

Enfin, les expériences réalisées en condition de régime stationnaire (convection contrélée) ont montré
gue la premiere étape de réduction (Pic 1), bien que limitée par la diffusion de la NAC en solution ne
vérifie pas I'équation de Levich (Eq. I-1), illustrant la complexité du systéme. La présence de pics a
également été remarquée au lieu des paliers de diffusion attendus en régime stationnaire. En
revanche, I’équation de Koutecky-Levich (j* = f(w™?), Eq. I-2) est vérifiée, impliquant donc une réaction

chimique couplée et/ou la formation d’un intermédiaire réactionnel dans le mécanisme d’oxydation

de la NAC.

Levich : jyim = 0,62.n. F. D23 w/2,y=1/6 C50L (1-1)

Koutecky-Levich : l = l + L ou j,=F.C.k°exp (a—'F(E-E“)) (1-2)
i Jk o Jum RT

avec jim la densité de courant limite (Levich), Jxla densité de courant en I'absence de tout effet de
transport de masse, suggérant I'existence d’une étape lente dans la réaction de transfert électronique,
n le nombre d’électron échangé, F la constante de Faraday, D le coefficient de diffusion, w la vitesse
de rotation de I'électrode tournante, v la viscosité cinématique de la solution, C la concentration du
réducteur en solution, k° la constante de vitesse hétérogéne standard, a le coefficient de transfert

anodique, E le potentiel d’électrode et E*’ le potentiel standard apparent.
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L'ensemble des résultats et conclusions obtenus est rassemblé sur la Figure | - 3 et a permis de

proposer le mécanisme d’oxydation de la NAC (Figure | - 3, colonne de droite), notée ici RSH pour faire

apparaitre le groupement thiol (-SH) [7].

Voltammeétrie cyclique C, Pt, Au...

|

Choix du matériau : Au (affinité avec S)

Changement bornes limites de E
Identification / correspondance des pics

Systeme irréversible
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RSH + RS — Au » RSSR + H* + e~ + Au

Figure | - 3 : Propriétés électrochimiques de la N-Acétyl-L-Cystéine et mécanisme d’oxydo-réduction

Il - Association d’antioxydants : étude électrochimique en milieux homogeénes et

hétérogeénes

La deuxieme partie de mon travail de these concernait I'étude de la réactivité entre antioxydants

associés en milieux homogeénes aqueux et organique puis en milieu hétérogene biphasique. Des

phénomenes de régénération ont été mis en évidence a l'aide de la voltammétrie cyclique et de la

chronoampérométrie. La chronoampérométrie ou électrolyse a potentiel imposé correspond a la

réponse en intensité obtenue au cours du temps suite a I'application d’un potentiel constant.
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L'objectif était de proposer une méthode simple, directe et rapide de mise en ceuvre, de recherche
d’associations pertinentes de molécules antioxydantes qui rend compte des phénomeénes de
régénération spontanée au sein de solutions aqueuses, organiques, aux interfaces liquide-liquide

(milieu hétérogene biphasique) ou encore au sein d’émulsions complexes.

1.1 — Associations en milieux homogénes

Dans un premier temps des associations d’antioxydants ont été réalisées en milieux homogenes

aqueux d’une part et organiques d’autre part et étudiées par voltammétrie cyclique.

11.1.1 - Milieu aqueux

Un exemple du signal électrochimique obtenu pour I'association de la NAC avec le polyphénol
épigallocatéchine gallate (EGCG), antioxydant naturellement présent dans le thé [8-10] ou le vin [11],
est présenté sur la Figure | - 4. Alors que la concentration en EGCG était maintenue constante, une
augmentation de la concentration en NAC en solution a entrainé une augmentation du signal de I'EGCG

(Figure | - 4, Insert) indiquant que celle-ci a été régénérée par la NAC.
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Figure I - 4 : Voltammogrammes aller (50 mV s?) enregistrés sur une électrode d’or dans une solution désaérée
tamponnée de phosphate (0,1 M) & pH 7 avec (a) EGCG (103 M) ; (b) EGCG (10 M) + NAC (5 10* M) ; (c) EGCG
(103 M) + NAC (10° M) ; (d) EGCG (107 M) + NAC (1,5 10 M) and (e) EGCG (10 M) + NAC (2 103 M) (courant

résiduel soustrait) — Insert : Variation de la densité de courant (signaux déconvolués) avec la concentration en
NAC, (®) pic EGCG (E, = 0,4 V), (A) pic1 NAC (Ep; = 0,75 V) et (m) pic2 NAC (Ey2 = 0,90 V)

11.1.2 - Milieu organique

Une étude similaire a été réalisée en milieu homogéne organique composé de dichlorométhane avec
0,1 mol L! de perchlorate de tétrabutylammonium (TBAP) comme électrolyte support. La vitamine E
ou a-tocophérol (Vit E), antioxydant lipophile largement utilisé dans les cremes dermocosmétiques
[12-14], est associée au butylhydroxytoluene (BHT), antioxydant lipophile synthétique utilisé comme

conservateur dans les produits cosmétiques et agroalimentaires [15].

Les résultats obtenus sur la Figure | - 5 montrent une augmentation linéaire du signal du BHT alors que
sa concentration était maintenue constante en solution, lorsque la concentration en Vit E augmente,
indiquant que le BHT a été régénéré par la Vit E. L'association BHT, Vit E dans les cremes
dermocosmétiques n’est donc pas pertinente puisque la molécule introduite soi-disant pour ses
propriétés conservatrices (BHT) est en fait régénérée par la Vit E introduite a la base en tant que

principe actif (molécule d’intérét).
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Figure I - 5 : Voltammogrammes aller (50 mV s) enregistrés sur une électrode d’or dans 0,1 M TBAP dans du
dichlorométhane avec (a) (a) BHT (103 M) ; (b) BHT (103 M) + Vit E (103 M) ; (c) BHT (10 M) + Vit E (2 103 M) ;
(d) BHT (103 M) + Vit E (3 10 M) and (e) BHT (10 M) + Vit E (4 10° M) (courant résiduel soustrait) — Insert :
Variation de la densité de courant (signaux déconvolués) avec la concentration en Vit E, (A ) pic Vit E (E, = 0,76
V) et (=) pic BHT (E, = 1,20 V)

11.2 — Associations en milieu hétérogéne : étude a l'interface liquide/liquide

Le milieu biphasique utilisé était composé d’une interface eau/dichlorométhane non miscible. La
surface de I'électrode de travail en or était entiérement recouverte d’un film de dichlorométhane
organique (400 pL) tandis que la référence et la contre-électrode étaient immergées dans la phase

aqueuse.

Le transfert électronique en milieu hétérogéne s’accompagne d’un transfert ionique au travers de
I'interface liquide/liquide afin de rétablir I’électroneutralité de la solution biphasique [16,17]. En effet,
lors d’une réaction d’oxydation (Red = Ox + n ), un électron est capté par I'électrode de travail placée
en phase organique. La contre-électrode céde quant a elle un électron dans la phase aqueuse. La phase
organique est donc déficitaire d’'une charge négative et la phase aqueuse est en exces. Le transfert
d’un anion de la phase aqueuse vers la phase organique rétablit ainsi I’électroneutralité de la solution.

Le méme anion (perchlorate : ClOs) a donc été utilisé dans les électrolytes supports de la phase
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organique (0,1 M de perchlorate de tétrabutylammonium, TBAP) et de la phase aqueuse (1 M de
perchlorate de sodium monohydraté, NaClO4, H,0). La concentration en ClO4 utilisée, 10 fois
supérieure dans la phase aqueuse que dans la phase organique, permet d’accélérer la vitesse globale

du processus électrochimique (réactions de transferts électronique et ionique) [18,19].

La chronoampérométrie a été préférée pour I'étude de l'interface liquide-liquide car elle offre une
fenétre de temps de mesure plus large. En effet, il faut laisser le temps a la molécule lipophile oxydée
ala surface de I'électrode de diffuser dans la phase organique jusqu’a l'interface liquide-liquide ou elle
est potentiellement régénérée par réaction chimique spontanée avec |'antioxydant hydrophile placé

dans la phase aqueuse (Figure | - 6).

Electroc_le d’or

7>

Red, Ox
A diffusion
\J \J ClO,

Phase organique U 4
Phase aqueuse m

R€d2 OX2 C104_

Figure | - 6 : Schéma de l'interface électrode / phase organique / phase aqueuse

Des électrolyses de 2000 s ont été réalisées au potentiel d’oxydation de I'espéce lipophile en solution

organique. Dans ces conditions, la totalité de I'antioxydant lipophile est oxydé puisque: Qexp =

fotl.dt ~ Qtnéorique = Nrea-N-F (avec Nged : le nombre de moles de I'antioxydant, n: le nombre
d’électrons échangés par nombre de moles d’antioxydant et F : la constante de Faraday). La charge
obtenue pour I'association de 2 antioxydants a été comparée a la charge obtenue lorsqu’uniquement
un antioxydant lipophile était introduit dans la phase organique et seul I'électrolyte support était
présent en phase aqueuse. Pour s’affranchir de la contribution de la présence de molécules
hydrophiles dans la phase organique du fait d’un coefficient de partage non nul, la charge résiduelle,
enregistrée lorsqu’un antioxydant hydrophile était introduit dans la phase aqueuse et seul I’électrolyte

était présent en phase organique, a été soustraite.

Grace a ce dispositif électrochimique simple, des phénomeénes de régénération a l'interface

liquide/liquide ont pu étre mis en évidence. Par exemple I’Acide Ascorbique (AA) a contribué a
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augmenter le signal de la Vitamine E, lipophile, d’environ 40 % lorsque I’AA était introduit dans la phase

aqueuse. La Vitamine E a donc été régénérée par I’Acide Ascorbique a I'interface liquide/liquide [20].

1.3 — Echelle redox expérimentale

En combinant I'ensemble des résultats obtenus en solutions homogenes et hétérogenes, il a été
possible de placer les différents couples redox étudiés sur une échelle de potentiel expérimentale
rendant compte de leur réactivité relative (Figure | - 7) [20]. Cette échelle a permis ainsi de choisir des
associations pertinentes, favorisant la régénération d’une molécule choisie pour des applications dans

les cremes dermocosmétiques ou en agroalimentaires.

E (V)
A
BHA, — BHA

[0):¢

EGCG,, —- EGCG

NAC,, — NAC
BHT,, —— BHT
VitE, — VitE

AA-2G,, ——AA-2G

AA —— AA

0X

Figure | - 7 : Echelle de potentiel expérimentale pour quelques antioxydants hydrophiles (en bleu) et lipophiles
(en rouge) — BHA : Butylhydroxyanisole, AA-2G : Ascorbyl Glucoside (dérivé d’acide ascorbique) [20]
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Il — Etude électrochimique de milieux complexes

La derniere étape de mon travail de thése a permis de valider I’échelle redox expérimentale au sein
d’émulsions complexes dont la composition était simplifiée par rapport a une créeme dermocosmétique

commerciale [20].

Pour cela, les créemes utilisées ont été préparées spécialement par les laboratoires Pierre Fabre
Dermocosmétique. Les émulsions étudiées étaient de type huile dans I'eau. La phase huileuse
(lipophile) était donc encapsulée a l'intérieur de micelles, la phase aqueuse étant a I'extérieur des
micelles. Les antioxydants hydrophiles étaient donc en contact direct avec la surface de I'électrode

d’or contrairement aux antioxydants lipophiles.

La creme dite Témoin était constituée uniquement des éléments constitutifs de I'’émulsion (sans
antioxydant) alors que les autres cremes étaient constituées d’un (créme A) ou plusieurs (creme B)
antioxydants lipophile ou hydrophile (toujours sur la méme base de formulation que la creme Témoin).
Les mémes quantités d’antioxydants ont été introduites dans les cremes A et B. Le schéma de la cellule

électrochimique mise au point pour cette étude est présenté sur la Figure | - 8.

Le voltammogramme cyclique et le chronoampérogramme obtenus pour la creme A contenant de la
NAC a 0,1% ont montré des signaux électrochimiques caractéristiques de I'oxydation de la NAC a la
surface de I'électrode d’or alors qu’aucun signal (courant résiduel uniquement) n’a été enregistré sur

la creme Témoin (Figure | - 9).
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Figure | - 9 : Voltammogrammes cycliques a 100 mV s-1 et Insert :

Chronoampérogramme a 1,4 V/ECS, sur électrode d'or recouverte de (a) créme

Témoin et (b) créeme contenant 0,1 % NAC

Des électrolyses ont été réalisées a 1,40 V durant 2000 s (Tableau I-1). Les mémes phénomeénes de

régénération que précédemment observés en solutions modeéles ont été mis en évidence au sein des

cremes. En effet, les quantités d’électricité obtenues pour les cremes B contenant 2 antioxydants

étaient supérieures a la somme des contributions des cremes A avec un seul antioxydant, dont

I’augmentation en pourcentage a été calculée en utilisant I'’équation I-3 (Tableau I-1, 3*™ colonne) :

[chéme B — QTémoin]_ Z[chémeA - QTémoin]

Z[chéme A~ QTémoin]

(%) (I-3)

1,00 1,20 1,40 1,60 1,80
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Tableau | - 1 : Comparaison des quantités d’électricité obtenues aprées électrolyse a 1,40 V dans les
cremes par rapport a la charge de la créeme Témoin et la somme des contributions des cremes
composées d’un seul antioxydant

Crémes % Augmentation % Augmentation
(Qereme - Qrémoin) / Qrémoin Qcreme s / Z(Qeremes a)
NAC (0,1 %) +39,3%
A AA-2G (0,1 %) +1,9%

Vit E (0,1 %) +19,3%
BHA (0,02 %) +31,2%
NAC + AA-2G +55,8 % +35,4%

B NAC+VitE +74,9% +27,8%
NAC + BHA +86,3% +22,5%

IV — Conclusions

L'approche séquentielle d’étude des processus chimiques et électrochimiques proposée pendant ma
these et la méthodologie que j'ai acquise sont indispensables pour |'analyse qualitative mais

également quantitative de molécules cibles présentes dans une matrice réelle, complexe.

Les procédés électrochimiques permettent de développer des méthodes d’analyses directes, simples
et rapides de mises en ceuvre qui en font une technologie de choix pour le développement
d’expérimentations. J'ai mis a profit ce savoir-faire par la suite dans le développement de capteurs
électrochimiques notamment dans le domaine de I'environnement marin pour la conception de

capteurs intégrés, autonomes, pour la détection de molécules d’intéréts en océanographie.
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Oxidative stress is associated to the massive generation of reactive oxygen species inducing fast
oxidative reactions in chain. To overcome this problem, reasonable supplementations of antioxidants
are widely practiced, mostly based on empirical protocols. An electrochemical process is proposed to
choose the best molecules association inducing the greatest antioxidant capacity, by coupling
homogeneous or heterogeneous catalytic reactions involving antioxidants with an electrochemical step.
Cyclic voltammetry and constant potential electrolysis experiments were used to highlight regeneration
reactions induced by specific associations of hydrophilic and lipophilic antioxidants in homogeneous
medium or at liquid/liquid interface. Results showed that N-Acetyl-L-Cysteine (NAC) was effectively
regenerated by both ascorbic acid (AA) and ascorbyl glucoside (AA-2G) but not by ascorbyl
phosphate magnesium (AA-2P). The antioxidant properties of a-tocopherol also increased to 40%
when associated with AA. The process was successfully applied for the first time to the study of
simple emulsions. Formulations involving NAC and AA-2G presented the highest synergic effect, the
antioxidant capacity being amplified by more than 35%. On the other hand no catalytic mechanism
was observed when introducing three antioxidants in the cream because it induced too low reaction
Kinetics. This electrochemical process can thus be exploited as a tool for the optimisation of “anti-
aging” dermocosmetic formulations.

Keywords: electrochemical process — antioxidant capacity — catalytic mechanism — liquid/liquid
interface — dermocosmetics.

1. INTRODUCTION

Oxidative stress is the subject of tremendous attention, particularly since the end of the 20"
century. It results from an imbalance between the production of oxidizing chemical species and their
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effective removal by protective antioxidant molecules and scavenger enzymes. It is associated to the
massive generation of reactive oxygen (ROS) and nitrogen (RNS) species inducing fast oxidative
reactions in chain [1]. It is now clearly accepted that numerous pathologies and clinical disorders, i.e.
aging, cancers, atherosclerosis, degenerative diseases... are directly or indirectly consecutive to
continuous and/or repetitive exposure to oxidative stress [2]. Skin is one of the major targets since it
provides the first line of defense against external oxidant aggressions such as UV radiations, ozone or
chemicals, which contribute to the development of irreversible damages: psoriasis, premature aging,
cancers... [3]. To prevent or reduce oxidative stress, reasonable supplementations of antioxidants are
widely practiced [4,5]. In dermocosmetic field a large variety of creams or lotions are available on the
market. However, the choice of antiradical constituent association to optimise the formulation
performances is mostly based on empirical protocols, even if analytical strategies have been developed
to detect and assay antioxidant properties in the final product [6,7].

Numerous chemical or biochemical protocols are been developed to evaluate the oxidative
damages and antioxidant ability [8]. Several studies have made evidence antioxidant synergy and
regeneration effect in antioxidant mixtures containing vitamin E [9-12], B-carotene [13], ascorbic acid
[14] or polyphenols [15,16] in various application fields such as clinical biology, pharmaceuticals,
cosmetics and food. In most studies the analytical methods involve complex protocols and/or
expensive materials such as UV spectrophotometry, IR spectroscopy, oximetry (electron spin
resonance), high performance liquid chromatography or laser flash photolysis. Comparatively
electrochemistry appears as a convenient way to determine the antioxidant status of a complex
medium. Electrochemical techniques (four electrode system, three phase electrode, thin layer
voltammetry, scanning electrochemical microscopy...) have been extensively used to study ion and/or
charge transfer reactions at the interface between two immiscible electrolyte solutions [17-20]. Some
of them have been applied to determine Kkinetic parameters associated with the oxidation of
antioxidants (mainly ascorbic acid) at liquid/liquid interface [21-23]. More recently Bertolino et al.
[24] highlighted the synergic effect of selenium with natural and synthetic antioxidants. However all
these studies have been developed in model systems and no further experiments have been conducted
in real complex media. On the other hand previous works performed in our laboratory have shown the
possibility to define an indicator of the antioxidant global properties of real samples like wine, blood
serum, skin or cosmetics by direct electrochemical measurements, without any pre-treatment of the
samples [25-28]. Another electrochemical study has highlighted an increase in the global antioxidant
capacity of a human skin treated by daily application of a dermocosmetic cream containing
antioxidants [29]. Recently a catalytic electrochemical / chemical (EC’) mechanism of uric acid
regeneration by ascorbic acid was demonstrated during the simultaneous assay of both antioxidant
markers at the vicinity of a poly(3,4-ethylenedioxythiophene) modified gold electrode surface [30].

In the present work an electrochemical process is proposed to predict reactions induced by the
association of antioxidants. Experiments were performed by coupling the electrochemical step with
homogeneous or heterogeneous catalytic reactions involving antioxidants [31]. Catalytic currents
resulting from cyclic voltammetry and chronoamperometry experiments were exploited to determine
redox mechanisms induced by specific associations of hydrophilic and/or lipophilic antioxidants in
homogeneous and biphasic (organic/water) media. In this latter case, a thin organic film deposited on
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the electrode surface appeared to be a simple and powerful tool to study the electron transfer
phenomena at liquid/liquid interface [32-34]. Finally, experiments in dermocosmetic creams were
carried out to confirm the results obtained in previous model systems.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Chemicals

Sulphuric acid (H2SO,) 95 % w/v, potassium di-hydrogenophosphate (KH,PQO,), di-potassium
hydrogenophosphate (K;HPQ,), tetrabutylammonium perchlorate ((Bu)sNCIO,) (TBAP), ascorbic acid
(AA) and N-Acetyl-L-Cysteine (NAC) were purchased from Acros Organics. Sodium perchlorate
monohydrate (NaClO,4, H,0) was obtained from Fluka, dichloromethane (CH.Cl,) from VWR and a-
tocopherol (Vit. E) from Calbiochem. Finally, dermocosmetic creams, Butylated hydroxyanisole
(BHA), 6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT), ascorbyl glucoside (AA-2G) and ascorbyl phosphate
magnesium (AA-2P) were made in Pierre Fabre's laboratory.

2.2. Materials

Electrochemical manipulations were performed at constant room temperature (298 K) with an
Autolab Metrohm potentiostat interfaced to an HP omni-book XE 4500 microcomputer and using the
GPES 4.9 software. A conventional three-electrode system was used for all the experiments. Several
gold disks with different sizes were used as working electrodes. Platinum grid acted as counter
electrode and the reference electrode was a saturated calomel electrode (SCE) (Hg/Hg,Cl,, KClsa)
connected to the electrochemical cell by a Luggin capillary. All potentials were expressed versus this
electrode. All the solutions were deaerated by bubbling nitrogen for 10 min.

2.2.1. Experiment in homogeneous media (aqueous or organic solutions)

The surface area of the electrode was 0.071 cm?. Aqueous solution was 0.1 mol.L™ phosphate
buffer (PBS) pH 7. Organic solvent was dichloromethane containing 0.1 mol.L™* TBAP as electrolyte.

2.2.2. Experiment in biphasic media

The surface area of the working electrode was higher than previously (1.96 cm?) in order to
deposit easily the organic film on the electrochemical transducer. Biphasic solutions were basically
constituted with 400 uL of water-saturated dichloromethane solvent containing 0.1 mol.L™* TBAP as
electrolyte and 25 mL of dichloromethane-saturated distilled water containing 1 mol.L™ NaClO, as
electrolyte. Water was saturated with dichloromethane to prevent dissolution of the organic film into
the aqueous phase and vice versa. Lipophilic and hydrophilic antioxidants were added in organic and
aqueous phases, respectively. 400 uL of the organic phase was necessary to cover the whole electrode
surface. Counter and reference electrodes were placed into the aqueous phase without being in contact
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with dichloromethane. Bubbling nitrogen directly into bulk solution was not possible because it caused
too strong agitation of biphasic medium and destroyed the organic film. Therefore a nitrogen flow was
maintained over the solution during all the experiments.

2.2.3. Experiment in creams

The creams studied were specially made by Pierre Fabre. The basic emulsion (background) was
an oil phase dispersed in an aqueous phase (Dexeryl ®). For other formulations, one or more
antioxidants were successively added in the emulsion. The working electrode was the same as that
previously used for biphasic media study (1.96 cm?). The electrode surface was covered with a 4 mm
thick cream film and the whole was immersed into 25 mL of 1 mol.L™* NaClO, aqueous solution. The
counter and references electrodes were placed into the aqueous phase. This configuration was preferred
to that used previously by Guitton et al. [26] where the 3 electrode system was introduced into bulk
creams, which induced in our case a strong ohmic resistance and resulted in irreproducible data. As
previously a nitrogen flow was maintained over the solution during all the experiments.

2.3. Electrode activation and signal treatment

The gold electrode surfaces were polished with abrasive paper (262X imperial lapping film
sheets) and rinsed with distilled water. Cathodic and anodic polarizations were then performed at -2 V
and +2 V successively during 30 sec in 0.5 mol.L™* H,SO,. Finally, cyclic voltammograms were
carried out in 0.5 mol.L™ H,SO, at 200 mV.s™ between -0.1 V and 1.4 V, until reproducible current-
potential curves were obtained.

For all electrochemical measurements the potential range was chosen in order to avoid
oxidation and reduction of the solvent. The background current was systematically recorded by
plotting the current-potential curve with the supporting electrolyte only. To optimize the exploitation
of the numerical data, the background was subtracted from the overall experimental curves by using
GPES software. When some close anodic signals were present, peaks were deconvoluted using the
Microcal Origin 7.0 software including the peak fitting module [35].

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Catalytic reactions in homogeneous media

Fig. 1 presents cyclic voltammograms recorded in 0.1 mol.L™ PBS pH 7 containing 1 mmol.L™
ascorbic acid (AA) (curve a) and 1 mmol.L ™ N-acetyl-L-cysteine (NAC) (curve b). For both curves the
background current was subtracted as described in section 2.3. On curve (a), an anodic peak
corresponding to AA oxidation was observed at potential around 0.35 V. Two peaks corresponding to
NAC oxidation appeared on curve (b) at 0.75 and 0.9 V, respectively. Previous works performed in our
laboratory have shown that the first peak (0.75 V) was limited by diffusion of NAC in solution and the
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second one (0.9 V) was controlled by adsorption phenomena [36]. For both molecules, no cathodic
peak appeared in the reverse scan, indicating the irreversibility of the redox systems. On curve (b), the
anodic peak observed at 0.42 V during the backward scan corresponded to the re-oxidation of NAC
after the reduction of gold oxides occurring at 0.5 V [36].

Curves (c) to (f) correspond to cyclic voltammograms obtained with solutions containing both
NAC and AA. The NAC concentration was kept constant whereas AA concentration increased.
Although AA oxidised at lower potential than NAC, no peak was recorded for AA and only both
anodic NAC peaks were observed. The strong affinity of NAC for gold and its spontaneous adsorption
on electrode surface [36] could explain this phenomenon. To confirm this hypothesis, film transfer
experiments were carried out. Briefly, the gold electrode was firstly immersed in 1 mmol.L™ NAC
during 1 hour, rinsed with water and immersed in PBS containing 1 mmol.L™ AA. Successive cyclic
voltammograms were then recorded (results not shown). The first cycle showed the anodic peak at 0.9
V corresponding to adsorbed NAC oxidation, whereas no AA signal was observed, neither on the
following cycles. Obviously, the NAC adsorption on the electrode surface prevented AA oxidation.
However, current density of both NAC anodic peaks increased linearly with AA concentration (Fig. 1,
inset) while NAC concentration was kept constant. This result clearly highlights a catalytic EC’
mechanism: NAC is oxidized at the electrode surface and is further regenerated by AA by means of a
coupled chemical reaction in solution close to the electrode. Both surface concentration and
concentration gradient of NAC are then amplified, thus increasing the anodic current.
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Figure 1. Cyclic voltammograms recorded on gold electrode in 0.1 mol.L™" deaerated PBS pH 7
containing: 1 mmol.L™* AA (a); 1 mmol.L™* NAC (b); 1 mmol.L™ NAC and AA: 0.2 mmol.L™
(c); 0.4 mmol.L™ (d); 0.7 mmol.L™ (e); 1 mmol.L™* (f). Scan rate: 50 mV.s* (background
current subtracted). Inset: variation of NAC oxidation current density with AA concentration.
(A)peak 1 at E=0.75V; (=) peak 2 at E = 0.9V
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Similar experiments were performed by replacing AA by Ascorbyl Glucoside (AA-2G) and
Ascorbyl Phosphate Magnesium (AA-2P) which are two AA derivatives less sensitive to light and
oxygen than AA and consequently more commonly used in dermocosmetic formulations. Both species
were found to be electrochemically inactive in the experimental conditions adopted (not shown).
According to what observed with AA, results obtained in the first case made clearly evidence of a EC’
catalytic mechanism between NAC and AA-2G (not shown). However only the NAC oxidation peak at
0.9 V increased with AA-2G concentration, the diffusion controlled current at 0.75 V remaining
roughly constant. This could be explained by a lower NAC regeneration reaction rate with AA-2G than
with AA, the former being known to present a lower radical scavenging activity [37]. On the contrary,
no evolution in the successive voltammograms was recorded when adding AA-2P in NAC solution.
Obviously electrostatic hindrance and repulsion phenomena could strongly modify the reactivity as
both AA-2P and NAC are negatively charged at pH 7.0 [36]. Consequently AA-2P can be used as
antioxygen in dermocosmetics but is not efficient in antioxidant synergy when associated with NAC.
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Figure 2. Linear voltammogram recorded on gold electrode in 0.1 mol.L™ TBAP-dichloromethane
containing: 1 mmol.L™ Vit. E (a); 1 mmol.L™ BHT (b); 1 mmol.L™* BHT and Vit. E: 1 mmol.L’
' (©); 2 mmol.L™ (d); 3 mmol.L™ (e); 4 mmol.L™ (). Scan rate: 50 mV.s™ (background current
subtracted). Inset: Variation of current density with Vit. E concentration. (A) Vit. E oxidation
peak at E=0.75 V; (m) BHT oxidation peak at E=1.2 V

The same procedure was exploited in organic solution in order to highlight possible
regeneration mechanism between two lipophilic antioxidants. An example is given in Fig. 2 where
voltammograms were plotted with Vit. E and 6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) in 0.1 mol L™
TBAP-containing dichloromethane. Vit. E and BHT exhibited a single anodic peak around 0.75 V
(curve a) and 1.2 V (curve b), respectively. Successive additions of Vit. E into a 1 mmol.L™ BHT
solution resulted in the amplification in both amperometric signals (curves c to f). Current densities
measured after signals deconvolution were reported as a function of Vit. E concentration (Fig. 2, inset).
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The linear variation of BHT current density while its concentration was kept constant proves its
regeneration by chemical reaction with Vit. E in organic solution.

3.2. Catalytic reactions in heterogeneous media

Synergic interactions between lipophilic and hydrophilic antioxidant compounds at
liquid/liquid interface have been identified by depositing an organic film on the working electrode
surface immersed in aqueous electrolyte. The organic phase was as thin as possible in order to
minimize the diffusion barrier while covering entirely the electrode surface (see section 2.2.2) [34]. To
ensure efficient regeneration reactions, the hydrophilic antioxidant concentration in the aqueous phase
was 10 times higher than the lipophilic species one into organic phase.

The electrochemical device was firstly validated by introducing 1 mmol.L™ Vit. E (lipophilic)
in dichloromethane and 10 mmol.L™ AA (hydrophilic) in water. Vit. E is known to be regenerated by
AA via a spontaneous chemical reaction [38-41]. However the cyclic voltammogram highlighted the
same typical shape corresponding to the electrochemical activity of the Vit. E redox system whatever
the experiment was realized with or without AA in the aqueous phase (not shown). Obviously the
kinetics of the complete diffusion/reaction mechanism was too low to observe the antioxidant
regeneration process in the time window used to plot the voltammogram. Consequently constant
potential electrolyses were performed afterwards which offers a larger time window enabling slow
chemical reactions to be studied. The electrode potential was deduced from previous voltammograms
(Fig. 2) and maintained at 0.75 V during 2000 s in order the electrochemical oxidation of Vit. E to be
diffusion controlled. Fig. 3 shows the typical chronoamperograms recorded during the first minute for
a1 mmol L™ Vit. E solution without (curves c) and with (curves d) 10 mmol L™ AA in aqueous phase,
respectively. Similar experiment was performed with only both electrolytes containing no antioxidant
compound (Fig. 3 curve a) for background current determination. A fourth electrolysis was realized
with AA in the aqueous phase and only dichloromethane without any antioxidant as the organic phase
(Fig. 3 curve b). This latter allowed to evaluate a possible contribution of the hydrophilic antioxidant
compound which partitioned in organic phase and which could oxidize directly at the electrode
surface. Curves obtained in both last cases were close, thus proving that the organic layer effectively
prevented the direct AA oxidation at the electrode surface.

For all experiments, the electric charge (Q) was determined by integrating the
chronoamperograms during 2000 s according to the Faraday’s law. The experimental charge obtained
with the 1 mmol.L™ Vit. E solution (Fig. 3 curve ¢) was Q = 0.083 + 0.009 C after subtraction of the
background charge. Considering that 2 electrons are exchanged for Vit. E oxidation [42] and assuming
a reproducible organic layer deposit without any evaporation of dichloromethane, this value is very
close to the theoretical charge (Qieo = 0.077 C), indicating that the whole Vit. E has been consumed.
Addition of 10 mmol L™ AA into agueous electrolyte significantly increased the electrolysis current
(Fig. 3 curve d). After backgrounds subtraction, the electrical charge consumed during 2000 s was 39.8
% higher. The amount of lipophilic antioxidant being the same for both experiments, the enhanced
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anodic charge resulted from a heterogeneous chemical reaction between oxidized Vit. E into organic
solvent and AA into aqueous phase, leading to the regeneration of Vit. E as expected.
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Figure 3. Chronoamperograms recorded on gold electrode (1.96 cm?) covered with 400 pl of 0.1
mol.L™ TBAP-containing dichloromethane and immersed in 25 mL of 1 mol.L™" NaClO,
deaerated aqueous solution (a); with 10 mmol.L™* AA (b); with 1 mmol.L™? Vit. E (c); with 10
mmol.L™* AA and 1 mmol.L™ Vit. E (d). Electrode potential: 0.75 V

The electrochemical device was further exploited to study the synergic effect induced by others
lipophilic / hydrophilic antioxidant associations. Three lipophilic antioxidants were used, i.e. Vit. E,
Butylated hydroxyanisole (BHA) and BHT. In each case, the working electrode potential applied
during the electrolysis (0.75 V, 1.27 V and 1.40 V, respectively) was chosen to ensure their maximal
electrochemical oxidation rate and was determined experimentally by recording the cyclic
voltammogram in the corresponding solution. It was verified that all three compounds were completely
consumed when the electrolysis was performed during 2000 s without hydrophilic antioxidant, as
previously explained. Table 1 gives the relative enhancement of the amount of charge AQ recorded
during the constant potential electrolysis with hydrophilic antioxidant in the aqueous phase. The
highest is the charge enhancement, the most efficient is the regeneration mechanism and the best
antioxidant capacity. Among hydrosoluble antioxidants tested, AA induced the best synergic effect in
association with Vit. E or BHA. Similar spontaneous reactions were also observed, although at a lesser
degree, by using AA-2G. This latter result confirms once again that AA-2G presents a lower radical
scavenging and antioxidant activity than AA [37]. On the contrary, NAC did not regenerate Vit. E nor
BHT while its presence amplified BHA oxidation current. From all these data it is possible to evaluate
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the relative reactivity between lipophilic and hydrophilic antioxidants and thus select relevant
associations promoting the best antioxidant capacity.

Table 1. Relative enhancement of the electric charge corresponding to the electrochemical oxidation
of lipophilic species in the presence of hydrophilic antioxidants. Electrode potential: Vit. E:
0.75 V; BHA: 1.27 V; BHT: 1.40V. Electrolysis time: 2000 s. Others experimental conditions
are specified in section 2.2.2.

NAC No increase
BHA AA 8.7
AA-2G 3.4
NAC 7.4
BHT NAC No increase

3.3. Application in dermocosmetic creams

Several dermocosmetic creams were specially formulated based on a Dexeryl ® oil-in-water
emulsion (see section 2.2.3). Lipophilic and/or hydrophilic antioxidants were added in the oil and/or
the aqueous phase, respectively. Fig. 4 (curve b) shows the cyclic voltammogram obtained with a
cream containing 0.1% NAC (w/w). Compared to the basic emulsion (Fig. 4, curve a) an anodic wave
corresponding to NAC oxidation was clearly visible despite the very high viscosity of the cream which
does not favour high diffusion transfer rate. The current rather resulted from the oxidation of
spontaneously adsorbed NAC on gold surface. In the same experimental conditions, no noticeable
amperometric signal was recorded by using AA-2G, Vit. E or BHA, although the last two species were
electroactive on gold (see section 3.2).

Similarly to those performed for liquid/liquid interface study, electrolyses were then carried out
during 2000 s and the electric charge Qcream Was recorded. Background charge Qo consumed with the
basic emulsion was systematically removed from charges obtained with others creams. The working
potential electrode was 1.4 V for all experiments in order to ensure the oxidation of the antioxidant
species while avoiding oxygen evolution in the aqueous phase. Table 2 shows the charge enhancement
resulting from the addition of one (entry 1 to 4) or several (entry 5 to 8) antioxidants in the cream. The
electric charges were firstly compared to those obtained with the basic emulsion according to equation

(D)

cheam B

Qo
AQ, = % 1
Qo ( ) ( )
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Figure 4. Cyclic voltammograms recorded on gold electrode in Dexeryl cream without (a) and with

(b) 0.1 % NAC (w/w). Scan rate: 100 mV.s™

Table 2. Relative enhancement of the anodic charge consumed during constant potential electrolysis
performed in dermocosmetic creams. Electrode potential: 1.4 V; Electrolysis time: 2000 s.

Others experimental conditions are specified in section 2.2.3.

Cream composition

Water phase Oil phase AQ:* (%) AQ,° (%)
NAC (0.1 %) 39.3
AA-2G (0.1 %) 1.9
Vit. E (0.1 %) 193
BHA (0.02 %) 312
NAC (0.1%) + AA-2G (0.1%) 55.8 35.4
NAC (0.1%) Vit. E (0.1%) 74.9 27.8
NAC (0.1%) BHA (0.02 %) 86.3 225
NAC (0.1 %) + AA-2G (0.1 %)  BHA (0.02 %) 67.6 No increase

% AQq: charge enhancement compared to that obtained with basic emulsion. Calculated from

equation (1)

PAQ,: charge enhancement compared to the sum of the electric charges recorded with creams,

each containing one of the corresponding antioxidants. Calculated from equation (2)

The chronoamperogram obtained with the cream containing AA-2G alone was very similar to
that recorded with the basic emulsion. Consequently no change in the electric charge was observed
(entry 2). It is not surprising since AA-2G was found to be electroinactive as previously mentioned.
For all other formulations an enhanced electric charge was recorded. The lowest difference was
obtained with samples containing only lipophilic antioxidants, i.e. Vit. E (entry 3) and BHA (entry 4).
The basic emulsion being composed of an oil phase dispersed in an aqueous phase, the organic
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compounds are encapsulated inside miscellaneous. Consequently lipophilic redox species could be
hardly oxidized directly at the electrode surface. The highest electric charge enhancement has been
obtained when more than one antioxidant were introduced into the cream (entry 5 to 8). In order to
highlight catalytic phenomena promoted by the antioxidant association, the electric charge recorded
Qcream2 Was in these cases compared to the sum of the electric charge Qcream1 Obtained with creams,
each containing one of the corresponding antioxidants, according to equation (2):

[cheamz B QO ] B Z[cheaml B QO ]

AQ, =
Q z:[cheaml - QO ]

(%) )

For example, the charge obtained for the cream containing NAC and AA-2G was 55.8 %
higher than that recorded with the basic emulsion (entry 5). The charge enhancement induced by NAC
and AA-2G being 39.3 % (entry 1) and 1.9 % (entry 2), respectively, the increase in the electric charge
due to catalytic mechanism is (55.8-41.2)/41.2 = 35.4 %.

Among the formulations containing more than one antioxidant, that involving NAC+AA-2G
presented the highest synergic effect. This is not surprising since two hydrophilic antioxidants were
introduced in the aqueous phase which is the major part of the oil-into-water emulsion. Antioxidant
regeneration process was also evidenced by introducing a hydrophilic and a lipophilic antioxidant
species in the aqueous and the organic phases, respectively. From the experimental results it can be
deduced that NAC was regenerated by Vit. E (entry 6) and that the former reacted with BHA (entry 7)
as previously mentioned in model liquid/liquid interface (section 3.2.). It is not surprising that the
catalytic mechanism was less efficient in both last cases since the electron transfer took place at the
oil/water interface. Finally, no synergic effect was observed when three antioxidants (2 hydrophilic,
i.e. NAC and AA-2G and 1 lipophilic species, i.e. BHA) were introduced into the cream (entry 8). In
this last case the sum of the contribution of each antioxidant (entry 1, 2 and 4, respectively) was higher
than the total electric charge Qcream2. The main reason could be that the regeneration process involved
two spontaneous redox reactions occurring simultaneously and coupled with the diffusion of BHA
inside the organic phase, this latter being oxidized at the electrode surface and regenerated at oil/water
interface. This complex EC’ mechanism certainly induced too low reaction kinetics to have a real
influence on BHA regeneration.

4. CONCLUSION

An electrochemical process has been developed to study antioxidant properties in
homogeneous or heterogeneous model systems and in real media. On the one hand, cyclic voltammetry
proved to be well adapted to highlight antioxidant regeneration reaction in aqueous and organic
homogeneous solutions. AA and AA-2G was thus found to regenerate NAC in the former case
whereas and Vit. E regenerated BHT in the latter case. On the other hand, constant potential
electrolysis was necessary for experiments in biphasic systems and cosmetic emulsions since it offers a
larger time window to study lower reaction kinetics. Chronoamperograms thus allowed heterogeneous
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catalytic mechanism and antioxidant synergic effect to be clearly highlighted in such complex media.
The antioxidant properties of NAC were thus amplified by 35.4%, 27.8% and 22.5% when associated
with AA-2G, Vit. E and BHA, respectively. In conclusion electrochemistry appears to be a convenient
tool for the optimisation of new “anti-aging” dermocosmetic formulations by helping in the choice of
antioxidants molecules and relevant associations to induce the greatest antioxidant capacity. This
electrochemical process can now be transposable to determine antioxidant potentialities of other
complex media.
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Les acquis de ma these présentés au chapitre précédent, tant sur les fondements des techniques
électrochimiques que sur la méthodologie d’étude des systemes complexes, ont directement été mis

a profit dans la suite dans ma carriére en développement expérimental et instrumental.

La conception d’'un instrument et particulierement le développement de capteurs chimiques et
électrochimiques, nécessite une approche séquentielle basée sur I'étude et la compréhension
préalable des processus et principes de détection mis au point avec des solutions simples, dans des
conditions expérimentales contrblées, avant de complexifier étape par étape, parametre par
parametre, 'instrument de mesure jusqu’a la conception d’un capteur in situ, intégré, déployable en

milieu réel.

A l'image de I'échelle TRL (Technology Readiness Level) évaluant le niveau de maturité technologique
(Figure 11-1), l'objectif de ce chapitre est de présenter I'ensemble des étapes propres au
développement de capteurs électrochimiques pour la mesure in situ des silicates et des phosphates

dans I'’eau de mer.

SYSTEME COMMERCIALISE

Systeme disponible pour des missions opérationnelles

SYSTEME COMPLET QUALIFIE

Systéme réel achevé et qualifié par des tests et démonstrations

DEMONSTRATION

Démonstration prototype dans un environnement opérationnel

PRODUCTION

~ VALIDATION SYSTEME

PROTOTYPAGE DU SYSTEME

Démonstration prototype dans un environnement représentatif

PROTOTYPE TAILLE (QUASI)REELLE

Validation composants/maquettes en environnement représentatif - PROTOTYPE
PROTOTYPE ECHELLE REDUITE
Validation de composants et/ou de maquettesen laboratoire
Preuve analytique ou expérimentale du concept
L IDEE

Concept technologique et/ou application formulés

RECHERCHE FONDAMENTALE

Principes de base observés ou décrits sans preuve de faisabilité

Do DIDDIDD

Figure Il - 1 : Echelle de maturité technologique (TRL)
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Les silicates et les phosphates sont, avec les nitrates, les sels nutritifs de I'environnement marin, utilisés
par le phytoplancton pour leur croissance via le processus de photosynthése. Ces nutriments sont donc
a la base de la production primaire océanique dont l'impact sur le cycle global du carbone
(séquestration du CO, dans les océans) est majeur, en lien direct avec la régulation du climat. Le suivi
de I’évolution de leur concentration dans I'eau de mer représente donc un challenge scientifique pour
la communauté océanographique dont I'objectif est une meilleure compréhension des processus
biogéochimiques océaniques afin d’évaluer I'impact des rejets anthropiques sur le changement
climatique. Le développement de capteurs autonomes, in situ, intégrés, adaptables sur différents types
de plateformes et véhicules sous-marins est la clé pour atteindre les objectifs de haute fréquence de
mesure, compte tenu de la trés forte variabilité spatio-temporelle de la concentration en silicates et
en phosphates observée dans les océans. Des capteurs électrochimiques ont été proposés pour

détecter in situ les silicates et les phosphates dans I'eau de mer.

Ces travaux ont été initiés lors de la these de Marielle Lacombe soutenue en 2008. Cette collaboration
entre le Laboratoire de Génie Chimique (LGC) et le Laboratoire d’Etudes en Géophysique et
Océanographie Spatiales (LEGOS) avait alors permis de mettre en évidence l'intérét des procédés
électrochimiques pour la détection des silicates dans I’eau de mer ne nécessitant pas d’ajout de réactif

liquide, révolutionnaire pour la communauté des océanographes (TRL2-3).

A mon arrivée au LEGOS en janvier 2011 (en CDD-IR avant ma titularisation en tant qu’ingénieure de
recherche CNRS en décembre 2012), j’ai pris en charge les développements, prenant la responsabilité

de chef du projet ANESIS (Autonomous Nutrients Electrochemical Sensors In situ).

Dans le cadre du projet MAISOE (financé par le RTRA-STAE, 2009-2013), j’ai mené les recherches et
ajustements sur le principe de mesure en m’intéressant particulierement aux mécanismes de
détection des silicates et des phosphates et a I’oxydation du molybdéne. Puis j’ai conduit, co-encadré
et encadré la suite des développements, la conception des différents prototypes jusqu’a la fabrication
des capteurs intégrés, immergeables ainsi que leurs déploiements dans le cadre des projets européens
SenseOCEAN (UE-FP7, 2013-2017 — co-Work Package leader), OCEANSensor (Call H2020 MartERA,
financé par I’ANR, 2018-2021, responsable scientifique du LEGOS et Work Package leader) et enfin le
projet H2020 NAUTILOS (2020-2024, sub-task leader).

Au sein de ces projets, j’'ai co-encadré a hauteur de 80 % David Aguilar (9 mois), Ivan Romanytsia (18
mois) et Dancheng Chen Legrand (17 mois) : post-doctorants du projet SenseOCEAN puis encadré a

100 % Dancheng Chen Legrand: 27 mois dans le projet OCEANSensor et 18 mois pour le projet
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NAUTILOS. J'ai également dirigé 2 stagiaires de I'lUT Mesures Physiques (4 mois en 2012 sur le projet
MAISOE et 3 mois en 2013 sur SenseOCEAN).

La premiére partie de ce chapitre est consacrée a I'étude de la dissolution anodique du Molybdéne
ainsi que l'influence des conditions expérimentales sur la formation et la détection des complexes

silico- et phosphomolybdiques (TRL3).

Dans une deuxieme partie sont présentées les différentes solutions mécaniques étudiées et la mise au
point des premiers prototypes de laboratoire (TRL4) intégrant un systéme de pompage, la fabrication
de matériaux d’électrodes et pieces d’assemblage non polluantes, le développement de I'électronique
(TRL5) jusqu'a I'épreuve ultime de la mise a I'eau du capteur Silicate en milieux simulés (TRL6) puis

réels (TRL7).

Pour terminer, I'utilisation du capteur Silicate a été validée in situ, avec une série de déploiements en

mer atteignant un niveau de maturité technologique de 8.

I = Principe de détection électrochimique sans ajout de réactif

La méthode de référence, largement employée, pour la détection des silicates et des phosphates dans
I'eau de mer apres leur complexation est la spectrophotométrie visible [1]. Cette méthode
colorimétrique nécessite d’embarquer des poches de réactifs encombrantes qui augmentent la taille
des capteurs, complexifiant leur implémentation sur certains véhicules autonomes (profileurs et
gliders) ; et également limitent leur autonomie, soit par la quantité limitée des réactifs, soit a cause de
la stabilité des réactifs dans le temps [2-8]. L'acide ascorbique notamment pour la détection des

silicates et des phosphates se dégrade rapidement [9,10].

Afin de s’affranchir de I'ajout de réactif liquide, la détection électrochimique des silicates (Si(OH),) et
des ions orthophosphate (PO4>) a été proposée. Cependant ces sels nutritifs étant électroinactifs, ils
ne peuvent pas étre détectés directement par électrochimie. Néanmoins apres complexation avec des
molybdates (Mo0O4%) en milieu acide, les complexes silico et phosphomolybdiques (Eq. 1I-1 et 11-2)
obtenus sont quant a eux détectables par les méthodes électrochimiques sur des électrodes classiques

telles que I'or, le platine ou le carbone vitreux [11-13].
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H =1.5
Si(OH), + 12 Mo0?~ + 24 H* 2223 s (Mo3P040) + 12 H,0 (1-1)
(pH =1.0) 3—
PO} +12Mo0j™ + 24 H* T [PMo{3}?0,|  +12H,0 (I1-2)

Les réactifs nécessaires a la complexation des silicates et des phosphates (H* et Mo04%) sont générés

in situ a partir d’'une simple oxydation d’une électrode solide de Molybdéne (Eq. Il - 3).

Mo + 4H,0 > MoOZ~ +8H" + 6e~ (11-3)

Pour atteindre les conditions de pH acide nécessaires a la formation des complexes, la contre-électrode
doit étre isolée dans un autre compartiment afin de limiter la réduction en dihydrogéne, des protons
(H*) formés a I'anode (Mo). Pour cela, une membrane Nafion® (N117 Du Pont™ Nafion® PFSA
Membranes) d’épaisseur de 180 um est utilisée permettant de concentrer les protons dans le
compartiment anodique jusqu’a atteindre les conditions de pH désirées pour la formation des

complexes silico et phosphomolybdiques (Figure 11-2) [13-16].

Electrode pour
détection complexe

Référence l Mo

Contre-
électrode

/ X
V4 \
Membrane Anolyte acidifié
(limite 2H*+2e> H,) Compartiment détection

Figure Il - 2 : Schéma de principe de la cellule compartimentée pour la formation et la détection du complexe
silicomolybdique



Chapitre Il : Développement de capteurs électrochimiques autonomes

I.1 - Dissolution anodique du molybdéne

A mon arrivée au LEGOS, j'ai mené une étude sur la dissolution anodique du molybdéne (résultats non
publiés) afin de mieux comprendre le systeme Mo et par extension la complexation du Mo(VI) avec les
silicates d’une part, et de fixer les paramétres électrochimiques pour la formation des réactifs (MoO4>
et H*) d’autre part. Dans la cellule compartimentée (Figure 11-2) remplie d’une solution de chlorure de
sodium ([NaCl] = 34,5 g L'Y) de pHintial = 4,5, j’ai réalisé des électrolyses a 0,8 V, 1,2 Vet 1,6 V /
Ag/AgCl/KCl (3M) sur un fil de molybdéne, pesé avant et apres électrolyses afin de déterminer la
quantité de molybdene(0) consommée en fonction de la charge et ainsi de déterminer le nombre
moyen d’électrons échangés au cours des électrolyses. Les résultats obtenus sont présentés sur la
Figure II-3. Lors de son oxydation, I'électrode de molybdéne se recouvre d’un film noir et la solution se

teinte en bleu.

Les pentes des droites n(Mo)Oxydé = f (Q/F) obtenues sur la Figure 1I-3 correspondent au nombre
d’électrons échangés, d’aprés la loi de Faraday: Q = fot l.dt = ng-.F. n(M0)yxyqe avec n.- le
nombre d’électrons échangés, F la constante de Faraday et n(Mo),xyq¢ le nombre de moles de
molybdéne(0) oxydé. Pour I'ensemble des électrolyses réalisées, le nombre d’électrons échangés
augmente lorsque le potentiel imposé est de plus en plus élevé, pour se rapprocher des 6 électrons
échangés (ne- = 5,90 + 0,03) a fort potentiel anodique (E = 1,6 V), correspondant a la formation de

molybdéne(VI) (Eqg. Il - 3).
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1,3

®E=0,8V  Q/F =574n(Mo),,q ; R?=0,9998
12 @E=12V  Q/F=577n(M0)y; R*=0,9986
®E=16V  Q/F=590n(Mo), ; R?=0,9979
1,1
1
S 09
S
£
= 08
~
d 0,7
0,6
0,5
0,4
0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18 0,2 0,22
N(M0) 46 (MmMol)

Figure Il - 3 : Charge électrique totale consommée en fin d’électrolyse divisée par le nombre de Faraday en
fonction du nombre de moles de Mo(0) oxydé a E=0,8 V (bleu), E=1,2 V (rouge) et E=1,6 V (vert)

n,+ .
Le pH de l'anolyte a également été mesuré avant et apres chaque électrolyse et le ratio w
Mo (oxydé)

obtenu est proche de 3, soit tres inférieur des 8 unités stoechiométriques attendues pour la formation
de Mo(VI) (Eq. Il -3). D’apres la loi de Faraday, la charge théorique pour atteindre un pH = 1,5 a partir
d’un anolyte de 3 mL de NaCl (a 34,5 g L'!) de pHinitial = 4,5 est de Qinéorique = 6,86 C. Expérimentalement,
cette charge de coupure théorique n’est pas suffisante et Qexp = 14 C sont nécessaires pour atteindre

un pH voisin de 1,5.

L'ensemble de ces résultats s’expliquent d’une part par la complexité du mécanisme d’oxydation du
molybdéne (Mo(0)) qui implique la formation d’oxydes de surface et d’espéces en solution dont la
nature (hombre d’oxydation : allant de -1l a +VI) et la composition (nombre de coordination : allant de
0 a 8) dépendent du milieu et des conditions expérimentales (pH, concentrations (Mo, oxydes Mo,

Mosoiution), potentiel, procédé d’oxydation, électrolyte, température, pression) (Figure 11-4) [17-20].
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E(V)

E(V)
Transpassivité
10.48
v
6
N\0?’01
0.5 +0.44
u,
o
on
o
0.4 404
0
(Passivité)
0.36 +0.36
MoO,
-0.5 0.32 T 0.32
0 3 6 9 12 pH 1.8 2.2 2.6 3 pH

Figure Il - 4 : Diagramme de Pourbaix revisité a 25°C en milieu aqueux [17]
(rouge : Corrosion, vert : domaine de passivité et bleu : domaine de transpassivité)

La transpassivité du molybdene (en bleu sur la Figure 11-4) est atteinte pour les pH les plus basiques ou
de forts potentiels anodiques entrainant la dissolution des oxydes solides et la formation d’oxydes
non-stoechiométriques et d’especes solubles de Mo(VI) polymolybdiques [17-19,21-27]. Le temps
d’électrolyse joue également un réle majeur dans le mécanisme. Lorsque le molybdene est oxydé a
haut potentiel anodique (> 0,5V) pour des temps d’électrolyse relativement longs (> 1min), il a été
observé une instabilité mécanique du films d’oxydes, favorisant la transition du Mo(IV) vers le
molybdéne bleu correspondant a une espéce mixte de Mo(V)/Mo(VI) entrainant une coloration bleue

caractéristique de la solution observée lors des différentes électrolyses réalisées [25,27,28].

En plus de la formation de plusieurs espéces de molybdene, il faut également considérer les réactions
de condensation et de protonation des molybdates, représentées par I'équation 1l-4, pour former des
polyoxoanions dont la composition et la structure géométrique et isomérique sont trés dépendantes

de I'’environnement (matrice, électrolyte, pH) mais également de la concentration en molybdate [29-
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32]. A trés faible concentration en molybdate (<10* mol L), les espéces mononucléaires restent
prédominantes. Mais pour une concentration élevée en molybdates, un pH trés acide (cas des
conditions expérimentales de cette étude) conduit a la formation d’isopolyoxomolybdates de hautes
valences. Ceci entraine une consommation des protons en solution expliquant les résultats
expérimentaux obtenus et la nécessité d’oxyder le Mo(0) a une charge bien plus élevée que la charge

théorique prédite par la loi de Faraday pour atteindre les conditions de pH = 1,5 désirées.

p[Mo0Z™] + qH* 2 [(M00,),H,| "™~ (I1-4)

Le protocole mis au point au laboratoire (thése de M. Lacombe) et en vigueur lors de mon arrivée au
LEGOS consistait a oxyder le Molybdéne a une intensité constante de 50 mA pendant 280 secondes
(soit 14 C). Ce mode intentiostatique n’est pas optimal pour I'application capteur visée. En effet, la
surface du Molybdéne se consomme au fur et a mesure de I'utilisation du capteur, diminuant la surface
de I'électrode et donc sa capacité a délivrer les 50 mA. J'ai proposé d’utiliser la chronoampérométrie.
Cette méthode étant sélective, a condition de controler le potentiel appliqué au moyen d’'une
électrode de référence stable, permet de s’affranchir de I'état de surface du Mo(0) ainsi que de la
surface disponible ou d’éventuels problémes de résistance dans la cellule électrochimique embarquée

(présence de bulles notamment).

Au vu des résultats obtenus et des connaissances sur le mécanisme d’oxydation du molybdéne(0), un
potentiel élevé (tres anodique : 2 1V) est donc préférable pour oxyder le molybdene et favoriser la
formation d’ions Mo(VI). Il faut néanmoins étre vigilant quant a l'intensité trés élevée produite en
imposant un tres fort potentiel anodique et qui serait potentiellement problématique pour la carte
électronique embarquée du capteur. L’arrét des électrolyses doit étre contrélé par la charge électrique
qui est déterminée expérimentalement pour chacune des cellules électrochimiques utilisées, en

suivant I’évolution du pH de I'anolyte (déterminée a 14 C pour 3 mL d’anolyte).
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1.2 — Détection électrochimique des complexes Silico et Phosphomolybdiques

Contrairement aux détections colorimétriques qui nécessitent de réduire les anions de Keggin
[SiMo0;,040]* et [PM0;,04,]3~ en molybdéne bleu (mélange de Mo(V) et Mo(VI)) absorbant dans le
visible a 810 nm [1], les complexes silico- et phosphomolybdiques peuvent étre détectés directement

par électrochimie sur une électrode d’or ou de carbone vitreux [11-13].

Les voltammogrammes cycliques obtenus sur une électrode d’or dans une solution de chlorure de
sodium contenant 100 umol L de silicates (en noir) et de phosphates (en rouge) sont présentés sur la
Figure 1I-5. Les complexes silico- et phosphomolybdiques se réduisent en 2 vagues réversibles entre
respectivement 0,5 V et 0,15 V et 0,7 et 0,2 V par rapport a une électrode de référence Ag/AgCl/KCl
(3M). Par la suite, sont dénommeés pic 1 : les premiéres vagues (réduction et oxydation) observées aux
potentiels les plus élevés et pic 2 : les deuxiemes vagues aux potentiels les plus faibles, indiqués sur la
Figure II-5. Les écarts entre les potentiels anodiques et cathodiques (Epa-Epc) sont plus grands pour les
phosphates que pour les silicates et également pour les pics 2 comparées aux pics 1 avec
respectivement AE,; = 50 mV et AEp; = 60 mV pour les silicates et AE,; = 70 mV et AEp; = 80 mV pour
les phosphates ; indiquant un transfert électronique moins rapide pour la 26™® réduction et également
pour les phosphates par rapport aux silicates. De plus, la forme des pics pour le complexe
phosphomolybdique est plus écrasée (largueurs des pics a mi-hauteur plus larges) que les silicates avec

des densités de courant plus faibles également.

Pour I’ensemble des 4 pics (silicate et phosphate), les densités de courant sont proportionnelles a la
racine carrée de la vitesse de balayage indiquant que la vitesse de la réaction est limitée par la diffusion
des complexes silico- et phosphomolybdiques en solution pour les concentrations de 100 umol L?

testées [12,13,33].
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——Phosphate

-50 - £, = 0,25V
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Figure Il - 5 : Voltammogrammes cycliques enregistrés sur un disque d’or (¢ =3 mm) & 100 mV s dans une
solution de NaCl (0,6 mol L) contenant 100 umol L de silicate aprés oxydation du molybdéne & 50 mA pendant
240 s (noir) et 100 umol L de phosphate aprés oxydation du molybdéne & 50 mA pendant 600 s (rouge).

En considérant I'’équation II-5 correspondant aux systemes réversibles :

RT
Ep — Epp2| = 2,20 — (Il-5)

avec E, : le potentiel de pic cathodique, Ep; : le potentiel a mi-hauteur de pic (a lic/2), R la constante
des gaz parfaits (R = 8,314 J mol? K1), T la température, n le nombre d’électron échangé et F la
constante de Faraday (F = 96485,3 C mol?) ; les nombres d’électrons échangés sont identiques pour
les 2 vagues de réduction avec 2 électrons échangés pour les silicates (ns; = 1,9). Pour les phosphates,
le nombre d’électrons échangés calculé est proche de np = 1,2. Le mécanisme de réduction des
phosphomolybdates semble plus complexe encore que celui des silicates. Carpenter et al. ont
notamment montré que la vitesse de réduction du complexe phosphomolybdique n’est pas
entierement contrélée par la diffusion. Une étape de protonation précede la réduction des complexes
silico et phosphomolybdiques dont la vitesse de réaction est bien plus rapide dans le cas de silicates

par rapport aux phosphates [11].
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1.3 — Cas particulier des Phosphates : interférent et sensibilité

1.3.1 - Interférence des silicates

Les 2 complexes sont détectés a des potentiels trop proches (Figure II-5). De plus, en considérant la
gamme de concentrations trés faibles en phosphates (0-6 umol L) devant celle en silicates (0-140
umol L) observée dans I'océan ouvert, les silicates représentent donc un interférent pour la détection
des phosphates. Pour s’affranchir de ce probléeme, la méthode utilisée en colorimétrie consiste a se
placer a pH = 1 et a détecter le complexe phosphomolybdique sur des temps plus courts, la cinétique

de formation du complexe étant bien plus rapide a ce pH pour les phosphates que pour les silicates. Il

[H*]
[Mo027]

a également été montré qu’un ratio = 70 permet la complexation exclusive des phosphates

et donc de s’affranchir completement de lI'influence des silicates [34]. Les travaux réalisés au LEGOS
par Jorica et al. ont montré qu’en se placant dans les mémes conditions ; [H*]/[M0o04*] =70, pH = 1;

seul le complexe phosphomolybdique est détecté par électrochimie [35].

[H*]
[M007 ]

Pour atteindre in situ ce ratio = 70 sans ajout de réactif liquide, la cellule électrochimique

(Figure 11-2) a été modifiée pour intégrer un troisieme compartiment avec une deuxieme électrode de
molybdéene. Ce compartiment est connecté au compartiment de détection via une fine membrane
échangeuse de protons (FuMaTech, fumapem® F-930, 30 um d’épaisseur). L’électrode de molybdéne
est oxydée afin de produire des protons qui traversent la membrane FuMaTech pour se concentrer
dans le compartiment de détection qui atteint ainsi un pH = 1. L'électrode de molybdéne du
compartiment de détection est a son tour oxydée pour former les molybdates et ainsi atteindre le ratio

[H*]
[Mo03™]

= 70 permettant de former uniquement le complexe phosphomolybdique, sans I'interférence

des silicates. Comme dans le cas des silicates, la contre-électrode est isolée dans le troisieme
compartiment, derriere la membrane Nafion® de 180 um d’épaisseur pour éviter la réduction des

protons formés en dihydrogéne. Le schéma de la cellule phosphate est présenté sur la Figure 11-6.
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Figure Il - 6 : Schéma de principe de la cellule électrochimique a 3 compartiments pour la détection des
phosphates sans ajout de réactif liquide et sans interférence des silicates

La Figure II-7 montre I"évolution du signal ampérométrique obtenu a E = 0,29 V sur une électrode
tournante (2000 rpm) en or, introduite dans le 26™ compartiment, aprés ajouts de phosphates ou de

silicates dans une solution d’eau de mer artificielle. Seul le complexe phosphomolybdique a été

détecté dans ces conditions expérimentales.

Temps (s) - Silicate

0 100 200 300 400 500 600
-0,2
—~  04- Silicate
£
©
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Figure Il - 7 : Chronoampérogrammes enregistrés a E = 0,29 V sur une électrode tournante a 2000 rpm en or

dans de 'eau de mer artificielle modifiée (ratio [H*]/[MoO4] = 70, pH = 1) et ajouts standards de silicate (en
noir) (8,5-154,5 umol L) et de phosphate (en rouge) (0,59-3,49 umol L) [35]
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1.3.2 - Sensibilité de la détection par voltammétrie a vague carrée

Considérant les faibles concentrations en phosphates observées in situ, la voltammétrie cyclique n’est
pas suffisamment sensible pour monitorer leur concentration. La chronoampérométrie nécessitant
une électrode tournante, trop énergivore, n’est également pas adaptée pour le développement d’un
capteur intégré de faible taille. Suite a la these de Justyna JoAca, j'ai donc repris les travaux sur la
détection des phosphates en proposant d’utiliser la voltammétrie a vague carrée (encadrement d’lvan
Romanytsia post-doctorant du projet SenseOCEAN). Cette méthode consiste en une rampe de
potentiel (caractérisée par son pas de potentiel Esep) combinée a des impulsions carrées de potentiel

d’amplitudes (A) égales et de signes opposés (Figure 1I-8A). Le courant est échantillonné a la fin de

t
chaque impulsion permettant de s’affranchir de la contribution du courant capacitif (I, @ e R, avec t

le temps, R la résistance de la solution et C la capacité de la double couche) correspondant a la

1
charge/décharge de la double couche, devant le courant faradique (I @t 2)) correspondant au
transfert électronique de I'espéce étudiée, et ainsi d’atteindre des niveaux de sensibilité bien plus
élevés que la voltammeétrie cyclique. Le voltammogramme a vague carrée (Figure 11-8B) correspond a

la différence d’intensités aller (I1) et retour (l,) tracée en fonction du balayage de potentiel (Al = f(Estep)).

E1 (A 4 (@ Al=1,—-1,

Estepi

>

E(rampe)

Figure Il - 8 : (A) Potentiel appliqué au cours du temps dans le cas de la voltammeétrie a vague carrée — (B)
Voltammogramme a vague carrée correspondant
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Deux pics de réduction a 0,3 et 0,15 V/Ag/AgCl/KCl (3M) sont observés sur les voltammogrammes a
vague carrée obtenus avec la cellule compartimentée (Figure 11-6) pour des solutions de phosphate de

concentrations comprises entre 0 et 6 umol L™,

A fortes fréquences f = 250 Hz (A = 25 mV) (résultats non montrés), alors que 'intensité du premier pic
a 0,3 V n’était pas linéaire avec la concentration en phosphate, le signal du deuxieme pic a 0,15 V

sature au-dela de 1 pmol L™

En abaissant la fréquence a f = 2,5 Hz (A = 25 mV) (Figure 11-9), aucune linéarité n’a été observée avec
la concentration en phosphate pour le pic a E = 0,3 V (A). Les intensités de pic oscillaient avec la

concentration illustrant peut-étre une instabilité du complexe formé.

Pour le pica E=0,15V (f = 2,5 Hz), |a droite d’étalonnage obtenue est linéaire sur toute la gamme de
concentration des phosphates (0-6 umol L) sans saturation du signal (Figure 11-9 (insert-A)). Un
décalage du potentiel de pic vers les potentiels cathodiques est clairement observé lorsque la
concentration en phosphate augmente indiquant un transfert électronique plus difficile aux plus fortes
concentrations. Comme attendu, la limite de quantification obtenue a cette fréquence est plus élevée
que précédemment: 0,5 pmol L contre 0,07 pmol L? & 250 Hz. Ce phénoméne de saturation
s’explique par la formation de plusieurs types de complexes phosphomolybdiques en fonction des
concentrations en phosphates et en protons ainsi que des structures polymériques a fortes
concentrations en phosphate entrainant une diminution de la vitesse de diffusion du complexe en

solution et/ou du transfert électronique [33,36-43].
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Figure Il - 9 : Voltammogrammes a vague carrée a f = 2,5 Hz (A = 25 mV, Eqe, = 1 mV) obtenue sur une électrode
en or (¢ = 3 mm) dans une solution de NaCl (34,5 g L*}) modifiée (pH = 1, [H]/[MoO4*]=70) contenant 0,502,
1,04, 2,09, 3,14, 4,19 et 6,38 umol L'* de PO,* - Insert : Courbes d’étalonnage correspondantes (Al = f([PO4*])

pourlepica E=03V(A)etaE=0,15V(A)

Selon la zone océanique d’étude, la fréquence sera donc adaptée en conséquence : 250 Hz dans la
couche de surface ol les concentrations en phosphate sont relativement faibles (nanomolaire) et 2,5
Hz dans 'océan profond et les zones d’upwelling” ou les plus fortes concentrations en phosphate sont

observées.

Il - Développement instrumental vers le capteur intégré Silicate

J'ai choisi de présenter uniquement les développements réalisés sur le capteur Silicate, ceux-ci ayant
abouti a la conception d’un capteur intégré, immergeable et validé in situ par des déploiements en

mer Méditerranée et dans |'océan Pacifique. La méme méthodologie et approche instrumentale ont

* remontée d’eaux profondes froides et riches en nutriments sous I'effet de la circulation thermohaline couplée
a des vents favorables, observée sur les bords Est des océans (cotes Ouest continentales).
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été réalisées avec le capteur Phosphate et bien qu’une version intégrée immergeable phosphate ait
été développée et concue, celle-ci n’a pas été déployée en mer a ce jour, uniqguement en milieu simulé

au laboratoire.

II.1 — Premiers prototypes de cellule intégrée pour la détection des silicates

Dans les cellules de mesure dite « ouvertes » schématisées sur les Figures II-2 et II-6 utilisées pour
mettre au point les principes de mesure, une agitation mécanique permettaient d’homogénéiser la

solution (pendant 6 minutes dans le cas des silicates) dans le compartiment de détection.

Dans une version immergeable de capteur, I’'homogénéisation de la solution se fait uniquement via la
diffusion des réactifs. Une agitation mécanique de la solution demanderait une consommation
électrique trop importante, incompatible avec une instrumentation in situ déployable pendant
plusieurs mois. Afin d’obtenir une homogénéisation, par diffusion uniquement, rapide, un prototype
de faible volume a été mis au point. En diminuant les dimensions et les volumes de la cellule, la distance
a parcourir des réactifs de la surface de I'électrode de molybdene vers le coeur de la solution est

également réduite.

11.1.1 - Développement et conception des électrodes

Afin de réduire considérablement la taille des cellules, il a fallu dans un premier temps concevoir des
électrodes, notamment |'électrode de travail, les électrodes commerciales de type Metrohm® n’étant
pas adaptable dans le capteur. Pour cela, deux approches ont été étudiées en parallele : la réalisation
d’électrodes a base de fils métalliques encapsulés dans une résine de type époxy et le développement

de microdispositifs en technologie silicium.

Ces microdispositifs ont été développés en collaboration avec le Laboratoire d'Analyse et
d'Architecture des Systémes (LAAS) de Toulouse et réalisés dans les salles blanches du LAAS. Les
métaux (Au, Ag, Pt) sont déposés en phase vapeur a la surface d’'un wafer en silicium oxydé. Une
couche de passivation inorganique en nitrure de silicium (SisN4) est ensuite déposée par dépot
chimique en phase vapeur assisté par plasma a couplage inductif afin d’isoler électriquement les
électrodes et définir leur géométrie. L'intérét de la microfabrication en série permet de créer des

dispositifs aux performances physiques et chimiques identiques avec des géométries et surfaces
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d’électrodes bien définies et reproductibles et également d’abaisser les colts de fabrication des

électrodes et donc des capteurs.

Cependant je ne rentrerai pas dans le détail de ces recherches qui ont donné lieu a une publication
(voir annexe a la fin de ce chapitre) car si ces microdispositifs ont montré de bons résultats quant a la
détection des silicates sur une électrode de platine, leur stabilité n’est pas compatible avec
I'application de capteurs in situ dans I’environnement marin [14]. En effet, il a été observé que I'eau
de mer, trés corrosive, s’infiltre sous la couche de passivation rendant inutilisables ces microdispositifs

sur des longues périodes d'immersion.

Les électrodes réalisées au laboratoire, constituées d’un fil métallique enrobé dans une résine époxy
inerte, ont donc été choisies pour étre intégrées dans la version immergeable du capteur (Figure II-
10). L'ensemble des pieces permettant la fabrication des électrodes a été réalisé a I'atelier du Groupe
d’Instrumentation Scientifique (GIS) de I'Observatoire Midi-Pyrénées (OMP). Les fils métalliques sont
soudés a un support en laiton au moyen d’une résine époxy conductrice a base d’argent (EPO-TEK®
H20E, Epoxy Technology). La résine époxy inerte encapsulant les fils métalliques permettant de définir
une électrode disque aprés polissage en surface est composée d’un mélange de DGEBA (DiGlycidyl

Ether du Bisphenol A) et de DETA (Diethylenetriamine) ou IPDA (Isophorone Diamine).

Tube PMMA ou PEEK Résine époxy

Support laiton

Figure Il - 10 : Schémas et photos d’électrodes réalisées au LEGOS (PMMA : Polyméthacrylate de méthyle, PEEK :
Polyétheréthercétone)
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Un long travail de caractérisation de ces électrodes a été mené a mon arrivée au laboratoire pour
définir la stabilité de la résine et son adhésion a la surface de I'or, réputée difficile sur ce métal, de
vérifier 'absence de relargage de composés interférents a la détection des silicates et des phosphates.
De maniére générale, I'absence de relargage de composés interférents et la stabilité dans le temps ont
été vérifiées sur 'ensemble des matériaux constitutifs du capteur (circuit de détection) susceptibles

d’étre en contact avec I'eau de mer.

11.1.2 - Prototype faible volume a cellule unique

A mon arrivée au laboratoire LEGOS, j'ai pris en charge la caractérisation d’'un premier prototype de

faible volume (160 pL) (Figure 11-11) a cellule unique congu en collaboration avec le GIS-OMP.

e Ag/AgCl

Réservoir contre-électrode

Figure Il - 11 : Prototype de faible volume a cellule unique

Ce prototype est alimenté par une pompe solénoide Lee-Company® injectant 50 uL d’eau de mer a

chaque impulsion soit un débit de 200 pL s dans son fonctionnement nominal. L’électrode de



Chapitre Il : Développement de capteurs électrochimiques autonomes

molybdéne est placée au fond de la cuve de mesure dont la surface est choisie grande (135,45 mm?)
devant le volume de I'échantillon afin d’atteindre la charge électrique nécessaire le plus rapidement
possible. L’électrode de travail en or, la référence en argent, recouverte de chlorure d’argent (AgCl)
sont placées sur la partie supérieure du prototype ainsi que la membrane Nafion® connectée a un

réservoir rempli d’eau de mer dans lequel la contre-électrode (tourbillon en Platine) est insérée.

Pour un potentiel imposé de 0,8 V/Ag/AgCl/Cl (0,6M) sur I'électrode Mo, I'intensité recueillie était
proche de 80 mA et la charge électrique optimale de fin d’électrolyse a été déterminée a 0,8 C en
mesurant le pH en fin d’électrolyse a I'intérieur de la cellule. Cette charge optimale est atteinte plus
ou moins rapidement (entre 30 secondes et 20 minutes) selon la présence ou non de bulles d’air au
contact de la membrane. Ce probleme récurrent de bulles d’air entraine une mauvaise conductivité

électrique et donc des temps d’électrolyse tres longs.

De plus, I'oxydation du molybdéne est localisée en regard de la membrane Nafion® (Figure 11-12) du
fait des lignes de champs. La faible surface de la membrane en contact avec la solution, comparée a la
surface du molybdene, limite le passage du courant. Cette oxydation localisée pose plusieurs
problémes pour le capteur : premiérement une inhomogénéité de la solution ou les H* et Mo0O4* sont
formés que d’un seul coté de la cellule entrainant un temps de complexation des silicates tres long et
deuxiemement la formation d’une cavité ou piqlre a la surface du molybdéne au fur et a mesure des

cycles d’oxydation.

Figure Il - 12 : Electrode de Mo apres oxydation dans le prototype n°1 a cellule unique

La détection du complexe silicomolybdique formé a néanmoins été possible par voltammeétrie cyclique
sur I’électrode d’or et a permis d’obtenir une droite d’étalonnage dans la gamme de concentration en

silicate comprise entre 8,5 et 141 umol L™ (lpic1 = -0,26 [Si] - 6,13 et Ipic2 = -0,74 [Si] - 1,59).
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L'agencement de I'électrode Mo par rapport a la membrane et la contre-électrode fermant le circuit
(ligne de champ), ainsi que leur ratio de surfaces sont des parameétres primordiaux pour la réalisation
mécanique du capteur. Les performances de ce premier prototype n’étant pas satisfaisantes, j’ai donc
proposé la réalisation d’'un deuxieme prototype comprenant cette fois 2 cuves distinctes : une cuve

pour I'oxydation et la formation du complexe et une cuve pour sa détection.

11.1.3 - Prototype faible volume a 2 cellules séparées

Le prototype de laboratoire congu en PMMA (Polyméthacrylate de méthyle) a I'atelier du GIS de ’'OMP
est présenté sur la Figure 11-13 [44]. L'ensemble du circuit est alimenté par une micro-pompe de chez
Lee-Company (50 pL par impulsion) contrélée par une carte électronique connectée a un potentiostat
p-autolab Il de chez Metrohm. La premiére cellule dite cellule de complexation de 365 pL comprend
une électrode de travail en Molybdéne de 135,45 mm?2. Une grille de platine servant de contre
électrode et une électrode de référence (fil d’argent recouvert de chlorure d’argent (AgCl)) sont isolées

derniere la membrane Nafion® de 180 um dans le réservoir visible sur la Figure II-13.

Le complexe formé aprés oxydation de I'électrode de molybdéne est ensuite transféré dans la cellule
de détection de 91 puL au moyen de la pompe afin d’y étre détecté sur I'électrode de travail en or. Le
ratio des volumes entre les 2 cellules a été choisi afin de limiter la dilution de I’échantillon de silicate
complexé par l'injection conjointe d’eau de mer (non modifiée) lors du transfert vers la cellule de

détection.

Dans un premier temps j’ai isolé la contre-électrode (en platine) derniére une membrane Nafion® dans
cette cellule de détection également dans I'éventualité de formation de gaz a sa surface lors d’étape
de nettoyage de I'or qui serait problématique a haute pression. Néanmoins, aucune formation de gaz
n’ayant été observée lors des tests en laboratoire, la contre-électrode est donc placée a l'intérieur de
la cellule détection avec les 2 autres électrodes (suppression de la membrane) dans la version intégrée
du capteur. L’agencement spatial des électrodes dans chacune des cellules est schématisé au bas de

la Figure 11-13.
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Figure Il - 13 : Prototype de laboratoire pour la détection des silicates et représentation schématique de
I'agencement spatial des électrodes dans (A) la cellule de complexation et (B) la cellule de détection - a gauche :
la pompe solénoide Lee-Co®

Le débit de la pompe Lee-Co® est un parametre crucial pour assurer un transfert du complexe
silicomolybdique formé dans la premiere cellule vers la cellule de détection sans dilution de
I’échantillon. Or, dans son fonctionnement nominal (2 Hz), tel que fourni par la société Lee-Company®,
le débit est d’environ 200 pL s, correspondant & un écoulement plutdt turbulent d’aprés le calcul du
nombre de Reynolds Rewo0u/s) = 20 (>> 1) basé sur les dimensions de la cuve et le temps de voyage de

I’échantillon (Eq. II-6) :

Re, = 2% (Il-6)

avec Q le débit du fluide (m3 s), v la viscosité cinématique du fluide (10® m? s%), w la largeur (8 10

m), h la hauteur (2,7 103 m) et | la longueur (2,5 102 m) de la cellule de complexation.

A ce débit, les résultats obtenus sur la Figure lI-14 comparant les voltammogrammes cycliques obtenus

dans une solution de 101 umol L de silicates dilués dans NaCl (34,5 g L'?) avec la cellule ouverte (sans
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dilution) en rouge et avec le prototype double cellule pour un débit de 200 pL s en noir montrent
clairement une diminution du signal électrochimique et donc une dilution de la solution. Au lieu de
transférer le complexe silicomolybdique dans la cellule de détection, de I'’eau de mer non modifiée est

injectée sous forme de jet dans tout le circuit.

0,4 0,45 0,5 0,55

I (LA)

— Cellule ouverte
— Capteur débit 200 pL s?
— Capteur débit 3,33 pLs?

E (V/Ag/AgCl/Cl- (0,6 M))

Figure Il - 14 : Voltammogrammes cycliques a 100 mV s enregistrés sur Au (¢ = 1 mm) dans une solution de
[Si(OH)4] = 101 umol L dans NaCl (34,5 g L™ avec (rouge) la cellule ouverte, et le prototype a 2 cellules pour
(noir) un débit de 200 uL s aprés transfert de 50 ul et (bleu) un débit de 3,3 ulL s aprés transfert de 100 uL

Afin de tendre vers un régime laminaire avec un écoulement piston dans le systéme, soit un Rey < 1, il
faut diminuer le débit de la pompe. Pour ce faire, une perte de charge est créée en diminuant le
diametre interne du tube en sortie de pompe (entrée cuve complexation) a 0,3 mm, en conservant un
diamétre de 0,81 mm en entrée de pompe. Dans cette configuration, le débit est de 3,3 pL s avec un
nombre de Reynolds Rey(s.su/s) = 0,4 caractéristique d’un écoulement laminaire ou pseudo-laminaire.
Ce résultat se confirme sur la Figure 11-14, en bleu, oU le signal obtenu a 3,3 uL s? est identique, pour

le premier pic de réduction, au résultat obtenu avec une cellule ouverte (solution homogene).
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La configuration suivante a donc été validée pour étre adaptée dans une version intégrée et

immergeable du capteur :

- une cellule de complexation d’au moins 370 pL,

- une cellule de détection inférieure a 100 uL,

- untube de prélevement de I'eau en mer en entrée de pompe de 0,81 mm de diamétre interne,

- untube en sortie de pompe, entrée de la cellule complexation de 0,3 mm de diamétre interne
et 50 cm de long,

- et 4 cm de tube a 0,3 mm de diamétre interne entre la cellule de complexation et celle de

détection.

11.1.4 - Développement de I’électronique embarquée

Ce travail a été initié avec le LAAS dans le cadre du projet MAISOE (2009-2013) puis en collaboration
avec la PME francaise nke Instrumentation (siége social basé a Hennebont (56700)) avec qui je

collabore depuis 2013.

L’électronique embarquée contréle I'ensemble des étapes nécessaires a I'alimentation en eau du
circuit (prélevement de I’échantillon, transfert et nettoyage du circuit), a la détection des silicates
(oxydation Mo, temps de complexation et détection) et au stockage des données. Une interface

permet de définir 'ensemble des parametres de mesure et de récupérer les données.

La comparaison des signaux obtenus avec la carte électronique (en rouge) et un potentiostat p-Autolab
IIl de chez Metrohm® (en noir) présentée sur la Figure II-15 et enregistrés dans une solution a 101 umol
L de silicate avec les mémes électrodes et la cellule ouverte, montrent des formes et intensités de

pics tres semblables.
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0,45 0,5 0,55

——carte électronique
—— potentiostat commercial

-0,7 - E (V / Ag/AgCI/KCI (3M))

Figure Il - 15 : Voltammogrammes cycliques sur Au (@ =1 mm) a 100 mV s dans 101 umol L de silicates dilués
dans NaCl (34,5 g L) utilisant (rouge) la carte électronique capteur et (noir) un potentiostat commercial
Metrohm

1.2 — Capteur Silicate intégré, immergeable

Une premiére version de capteur intégré, basée sur le principe de 2 cellules distinctes (complexation
et détection), utilisant I’électronique validée sur paillasse et la fabrication par résinage des électrodes
(réalisées au LEGOS), a été développée et congue en collaboration avec nke Instrumentation. Si un
déploiement a pu étre effectué en mer jusqu’a 25 m de fond, validant ainsi la résistance a la pression
(préalablement testée en laboratoire dans une colonne de pression équipée d’'un manometre Keller-
Druck LEX1 jusqu’a 20 bars) et le fonctionnement de I’électronique, ce capteur a tres vite été modifié
et amélioré dans sa conception mécanique pour des raisons de praticité d’utilisation. Il est en effet
essentiel de pouvoir extraire facilement les électrodes afin de les reconditionner, de pouvoir changer
les tubes d’alimentation en eau, la membrane etc... ce qui n’est pas possible avec cette version sans
ouvrir le compartiment étanche (contenant I'électronique) du capteur ce qui nécessite de réeffectuer

tous les tests d’étanchéités par la suite.
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J'ai choisi de présenter ici directement la version mécanique du capteur silicate qui a permis de lever

des verrous technologiques et scientifiques dans le développement instrumental en milieu marin.

11.2.1 - Présentation

Le capteur pour la détection in situ des silicates, présenté sur la Figure II-16, est un cylindre en
aluminium anodisé de 90 mm de diamétre par 250 mm de haut pour un poids dans I'air de 2,2 kg [44].
La tape inférieure avec le connecteur et les cellules électrochimiques sur la partie supérieure sont en
PEEK (polyether ether ketone). Le dessus du capteur est en polyamine PA 6,6 GF30. La pompe
solénoide Lee-Company® est placée dans un réservoir rempli d’une huile diélectrique et équipé d’une
membrane visible en facade du capteur sur la Figure II-16 (gauche), afin d’étre en équipression.
L'électronique se trouve quant a elle dans un compartiment sec. La résistance a la pression de la
structure mécanique du capteur a été validée jusqu’a 60 bars (600 metres de profondeur) en utilisant
une colonne de pression. Les volumes des cellules de complexation et détection sont tres proches de
ceux du prototype de laboratoire a double cellules, soit respectivement 376 et 94 uL. Les mémes
diamétres et longueurs de tubes pour la pompe que ceux optimisés et validés au laboratoire ont été
utilisés dans ce capteur. L'électrode de molybdéne est placée au fond de la cellule de complexation
alors que la contre-électrode (grille en titane) et le fil en argent chloré servant de référence sont placés
derniére la membrane Nafion®. Dans la cellule de détection, les 3 électrodes : disque d’or (électrode
de travail), disque d’argent chloré (électrode de référence) et disque de platine (contre-électrode) de
3 mm de diametre chacun sont résinés dans une méme piéce en PEEK. Toutes les électrodes sont
simplement branchées « plug-in» et peuvent donc étre facilement récupérées pour étre
reconditionnées ou remplacées, rendant ce capteur facile d’utilisation. L'instrument est également
équipé d’'un capteur de pression qui mesure la pression en début et en fin d’échantillonnage d’eau de
mer et d’un capteur de température qui mesure la température de I'eau in situ au moment de la

détection.
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_.Complexation

Détection

Figure Il - 16 : Capteur électrochimique pour la détection in situ des silicates

La procédure de mesure compléte schématisée sur la Figure II-17, comprenant le ringage du circuit, le
nettoyage in situ de I'électrode d’or (polarisation a E = -0,2 V/réf pendant 200 s), I’échantillonnage de
I'eau de mer, I'oxydation du molybdéne, la complexation des silicates, le transfert du complexe
silicomolybdique formé et sa détection, nécessite 45 minutes. L'ensemble de ces actions est controélé
par la carte électronique qui est paramétrée par ordinateur a I'aide d’une interface de commande
développée par nke Instrumentation. Les données électrochimiques, de température et de pression

sont stockées sur la carte électronique et téléchargeables via la connectique dédiée du capteur.
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Capteur Silicate

Batteries . Pombe :
(externes) ‘p o Complexation : Cellule détection :
- Nettoyage circuit (13min)

. . - Oxydation Mo (=3min) - Nettoyage Au (200s)
| i . - Echantillonnage (13min) - Complexation Si (10min) - Détection voltammétrie (30s)
Electronique : - Transfert complexe (2min) P

- : . - |
- Commandes action ‘H
- Stockage données lT lT
Informatique : e

- Configuration commandes ';:"' Capteur pression [ Capteur Température ]

- Post-traitement données

Figure Il - 17 : Schéma de la procédure de fonctionnement du capteur Silicate

11.2.2 - Figures de mérite

1.2.2.1 - Etalonnage

Le capteur est étalonné avant utilisation a température ambiante a I'aide de solutions standard de SiO;
(solution mére commerciale a 16693 + 83 umol L) diluées dans de I'eau de mer artificielle de pH = 8
pour une salinité proche de 35, composée de NaCl (32,74 g L), de MgSQ,, 7H,0 (7,26 g L) et de
NaHCOs (0,172 g L'Y). La courbe d’étalonnage du capteur présentée sur la Figure 11-18 correspond a la
concentration en silicate en fonction de l'intensité du premier pic de réduction a E = 0,32 V/réf
mesurée sur les voltammogrammes cycliques enregistrées par le capteur apres oxydation du Mo et

post-traitées a I'aide du logiciel NOVA (Metrohm).

La gamme de concentration étudiée correspond aux concentrations classiquement observées dans
I'océan ouvert, allant de quelques nanomolaires dans les eaux de surface jusqu’a 140 umol L en
profondeur, avec de trés fortes variabilités régionales et saisonniéres [45-47]. Un changement de

pente est observé sur la droite d’étalonnage (Figure 1I-18).
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Figure Il - 18 : Droite d’étalonnage du capteur entre 1,63 — 132,8 umol L de silicates dilués de I'eau de mer
artificielle

Des ruptures de pente similaires ainsi que des phénoménes de saturation du signal lorsque la
concentration en silicate augmente (observé également pour les phosphates) ont également été
observés dans la littérature pour des détections électrochimiques [16,36,38,48,49] mais également
colorimétriques [8,50]. Comme vu précédemment avec les phosphates, la formation
d’hétéropolyoxomolybdates ainsi que leur réduction sont fortement dépendantes des conditions
expérimentales (particulierement le pH), des concentrations et formes de molybdates présents en
solution et également des concentrations de I'atome central (ici le silicium) [16,20,29,32,33,39,40,51].
Plusieurs types de complexes peuvent se former et potentiellement s’assembler en structures
polymériques a fortes concentrations [12,13,49]. B. Wang et S. Dong ont également montré que dans
la structure de Keggin, I'atome central Si a une influence non-négligeable sur les réactions d’électrode
du complexe silicomolybdique [42]. lls ont conclu a un procédé contrélé par la diffusion pour les fortes
concentrations en silicate en solution alors que les signaux obtenus pour des concentrations bien plus
faibles sont essentiellement influencés par I'adsorption d’une monocouche de complexe [42]. Le
mécanisme de réduction est donc trés complexe, les auteurs ne s’accordent méme pas sur le nombre
d’électron échangé. Carpenter et al. [11], Lacombe et al. [12,13], proclament que 2 puis 3 électrons
sont échangés alors que pour [42,43,52-54] 2 électrons sont échangés pour chacune des 2 réductions

en accord avec les résultats présentés précédemment.
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Ainsi, la diminution de pente de la droite d’étalonnage (Figure 1l-18) obtenue aux plus fortes
concentrations en silicate s’explique donc par la formation de structures de plus hautes valences et/ou
d’hétéropolyoxomolybdates a grand encombrement stérique ralentissant la vitesse du transfert
électronique. Un autre mécanisme pourrait également étre mis en jeu pour les tres faibles
concentrations en silicate (< LOQ), expliquant que I'ordonnée a I'origine de la droite d’étalonnage soit
non-nulle. Dans tous les cas, selon le signal électrochimique enregistré par le capteur, I'équation

adéquate est utilisée pour calculer la concentration en silicate correspondante.

11.2.2.2 - Justesse et précision

Afin d’évaluer la précision et la justesse du capteur, des solutions de références appelées « Certified
Reference Material » (CRM) ont été utilisées. Ces CRM, largement utilisées dans les laboratoires
d’Océanographie pour valider les mesures, sont produites par la société japonaise KANSO en traitant
des échantillons d’eau de mer naturelle selon un procédé de contréle qualité ISO 17034 (JIS Q 17034)
[55,56]. Les moyennes des concentrations en sels nutritifs (silicate, phosphate, nitrate et nitrite) sont
calculées a partir de I'analyse colorimétrique de 30 bouteilles. Selon les normes ISO Guide 35 (JIS Q
0035), les écart-types correspondant sont quant a eux calculés a partir des résultats obtenus sur 180
bouteilles analysées en doublon. Les concentrations de référence ([Silcrm _ref), les incertitudes élargies
ainsi que les salinités et densités des différents lots étudiés sont rassemblés dans le Tableau II-1. Seules
les concentrations en silicate sont indiquées ici mais chaque échantillon est composé également de
phosphate, nitrate et nitrite dont les compositions globales sont disponibles ici

«http://www.kanso.co.jp/eng/production/available lots.html ».

Tableau Il - 1 : Concentrations en silicate, salinité et densité des lots de CRM utilisés

Valeur certifiée £ écart- Incertitude élargie  Salinité Densité [Silcam_ref

type (umol kg™) (umol kg™) (psu’) (umol L)
Lot. CK" 0,73 £ 0,006 0,08 35,211 1,0249 0,75
Lot. CL 13,8+ 0,012 0,3 34,685 1,0245 14,1
Lot. CC 86,16 £ 0,052 0,48 34,338 1,0243 88,25
Lot. CB 109,2 + 0,052 0,62 34,374 1,0243 111,9

* Note de KANSO: la concentration en Silicate pour CK est inférieure a la limite de quantification, valeur a utiliser

donc comme guide.

*psu : practical sanility unit
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Chaque lot a été analysé en doublon par le capteur électrochimique silicate, excepté pour le lot CL ou
31 mesures ont été réalisées afin d’évaluer la répétabilité du capteur. Les concentrations en silicate
sont déterminées en utilisant la droite d’étalonnage précédente (Figure II-18). Les moyennes des
concentrations en silicate ([St]crm_anal), leurs écart-types (s) et coefficients de variation (CV) respectifs
obtenus sont rassemblés dans le Tableau II-2 ainsi que I'évaluation des biais, les incertitudes globales

et la justesse.

Tableau Il - 2 : Evaluation de la répétabilité, la justesse et la précision du capteur silicate

Btlcrm anait s (umol L) EvaIuatjn du Biais Incertitude Justesse
(CV %) t(95%).SD/VN / | [St]cam_anat - [Silcrm_ref | globale
Lot. CK 0,78 £ 0,01 (1,7%) 0,12 > 0,04 8,3% 95,3%
Lot. CL 14,05+ 0,13 (0,9%) 0,05 < 0,09 2,4% 99,4%
Lot. CC 86,00 + 0,67 (0,8%) 598 > 2,25 4,1% 97,4%
Lot.CB 111,95+ 0,24 (0,2%) 2,17 > 0,09 0,5% 99,9%

* Ecart-type (s) : 2 mesures ont été utilisées pour déterminer les écart-types, excepté pour le lot CL ou 31 mesures

ont été réalisées.

L'incertitude globale (Eqg. II-7) cumule I’erreur systématique (biais) et I'erreur de reproductibilité (s).

|IStlcrRm_anat=[Silcrm rer|+2:5 (%) (n-7)

Incertitude globale = -
[SilcrRm_ref

oU [St]crm _anar €t [Silcrm rer représentent respectivement la moyenne de la concentration en silicate
analysée avec le capteur et la valeur de référence de la CRM donnée par le fournisseur KANSO indiquée

dans le Tableau II-1.

La justesse (Eq. 11-8) est définie par [100 - Erreur Relative (%)] :

Justesse = 100 — l[SL]CRM‘a,nal_[SL]CRM‘Tefl (%) (I1-8)
[StlcrM_ref
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Il n’existe aucun biais pour les lots CK, CC et CB, le terme (t(ss%).SD/VN) étant supérieur a (| [St]crm_anal -
[Silcrm_rer |) avec t(osy) la valeur d’une distribution t-Student pour un intervalle de confiance de 95 %
et N le nombre de mesures. Un léger biais est détecté pour le lot CL d( au grand nombre d’analyses
réalisées (N = 31). Néanmoins I'écart-type et le coefficient de variation obtenus sur la moyenne de la

concentration sont trés faibles ainsi que I'incertitude globale.

Les résultats obtenus avec le capteur pour les incertitudes globales et les justesses pour I'ensemble
des lots testés sont tres bons. La plus forte incertitude globale est logiquement observée pour la plus
faible concentration en silicate (lot CK), inférieure méme a la limite de quantification de notre capteur
mais également pour la méthode colorimétrique utilisée par KANSO, rendant le résultat obtenu trés

acceptable.

11.2.2.3 - Sensibilité et répétabilité

Afin de déterminer les limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ), une faible concentration
en silicate a été analysée avec le capteur 26 fois. Une valeur a été discréditée par un test de Dixon [57].
La moyenne sur I’échantillon et son écart-type (s) obtenus sont : m.ovv: 1,93 + 0,11 pmol L. A partir
de cette moyenne, la limite de détection définie par 3 fois I'écart-type et la limite de quantification

comme 10 fois I'écart-type, sont respectivement :
LOD = 0,32 pmol L!
LOQ = 1,08 pmol L.

Le ratio de conformité (R) défini par I’équation 11-9, permet de déterminer la validité de la méthode de
calcul. Si la concentration choisie est adéquate, le ratio doit étre compris entre 4 et 10. Lorsque R < 4,
la concentration analysée est trop faible et la limite de détection réelle est plus élevée que la limite de
détection estimée par le calcul. Au contraire si R > 10, la concentration analysée est trop élevée et la

limite de détection donc est sous-estimée.

R_mlow _ [Siliow (||-9)

LOD 3Xs

Dans notre cas, le ratio de conformité obtenu est de R = 6, validant la méthode et la valeur de la LOD

calculée.
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Le test de répétabilité effectué avec la solution de référence CRM, lot CL (N = 31 mesures), permet

d’estimer la moyenne de la population (i notée ici [Si],_ci) en calculant son intervalle de confiance a

partir de la moyenne de I'échantillon (X notée ci-avant [St]crm_anal) qui est défini par I’équation 11-10.

o~
X
1%]
o~
X
1%}

(I1-10)

=

avec t le coefficient de Fisher-Student dépendant du nombre de mesures, s I'écart-type calculé sur
I’échantillon analysé. En considérant des degrés de confiance de 95 % et 99 %, les moyennes de la

population pour la CRM_CL sont respectivement :
14,00 umol L < [Sily_cL_os% < 14,10 umol L
13,99 pumol L't < [Sily cL_g9% < 14,11 umol L7,

ce qui est en trés bon accord avec la valeur de référence de [Silcrm_c_rér = 14,1 £ 0,3 umol L indiqué
par le fournisseur, avec des variances sur 'intervalle encadrant les moyennes vraies (u) relativement

faibles (+ 0,05 et + 0,06 umol L2).

11.2.2.4 — « Recovery tests »

Afin d’évaluer l'influence éventuelle de la matrice (eau de mer naturelle) sur la détermination de la
concentration en silicate, des tests de récupération ou « recovery tests » ont été réalisés avec les

solutions CRM pour les lots CK et CC.

A une solution de CRM, une quantité connue, précise, d’'une solution mére commerciale de silicate
SiO; ([Silajout) @ été ajoutée. Chaque échantillon de CRM avant et apres dopage a été analysé par le
capteur 2 fois. Les concentrations obtenues ont été déterminées en utilisant la calibration de la Figure
1I-18 qui a été construite quant a elle, a partir de solutions standard diluées dans de I'eau de mer
artificielle. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau II-3. Le taux de récupération (%

recovery) est défini par I'équation 11-11 :

mTotal (” _ 11)

0, —
recovery = —
% Y [SUcrM_anar*+ [Si]ajout
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ou [St]rotal €St la moyenne de la concentration en silicate dans I’échantillon de CRM dopé, analysé par

le capteur. [St]crm_ana™ correspond a la moyenne de la concentration en silicate dans I'échantillon de
CRM seul (non dopé) analysé par le capteur ([St]crm_anat indiqué dans le Tableau II-2) corrigé du facteur
de dilution d{ aux ajouts de solution mére de SiO,. Le volume ajouté est cependant considéré comme

suffisamment faible pour négliger une dilution de la matrice eau de mer (réelle).

Tableau Il - 3 : Tests de récupération

[Sl]Totali' S (leO' LEI)

[Silajout (Mol L) % Recovery

(CV%)
6,68 7,47 £ 0,24 (3%) 100,1%
Lot. CK
13,35 14,10 £ 0,31 (2%) 99,7%
20,70 104,37 £ 0,81 (1%) 97,9%
Lot. CC
41,40 126,15 + 0,88 (1%) 99,2%

De trés bons taux de récupération ont été obtenus, de 97,9 % a 100,1 %, que ce soit pour des faibles
(0,75 umol L) ou des fortes concentrations (88,25 pmol L) en silicates et des salinités également
différentes (35,211 et 34,338), indiquant I'absence d’effet de matrice sur le procédé de détermination

de la concentration en silicate avec le capteur électrochimique (calibration avec de I'eau de mer

artificielle).

L'ensemble des figures de mérite et caractérisations du capteur silicate présentés dans ce chapitre
illustrent les trés bonnes performances de mesure obtenues avec celui-ci [58]. L'ultime étape de

validation de l'instrument reste la mise a I'eau du capteur afin d’évaluer ses performances en

conditions réelles.

lll - Déploiements in situ et validation du capteur Silicate

Afin de valider les performances du capteur en milieu eau de mer et de s’assurer de la véracité des
données recueillies par le capteur, j'ai organisé et participé en tant que chef de mission a 4

déploiements in situ du capteur Silicate. Une série d’intercomparaison avec des mesures
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colorimétriques a été réalisée en Mer Méditerranée [58]. Un autre déploiement, non présenté ici, avait

permis de confronter les résultats obtenus par le capteur silicate avec les données physiques et

météorologiques rendant compte des processus océanographiques s’établissant dans la zone d’étude :

I'upwelling au large de Coquimbo, Chili [44]. Enfin le déploiement de 2 unités synchronisées du capteur

silicate dans I'océan pacifique a permis d’évaluer la reproductibilité du capteur.

lll.1 - Intercomparaison avec la colorimétrie dans I’étang de Thau (Méditerranée)

Le capteur Silicate présenté sur la Figure II-16 a été déployé dans I'étang de Thau a 1,6 métres de

profondeur depuis un ponton de la Station Marine de Sete entre les 8 et 12 juillet 2019 (Figure 11-19).

L’étang de Thau est un lagon cotier peu profond (4 métres de profondeur de moyenne), localisé sur la

rive Nord-Ouest de la Mer Méditerranée (43°24’00”” N, 3°36’00" E), relié a celle-ci par 3 canaux étroits.

Le site d’étude est caractérisé par des fluctuations saisonniéres importantes de la température et de

la salinité de I'eau (respectivement d’environ 4 a 29°C et 28,5 a 40 psu [59]) et est fortement affecté

par les conditions météorologiques qui entrainent une large variabilité de la concentration en

nutriments (dont les silicates) [60]. Des rejets de nutriments, suivis par des augmentations

significatives de la production primaire, sont notamment observés lors de crues fluviales [61].

43°28'
Thau Lagoon
Marseillan
MEDITERRANEAN SEA
1 km
 I—
43°18'
03°30°

03743

Site de déploiement

N R
-~

R Nl

Station Marine de Séte

Figure Il - 19 : Site de déploiement du capteur Silicate dans I'étang de Thau (e)
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L'amplitude des marées étant inférieure a 1 metre, ce sont donc le vent, qui joue un réle important
dans I'hydrodynamique [62], et la température qui représentent les principaux vecteurs de brassage
vertical de I'’eau dans I'étang. En été (juillet, aoQt), une faible vitesse de vent (< 5 m s) accompagnée
par des températures et salinités élevées de I'eau (environ 30°C et salinité supérieure a 38) sont
observées, entrainant un appauvrissement en oxygeéne des eaux de fond (anoxie). Dans ces conditions
anoxiques, la gamme de concentration en silicate varie de quelques micromolaires a environ 50 umol

L' [63,64].

Pendant les quatre jours de déploiement, 102 données ont été enregistrées par le capteur qui a
fonctionné en continu, analysant un échantillon toutes les 45 minutes. Les voltammogrammes
cycliques enregistrés par le capteur ont été post-analysés au laboratoire a I'aide du logiciel NOVA
(Metrohm). Les intensités du premier pic de réduction du complexe silicomolybdique ont été
converties en concentrations en utilisant la droite d’étalonnage réalisée avant le déploiement. La série
temporelle de la concentration en silicate obtenue ainsi que la température de I'eau mesurée in situ
par le capteur sont présentées sur la Figure II-20. Les triangles rouges correspondent a la concentration
en silicate déterminée par la méthode de référence colorimétrique [65] sur 8 échantillons d’eau
prélevés a la méme profondeur que le capteur et analysés a la station marine de Sete. La salinité
mesurée sur ces échantillons d’eau a I'aide d’un capteur de conductivité / salinité (modéle EC300,

VWR), est indiquée en bleu.

La concentration en silicate varie de 8,90 & 25,19 umol L et la température & 1,6 métre de profondeur
de 25,01 a 28,74 ° C. Le capteur a besoin de 13 minutes pour échantillonner I'eau de mer. Par
conséquent, les données de la concentration en silicate sur la Figure 11-20 sont tracées en fonction de
la moyenne du temps d'échantillonnage (heure locale : UTC + 2). Pour les mesures colorimétriques au

contraire, il s’agit du temps réel et instantané au moment de |'échantillonnage de I'eau de mer.
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Figure Il - 20 : Evolution temporelle (heure locale UTC+2) de la concentration en silicate (®) et la température
profondeur de déploiement

(A ) mesurées par le capteur a 1,6 m de profondeur dans I’étang de Thau - Concentration en silicate déterminée
par la méthode de référence colorimétrique ( A ) et salinité (m) mesurées sur des échantillons d’eau prélevés a la
La température de l'air et la vitesse du vent pendant la période de déploiement ont également été
mesurées respectivement avec une sonde de température (modele HMP45C, Campbell Scientific) et
un moniteur de vent (modeéle 05103-L, Campbell Scientific), tous deux fixés sur le ponton de la station

marine. Les données obtenues sont indiquées sur la Figure 11-21.



Chapitre Il : Développement de capteurs électrochimiques autonomes

32 4 | | | | | |
I I I I | I
I I I I I I
31 - o b o
I I I I I I
I I I I I
30 + | | | | . | <
I I I I I I =
| | | I | | o
o 29 + | | | f | | 3
o I I | [ I I
) | | | | &
5 28 1 | | | | <
= I I I I I )
- - . R 3
5 i
2 R o fy 3
g | | | | | 2
[ 26 I I I I I o
I | I I I 3
I I I I o~
25 - | o RN :
| ' | | . 3
24 | | Ry “
I | | I I =
| I I
23 - | o |
I I I I |
I I I I I
22 T T T T III T T III T III T T III T III T T
HIPTOLY ST YD F SO LDy P
PRIV I IIFI I PNV P
YIS
QO QO QOO0
N\INININPNININININTNININININININININININININININ
AN AN AN AN A AN AN A A A A AT A A Y A Y A A A Y A A A Y A AN
P L LLLILILIALILFILLIIYYY Y
FPFFFIIIPPPI IS

Figure Il - 21 : Evolution temporelle (heure locale UTC+2) de la température de I'air (®) et de la vitesse du vent
de surface (moyennée sur 30 minutes) (m) mesurées sur le ponton de la station marine pendant la période de
déploiement.

Les lignes pointillées verticales sur les Figures 11-20 et II-21 indiquent les couchers et levers de soleil

délimitant les jours et les nuits.

Au cours de la période de déploiement, une bonne corrélation a été obtenue entre les données du
capteur et les mesures colorimétriques, illustrant I’labsence de dérive du capteur apres ces quatre jours
de mesure. Seule la premiere valeur enregistrée par le capteur semble éloignée de la valeur de
référence (colorimétrie), néanmoins il y a 30 minutes d’écart entre I'échantillonnage pour la mesure
colorimétrique et le début de I'échantillonnage réalisé par le capteur. De plus, la concentration en
silicate ainsi que la salinité étaient en phase d’augmentation. Le résultat obtenu est donc plut6t

cohérent.

La comparaison des données mesurées durant les jours ou les nuits montrent des concentrations en

silicate plus élevées pendant la nuit que pendant la journée, ce qui a précédemment été observé par
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Throuzeau et al. [66]. A la lumiére du jour, dans la partie supérieure de la zone euphotique”, les silicates
sont consommeés par le phytoplancton pour sa croissance, expliquant la diminution de la concentration
observée dans les eaux de surface. Pendant la nuit, I'augmentation de la concentration en silicate peut
s'expliquer par un mélange vertical dans la colonne d’eau, dii au vent et aussi a la stratification liée a
la diminution a la fois de la température de surface de I'eau et de I'air (voir Figure II-21 : nuits du 8 au
9 juillet et dans une moindre mesure du 10 au 11 juillet). Ceci induit un relargage de silicate en
suspension dans le sédiment. Le maxima de la concentration en silicate a 25,19 umol L (Figure 11-20)
mesuré dans la nuit du 9 au 10 juillet est en effet corrélé a une augmentation de la vitesse du vent de
surface, comme le montre la Figure 1l-21. La reminéralisation ou la régénération du silicate dans la
colonne d'eau peut également participer a I'augmentation de la concentration en silicate durant la

nuit.

11l.2 — Déploiement au large de I'lle de Paques dans le Pacifique

Deux unités de capteur silicate ont été déployées sur une ligne de mouillage au large de I'lle de Paques
(anse de Hanga Piko) dans I’'Océan Pacifique. La cage en acier inoxydable supportant les 2 capteurs
silicate et leur pack batterie respectif, présentée sur la Figure 11-22, était déployée tres proche du

plancher océanique (pres du sédiment) a 106 métres de profondeur.

Les deux capteurs ont été étalonnés sur I'lle de Paques, juste avant déploiement a I'aide d’une solution
mére standard de SiO, a 16693 + 83 umol L diluée dans de I'’eau de mer artificielle (S = 35, pH = 8).
Les équations des droites d’étalonnage obtenues sont respectivement : lygp=0,32v/réf) = 0,0133 [Si] —

0,1403 (R2=0,9979) and lxgp=0.32v/r¢f) = 0,0094 [Si] -0,0696 (R2=0,9953).

Entre le 6 et le 14 mai 2019, les deux capteurs ont enregistré un total de 440 données
(voltammogrammes cycliques post-traités au laboratoire) a une fréquence de un point toutes les 45
minutes, avec une différence de 6 minutes entre I'échantillonnage des 2 capteurs (résultats non

publiés a ce jour).

* zones éclairées des lacs, mers et océans ou se produit la photosynthése
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Figure Il - 22 : Cage en acier inoxydable instrumentée de 2 capteurs Silicate et leur pack de batterie

Durant la période de déploiement, trois échantillons d’eau de mer ont été prélevés dans la méme zone
et profondeur d’immersion des capteurs puis analysés par colorimétrie a I'Université Catolica del
Norte, a Coquimbo (Chili) par nos collegues chiliens avec qui j'ai collaboré pour ce déploiement. Les
concentrations en silicate obtenues pour ces échantillons sont représentées par des triangles bleus sur
la Figure 11-23, alors que la série temporelle des silicates obtenue avec les capteurs est présentée en
noir et la température de I’eau a 106 metres de fond en rouge sur la Figure 1I-23. La concentration en
silicate est tracée en fonction du temps moyen d’échantillonnage, celui-ci durant 13 minutes (heure

locale : UTC-8).
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Figure Il - 23 : Evolutions temporelles (heure locale UTC-8) de la concentration en silicate (#) et de la
température de I'eau a 106 m de profondeur ( A ) enregistrées par 2 capteurs électrochimiques a Hango Piko (Ile
de Pdques) — (A ) : concentrations des échantillons d’eau prélevés et post-analysés par détection colorimétrique

au laboratoire

La concentration en silicate varie de 0,24 a 5,18 pmol L (Figure 11-23). Une excellente corrélation a été
obtenue entre les données enregistrées par les capteurs et les mesures colorimétriques de référence

et également entre les 2 capteurs eux-mémes (en considérant les 6 minutes d’écart entre leur

échantillonnage).

La Figure 1lI-24 montre des exemples de la concentration en silicate enregistrée par les 2 capteurs
séparément les 8, 9 et 11 mai 2019. Les variations de concentration et particulierement les épisodes
extrémes (concentrations maximales en silicate) sont identiques pour les 2 capteurs, illustrant la

fiabilité et I'excellente reproductibilité des résultats.

(D.) @4nyespdwial
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Figure Il - 24 : Comparaison des concentrations en silicate obtenues avec les 2 capteurs (noir : capteur Si_n°1 et
rouge : capteur Si_n°2)

IV — Conclusions

Depuis mon arrivée au LEGOS en 2011 (TRL2/3), soit aprés 10 années de développement instrumental
nous avons abouti a la conception d’un capteur électrochimique autonome pour la mesure in situ de
la concentration en silicate dans I'eau de mer d’un niveau de maturité technologique de TRLS. Les
figures de mérite et les déploiements en milieux réels ont montré la robustesse des données et du

procédé de détermination de la concentration en silicate.
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Depuis le principe de mesure électrochimique avec modification in situ de I’échantillon, mis au point
dans une cellule électrochimique compartimentée de plusieurs millilitres, un temps de travail
considérable a été nécessaire pour développer un capteur in situ, immergeable : comprenant |'étude
et la conception des matériaux (résistants dans le temps et dans I’environnement sans relarguer des
interférents), le développement et la validation de I'électronique, I'intégration d’'un systéme de
prélevement de I'échantillon (pompe) qui a nécessité d’adapter la mécanique en conséquence et
travailler sur le mécanisme de formation du complexe silicomolybdique permettant sa détection sans
dilution du signal et enfin la validation du capteur en milieux simulés et réels. Ce lourd et long travail
a été conduit dans le cadre de 5 projets (1 projet RTRA-STAE, 4 projets européens dont un financé par
I’ANR) durant lesquels j'ai encadré 5 post-doctorants, 2 stagiaires IUT Mesures Physiques et gérer un

budget total de 1 170 000 € (jusqu’en 2024).

Avant d’envisager la commercialisation du capteur par nke Instrumentation, partenaire industriel

depuis le projet SenseOCEAN en 2013, des améliorations sont actuellement a I'étude.

En effet, le principal défaut du capteur silicate est son temps d’échantillonnage trop long (13 minutes)
limitant son utilisation sur des véhicules autonomes sous-marins. Son poids et sa consommation
énergétique sont par contre compatibles pour son implémentation sur un flotteur profileur de type
ARGO. Un test a d’ailleurs été réalisé au large de Villefranche-sur-Mer en Mer Méditerranée en 2017

(Figure 11-25) [44].

Les profileurs ARGO dérivent avec les courants marins lorsqu’ils sont a leur profondeur dite de parking
(prédéfini par I'utilisateur). Des capteurs physiques (température, pression, conductivité) et
éventuellement biogéochimiques (nitrate) implémentés sur le profileur font I'acquisition de leurs
données le long de la colonne d’eau lorsque le profileur remonte en surface, puis celui-ci transmet les
données recueillies par induction satellite avant de replonger a sa profondeur de parking. Les capteurs
sont alimentés par le véhicule (pas de batterie externe) et communiquent avec celui-ci (transmission

des données) [67].



Chapitre Il : Développement de capteurs électrochimiques autonomes

Antenne et capteurs physiques
(température, profondeur, conductivité)

Compensateur de flottabilité

Capteur Silicate

Structure annexe d’'implémentation de
capteurs biogéochimiques dont le Silicate

Figure Il - 25 : Flotteur profileur PROVOR instrumenté du capteur Silicate

Dans la configuration actuelle du capteur silicate, le temps de réponse du capteur et particulierement
le temps d’échantillonnage sont trop lents devant la vitesse de remontée du profileur, aussi les silicates
sont échantillonnés et mesurés lorsque le profileur est stationnaire, a sa profondeur de parking. Un

effort reste a faire sur ce temps de réponse.



Chapitre Il : Développement de capteurs électrochimiques autonomes

Fort de I'expérience acquise en développement instrumental au LEGOS et également du c6té de nke
Instrumentation, une nouvelle version du capteur a une cellule unique est actuellement en cours de
caractérisation. Grace a cette cellule unique, ou toutes les électrodes nécessaires a la production des
réactifs et a la détection du complexe silicomolybdique sont intégrées dans le méme ensemble, le
circuit nécessite uniqguement d’étre rincé et rempli avec le nouvel échantillon d’eau de mer. En
s’affranchissant de devoir transférer le complexe silicomolybdique vers une cellule de détection, de
nouvelles solutions de prélevement d’eau de mer sont désormais envisageables. Un circulateur a donc
été intégré, permettant d’utiliser des débits bien plus élevés et d’abaisser ainsi I'échantillonnage a
seulement quelques secondes. Cette nouvelle configuration de capteur permet la détection des
silicates toutes les 13 minutes (contre 45 min précédemment) et sera implémentée sur un profileur

ARGO et testée en Mer Méditerranée dans le cadre du projet NAUTILOS.

Une autre amélioration du capteur silicate avant d’envisager son utilisation a plus large échelle dans
la communauté des océanographes concerne le post-traitement des données. A I’heure actuelle, la
mesure manuelle (logiciel NOVA) de faibles intensités de pics sur les voltammogrammes cycliques
enregistrés nécessite les compétences d’un électrochimiste averti. Une solution a I’étude est d’utiliser
la détection des silicates par voltammétrie a vague carrée permettant de potentiellement développer
un algorithme de post-traitement automatique, intégré, du signal fournissant directement les données
en concentration en silicate, les pics en voltammétrie a vague carrée étant gaussiens. L'électronique
embarquée de la derniere génération du capteur a été améliorée en conséquence et integre la

détection du complexe par voltammétrie a vague carrée.
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ABSTRACT

This paper describes the electrochemical characterisation of gold and platinum microdevices mass fab-
ricated using silicon technology. Specific attention was paid to allow in situ electrochemical detection
of silicate in seawater. Thus, using a silicon nitride (Si3N4) inorganic passivation layer patterned using
Inductively Coupled Plasma Chemical Vapor Deposition (ICP-CVD), coupled with a non-aggressive lift-
off based process, different electrodes were isolated electrically: one gold or platinum working electrode
named “macroelectrode” (2 mm of diameter), four gold or platinum working ultramicroelectrodes (UME)
(15 wm of diameter), one platinum counter electrode and one silver electrode which can be used as a ref-
erence electrode after its chlorination. Their small size and mass fabrication make them very promising
for oceanographic applications. As some components of microdevices release silicate and contaminate
the solution, after being immersed in seawater, these microdevices were inserted in a specific cell that
only puts the electrodes in contact with the seawater solution. Gold has been tested as a possible material
for working electrodes but its lack of adherence to the passivation layer in seawater solutions led to non-
accurate measurements. On the contrary, passivation layer on platinum electrodes resists to the seawater
corrosive medium. The analytical performances of the platinum microdevices has been tested through
different silicate calibrations and shows an outstanding accuracy and reproducibility when measure-
ments are performed, especially with the macroelectrodes which showed only 2.8% signal variation after
four months of use and a limit of quantification of 0.50 wmol L-! suitable for oceanographic applications.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

cover the ocean with as many biogeochemical profiling floats as
physical floats. To reach this goal, in situ and autonomous nutrient

Continuous monitoring and real time transmission of key
parameters from marine environments, such as macro-nutrients
(silicate, phosphate, nitrate) help to better understand biogeo-
chemical cycles and the role of the ocean in climate evolution. As
of September 2014, 3579 ARGO floats equipped with physical CTD
(conductivity, temperature, depth) sensors were profiling in the
global ocean. Some of these floats were equipped with biogeochem-
ical sensors (Oxygen (249), Bio-optics (77), Nitrate (47) and pH (14))
but none of them with a silicate one. An important challenge is to

* Corresponding author. Tel.: +33 561 33 29 13; fax: +33 561 25 32 05.
E-mail address: carole.barus@legos.obs-mip.fr (C. Barus).
1 2 first co-authors.
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0925-4005/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

sensors are needed to sample the largest range of spatio-temporal
scales. In order to implement nutrients sensors on buoys, moor-
ings, autonomous under vehicles, floats. . ., these sensors have to be
robust and resistive to corrosive conditions, miniaturized, portable,
may consume low energy, and be low cost. Electrochemistry has
been chosen here to detect silicate because electrochemical meth-
ods may fulfill some of these requirements.

As a matter of fact electrochemistry is routinely used in ana-
lytical chemistry and provides a large scope of applications, in
increasingly complex samples [1-4]. In marine environments,
Reimers [5], Moore et al. [6] and Denuault [7] reviewed the
electrochemical techniques and microelectrodes used into sen-
sors for oceanic research. Mainly, there are four electrochemical
methods used in oceanography using in situ commercial sensors:
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(i) impedimetry to measure conductivity and determine salinity
[8], (ii) potentiometry to measure pH [9-13] and pCO, [14,15],
(iii) amperometry to measure dissolved oxygen using Clark sen-
sors [16,17] or STOX sensors [18,19] and (iv) voltammetry for
trace metals and speciation monitoring [20,21]. In the last recent
years, combination of modern electrochemistry with progress in
microelectronics and microfabrication has allowed to develop new
microarrays, flow-cells and microsensors for real-time monitoring
of trace metals (Pb%*, Cd2*, Cu?*, Mn2*, Co%*...) in seawater using
screen-printed electrodes [22,23] or silicon-based microelectrodes
[24-27]. Cathodic [28] and anodic [29] stripping voltammetry
methods are widely used for metals speciation, more often
combined with square wave voltammetry (Square Wave Anodic
Stripping Voltammetry SWASV) [30-32]. These methods are using
either gel integrated Ir-based microelectrodes [21,33,34] or gold
amalgam electrodes [20,35-37] and allow to detect simultaneously
several redox species in seawater within a single potential scan
(02, Mn%*, Fe2* I, FeS, $27, H,S. . .).

It is now possible to detect silicate with electrochemical meth-
ods without any addition of liquid reagents even if silicate is
a non-electroactive species and so cannot be detected directly.
Indeed, Lacombe et al. developed a method to produce in situ the
reagents and the pH conditions needed to form the Keggin anion
Si(Mo012040)*" detectable by cyclic voltammetry on gold or plat-
inum electrodes [38]. This method requires a simple oxidation of a
molybdenum electrode in order to form molybdate and protons. To
achieve the needed acidic pH and form the silicomolybdic complex,
a non-proton exchange membrane is added in order to isolate the
counter electrode and avoid the reduction of the H* formed at the
anode [39]. We are currently working on the development of minia-
turized and autonomous silicate sensors using this method and in
order to reduce the associated cost, the use of silicon-based tech-
nologies for the mass fabrication of electrodes and the realization
of integrated microdevices is proposed.

Development of microfabricated electrochemical devices
(microelectrodes, microelectrode arrays and ultramicroelec-
trodes) has considerably increased in the last two decades [40].
The advantage of this technique is to create individual microde-
vices with identical physical and chemical performances, well
defined and reproducible geometries of several electrodes with a
mass fabrication approach. Several metals (such as gold, platinum,
silver. ..) can be deposited on silicon-based microdevices. The final
capping insulation layer (passivation layer), which isolates the
circuit and defines the electrode surface area, is the critical step
in the microfabrication process. Passivation layers can be either
organic or inorganic.

Organic passivation layers such as polymers are generally
deposited by spin coating processing and were used for medi-
cal applications [41,42]. However, organic passivation layers suffer
from water adsorption and are not suitable for liquid media such
as seawater. The time of failure in such environment is in the range
of a few hours [43].

Inorganic passivation layers such as silicon oxide (SiO,) or sili-
con nitride (Si3Ny4 ), deposited by Plasma-Enhanced Chemical Vapor
Deposition (PECVD), give excellent electrical barrier properties and
resist much longer in fluids than polymers. Microdevices with
these inorganic passivation layers were used to evaluate the quan-
tity of herbicides in natural waters measuring the variations in
consumption-production rates of species involved in metabolic
activities of algae such as O,, H,0,, and H30*/OH~ ions [44].
Tercier-Waeber et al. developed a multi physical-chemical profiler
for in situ monitoring of Cu(Il), Pb(Il) and Cd(II) in estuaries and
coastal seawaters [21].

However, environments such as seawater where the chloride
concentration is really high cause important damages on pas-
sivation layers. Indeed Nolan and Kounaves revealed that both

chloride (Cl~) concentration and acidity of the solution contribute
to microdevice failure because of Cl~ infiltrations underneath the
insulating layer [45].

Schmitt et al. compared different passivation layers in NaCl
(1 molL-1) solution at three different pH (i.e. pH=2, 7 and 10) and
concluded that the best results in term of life time resistance were
obtained with SiO,/Si3N4 duplex layers and SiO, /Si3N4/SiO; triplex
layers [43].

Vanhove et al. used this type of inorganic passivation lay-
ers and developed a new deposition process at low temperature
which reduced surface damages and controlled residual stress
using Inductively Coupled Plasma Chemical Vapor Deposition
(ICP-CVD) coupled with a non-aggressive lift-off based process
with T shaped photoresist profiles [46]. They immersed three
microdevices with twelve gold ultra-microelectrodes (UME) dur-
ing approximately two months in seawater and did electrochemical
cleaning in sulfuric acid (H,SO4: 0.5 mol L~1) by cyclic voltamme-
try, then chronoamperometry measurements at 0.6 Vin 5 mmol L~!
solutions of potassium hexacyanoferrate (II) trihydrate in order to
measure the electroactive surface areas of UME. They showed stable
and reproducible results during 50 days.

In this work, we will present the results obtained with these
new silicon-based microdevices developed by LAAS laboratory with
Si3N4 passivation layer for the electrochemical detection of silicates
in seawater in the concentration range observed in the open ocean.
We will describe the structure of the new microdevices that inte-
grate a macroelectrode (ME), four ultramicroelectrodes (UME) and
a counter electrode. The materials used for the electrodes will be
discussed as well as how these devices have been adapted for the
first time for the silicate detection in seawater.

2. Material and methods
2.1. Microdevices fabrication

The electrochemical microdevices were fabricated according
to the ElecCell (Electrochemical microCell) silicon-based techno-
logical platform previously developed in LAAS [42]. Starting from
an oxidized silicon wafer (oxide thickness: ~1 wm) in order to
ensure electrical insulation between the different metallic layers,
the different thin metallic layers were deposited by evaporation
in conventional Physical Vapour Deposition (PVD) equipment, and
patterned using a bilayer lift-off process in order to improve fabri-
cation reproducibility. Different PVD processes were performedina
row: firstly, a 200 nm platinum layer was deposited on a 20 nm tita-
nium underlayer in order to ensure platinum adhesion on silicon
oxide. Then other metallic layers could be deposited such as 400 nm
gold (for working electrodes) and 400 nm silver that can be used
as a reference electrode after its chlorination. Finally, an inorganic
Si3Ny4 passivation layer (thickness: 105 4+ 5 nm) was deposited pat-
terned using photolithography techniques [46]. This wafer-level
passivation process was developed and optimized in order to fit
with the long-term seawater analysis [46]. Through this final step,
the different metallic layers were insulated electrically and their
active surfaces were precisely defined. Finally, the different sili-
con chips were placed and glued by an epoxy insulating glue on
a specifically coated printed circuit, wire bonded and packaged at
the system level in order to be fully compatible with liquid phase
analysis.

The dimensions of such a  microdevice are
80mm x 15mm x 2mm (Fig. 1A) and the photo shows one
platinum counter electrode (3 mm x 1 mm), one silver electrode
(3mm x 1mm) to be used further as reference electrode, one
working macroelectrode (2 mm of diameter) and four working
ultramicroelectrodes (15 um of diameter) (Fig. 1B and C). The
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Fig. 1. (A) Photo of microdevice with (a) oxidized silicon wafer covered with the electrodes and Si3N4 passivation layer, (b) silicone resin covering the electric micro-
connections, (c) PolyChloroBiphenyl (PBC) plate, (d) printed circuit board and (e) connection pin. (B) Zoom on the electrodes with the silver electrode (Ag), the platinum
counter electrode (Pt), the macroelectrode (ME, ¢ =2 mm) and 4 ultramicroelectrodes (small dots around the ME) and (C) Zoom on one ultramicroelectrode (UME, ¢ =15 pm).

macroelectrode and ultramicroelectrodes are made of gold or
platinum according to the fabrication process.

2.2. Apparatus and electrodes

Cyclic voltammetry measurements were carried out at room
temperature with a potentiostat PGSTAT 128 N (Metrohm) con-
trolled by NOVA software. A multiplexer module (MUX) (Metrohm)
allowed to connect several electrodes in the same time and to
perform electrochemical measurements with the different macro-
and ultramicroelectrodes from a microdevice, sequentially. All
potentials are given versus an Ag/AgCl/KCl (3 molL-1) (Metrohm)
reference electrode.

The molybdenum slab was supplied by GoodFellow (purity,
99.9%). To realize some contamination tests of the different com-
ponents and material used into microdevices, homemade gold
ultramicroelectrodes (25 wm of diameter) were needed. They were
prepared in the laboratory from gold wires purchased from Good-
Fellow and sealed with epoxy resin made with a mix of DGEBA!
(10g)+IPDA? (2.44 g) and polymerized at 80°C during 3 days [47].

2.3. Reagents and solutions

All solutions were prepared in Milli-Q water (Millipore Milli-
Q water system) and put into polypropylene containers because
glass must not be used in order to avoid silicate contamination in
solutions. Silicate solutions were prepared with sodium hexafluo-
rosilicate (Na,SiFg, from Merck) between 0.50 and 134 wmol L.
Standard calibration and silicate samples were prepared in
sodium chloride (NaCl) solutions supplied by Merck at 34.5gL"!
(0.6 molL-1).

The electroactive surfaces of gold (especially for homemade
electrodes) are activated using a 0.50 mol L~ sulphuric acid solu-
tion (prepared from a 98% H,SO4 solution supplied by Merck).

2.4. General analytical procedure
The methodology for the electrochemical determination of sil-

icates with the microdevices is adapted from the one described in

1 DGEBA: DiGlycidyl Ether of Bisphenol A
2 IPDA: Isophorone Diamine

Lacombe et al. and consists of two steps [39]. First, the molybde-
num metal electrode oxidation is performed in a 3 mL sample by
applying a constant potential of 1.0V until a 14 C electric charge
was reached in order to form molybdates (MoO42~ up to a concen-
tration of 6.5 mmolL~1) and protons (H*, pH=~1.5). The cut off of
the electric charge (14 C) was determined experimentally as it is
not possible to calculate it with the Faraday’s law since the oxida-
tion of molybdenum involves the formation of different Mo oxides
as MoO,, MoOs. .. [48]. After 6 min with stirring, the correspond-
ing B-silicomolybdic complex (B-Si(Mo12049)% ) is formed. This
step is carried out in a homemade cell (Fig. 2) which is divided
into two compartments separated by a Nafion® membrane (N117
DuPont™ PESA). In the first compartment, 3 mL of sample is placed
together with a molybdenum electrode and the reference electrode
(Ag/AgCI/KCl 3molL-1). A platinum counter electrode is placed
in the second compartment, on the other side of the non-proton
exchange membrane, to limit the diffusion of H* produced, avoid
their reduction and obtain the required acidic pH for the complex-
ation of silicates with molybdates [49,50]. Then the silicomolybdic
complexis detected by cyclic voltammetry (CV) using a gold or plat-
inum working electrode immersed in the compartment of the cell
(Fig. 2) which contains the Mo electrode. The cyclic voltammograms
are performed between 0.20 and 0.60V, using a scan rate 0.1V s™!
for the macroelectrode and 0.01 Vs~ for the ultramicroelectrodes.
The CV plots show two reduction peaks at 0.26V and 0.38V and

Working Mo electrode
P — electrode\
electrode ™
Non-proton exchange Ag/AgCl
membrane (Nafion®) reference
electrode

Fig. 2. Scheme of the homemade cell designed for the Mo oxidation and the forma-
tion of the silicomolybdic complex.
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Fig. 3. Cyclic voltammograms recorded with a gold ultramicroelectrode with
10mVs~! (IPDA, 25 um diameter) and an Ag/AgCI/KCl (3 molL~') reference elec-
trode in: (A) sodium chloride solution alone (black line), seawater where the silicon
wafer was immersed (red line), seawater where a silicon wafer covered with SizNy4
was immersed (blue line); (B) sodium chloride solution alone (black line), seawater
where silicon resin was immersed for 10 min (blue line), seawater where silicon
resin was immersed for 12 h (red line), seawater where PCB was immersed (green
line).

two oxidation peaks at 0.31V and 0.41 V. In this work, the analyti-
cal signals have been either the intensity current in the reduction
peak at 0.38 V (the most precise) or the oxidation intensity current
at0.41V.

Finally, a cleaning procedure for the working electrode must
be applied. This step has been previously performed with classi-
cal cleaning protocols using a H,SO4 solution; however, for in situ
seawater measurements, this process is not suitable. A new proce-
dure has been developed which consists in applying a potential of
—0.2Vduring 200 sin a seawater sample. This method has been suc-
cessfully tested using classical gold or platinum macroelectrodes
(2 mm of diameter) by applying it between different measurements
of a sample containing a silicate concentration of 140 wmol L~1. The
measured current in the detection cyclic voltammograms showed
a variation of only 4.6% after 18 different measurements over 87
days.

3. Results and discussion
3.1. Contamination tests
The microdevices presented in this work were tested by

measuring a 140 wmol L~ silicate solution made in sodium chlo-
ride solution. After the Mo oxidation, the silicomolydic complex

Reservoir

Seal

Microdevice

Base

Screw

Fig. 4. Scheme of the cell adapted for the microdevices and the silicate detection
measurement.

detection was carried out with a microdevice directly immersed
inside the 3 mL sample contained in the cell shown in Fig. 2 (it
was only needed to insert the side where are the electrodes of
the microdevices). The silicate measurement was repeated several
times in the same sample and an unexpected increase of the
analytical signal with time was observed. Since all components
from the microdevice were in contact with the sample during the
detection process, a possible release of silicates was suspected
from one or more of the microdevice components. Thus, a con-
tamination study in sodium chloride solution was performed and
the following materials were analysed one by one: (i) an oxidized
silicon wafer (SiO5: thickness: 1 wm) where the metallic electrodes
are deposited; (ii) a silicon oxide wafer with a Si3N4 passivation
layer (Fig. 1A-a); (iii) a silicone resin covering the electric micro-
connections between the electrodes and the electric paths on the
printed circuit board (Fig. 1A-b); (iv) a PolyChloroBiphenyl (PCB)
plate where are the electric paths (Fig. 1A-c).

Each material/component was immersed separately in different
NacCl solutions during at least 10 min and, then, a silicate detec-
tion procedure (Section 2.4) was applied. Cyclic voltammograms
were recorded using a homemade gold ultramicroelectrode (see
section 2.2) coupled with an Ag/AgCl/KCl (3 mol L-1) reference elec-
trode and a platinum counter electrode. Fig. 3 shows a comparison
between results obtained in a blank solution (only NaCl solution)
and the different samples in contact with every component of the
microdevices.

The signal obtained on Fig. 3A with the oxidized silicon wafer
without the SizNy layer (i: red line) shows a small peak at 0.30V
that might correspond to the silicomolybdic complex, indicating a
release of silicates in the solution. However when the silicon wafer
is covered with the passivation layer (ii: blue line) it did not provide
any contamination to the solution (Fig. 3A). The silicon resin (iii)
and the PCB printed circuit board (iv) clearly released silicates to
the solution. The measurements of these solutions showed an oxi-
dation peak corresponding to the silicomolybdic complex (Fig. 3B).
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Fig. 5. Evolution with time of cyclic voltammograms obtained in sodium chloride solution containing 140 pwmol L-! of silicates using two gold UMEs (A and B) and Platinum
counter electrode from the same microdevice and an external Ag/AgCl/KCl 3 mol L' reference electrode; scan rate 5mV s~ (blue line) 1st detection, (red line) 2nd detection
and (green line) 3rd detection - Inserts A and B correspond to SEM observations of the gold UMEs in the center and the damaged Si3N4 layer.

For theresin, it has been also observed that the signal increases even
more for longer immersion times up to 12 h (see Fig. 3B). Therefore,
components (iii) and (iv) must be isolated from the sample during
its measurement.

An electrochemical cell has been developed where one microde-
vice can be integrated into it (see scheme in Fig. 4) and allows to
put only the electrode surfaces in contact with the sample during a
measurement while the rest of the device, susceptible of releasing
silicates, is properly isolated from the solution. This cell is made of
Poly(methyl methacrylate) (PMMA) and has two distinct parts: at
the bottom, there is a base where the microdevice is attached and,
at the top, there is a reservoir where the sample is added (once
the oxidation and complexation has been performed, for instance,
using the procedure and cell described in Section 2.4). Between
the reservoir and the microdevice, a waterproof seal is placed to
prevent the contact of the solution with other microdevice compo-
nents apart from the electrodes and avoid any release of silicate.
As a validation of the good device insulation, a synthetic seawater

solution was kept in the cell reservoir with a microdevice attached
into it for several days. The measurements performed afterwards
did not detect any release of silicates to the sample.

3.2. Passivation layers study

Abig challenge is the development of capping passivation layers
for electrochemical devices that provide the required accuracy and
robustness for continuous analysis in seawater. Si3sN4 has been
the material tested for the passivation layer in the electrochemical
devices described in this work, either when the working electrodes
are made of gold or platinum (ME and UME, see Section 2.1).
The effectiveness of the Si3N4 insulating layer has been checked
by observing the state of the gold and platinum electrodes with
Scanning Electron Microscopy (SEM Hitachi S4800) once 20
measurements of samples with different silicates concentrations
had been performed. Gold electrodes did not present a proper
adherence to the Si3N4 passivation layer in silicate solutions which
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Pt

Fig. 6. Photo of a Scanning Electron Microscopy observation of a microdevice with
gold ME and UME electrodes and a platinum counter electrode. In yellow/beige: Au;
In grey: Pt; In blue: passivation layer (Si3N4) on the Pt; In light yellow: passivation
layer (Si3N4) on Au; In green: passivation layer (Si3sN4) on silicon oxide.

led to strong damages on them and, thus, to an increase of their
electroactive area surface. This resulted in a lack of accuracy and
reproducibility on their silicate determinations increasing with the
number of uses of the microdevices. Fig. 5 shows both the damages
observed by SEM on two representative ultramicroelectrodes
from one microdevice (Fig. 5, inserts) and the evolution of cyclic
voltammograms corresponding to three different detections of the
same solution of 140 wmol L~ of silicates. Between the first and
third detection, the analytical signal measured with the first UME
increased more than three times (Fig. 5A) and, for the second UME,
the signal nearly doubled (Fig. 5B).

Same results were obtained for the gold macroelectrode (Fig. 6),
which led to the conclusion that gold is not appropriate for silicate
determinations under the conditions used in this work. Moreover,
the silver reference electrode also presented seawater infiltrations
underneath the silicon nitride (results not shown). Studies and
improvements are still underway for isolating properly this elec-
trode but, meanwhile, an external reference can be used for any
silicate determination with no problems even in the final version
of the in situ sensor.

The platinum electrodes showed a good adherence with silicon
nitride in seawater. The layer stayed intact on the corresponding
electrodes even after several experiments or several days of immer-
sion in seawater with silicates (see counter electrode on Fig. 6).
Thus, platinum has been chosen as the material for the microde-
vices working electrodes (the counter electrode is also made of
platinum).

3.3. Analytical performances

Twelve different microdevices with platinum working elec-
trodes (all the devices presented one ME of 2 mm of diameter and
four UME of 15 wm of diameter) were tested by applying calibra-
tion measurements using the analytical procedures explained in
Section 2.4 and the cell presented on Fig. 4. Different concentra-
tions of silicate were prepared between 0.50 and 12.12 pmol L~!
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Fig. 7. (A) Cyclic voltammograms obtained in an sodium chloride solution contain-
ing [Si(OH)4] =8.42 (blue line), 33.69 (red line), 67.38 (green line), 101.08 (orange
line), 134.77 (black line) wmol L~ using the platinum working macroelectrode and
Pt counter electrode from a microdevice and an external Ag/AgCl/KCl (3 mol L) ref-
erence electrode; scan rate 100 mV s~'. (B) Calibration curves obtained between 8.42
and 134.77 pmol L~! within a month of difference (O and O markers) and between
0.50 and 12.12 pmolL-! (A markers)-Insert: zoom of calibration curve obtained
between 0.50 and 12.12 wmol L-1.

and from 8.42 to 134.8 wmol L~! in sodium chloride solution, to
cover the whole range of those found in the open ocean. An exter-
nal Ag/AgCl/KCI (3 mol L-1) reference electrode was used for all the
measurements. The analytical signal was the intensity current mea-
sured in the 0.38V reduction peak of their corresponding cyclic
voltammograms. Among the twelve analysed microsensors, only
one presented mechanical problems and did not provide any mea-
surable signal. This device will not be taken into account for the
following description of the devices analytical behaviour.

On one hand, silicate calibrations carried out with the macro-
electrodes showed excellent results: 91% of the analysed MEs
showed linear regressions superior to R%2=0.995 which demon-
strate their outstanding analytical performance. As an example, in
Fig. 7, two different calibrations (high concentration range) per-
formed within a month of difference are presented (square and
circle markers) using the ME of one microdevice for a concentration
range from 8.42 to 134.8 wmol L~!. The agreement between both
calibrations proves the good reproducibility that can be achieved
with the macroelectrode. In fact, a low average deviation of 2.8%
was obtained for currents measured repeatedly during a month
using the same ME in a solution containing 67.1 wmol L~! of sil-
icates. After 3 months, the measurements could be replicated
using the same microdevice. Similar results were obtained in a
134.8 wmol L1 silicate sample. The sensitivity of the microdevices
ME is also excellent, given by the excellent signal-to-noise ratio
shown in Fig. 7A. On Fig. 7B, the triangle markers correspond to the
calibration obtained for the lowest concentration range from 0.50
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Fig.8. A)Cyclic voltammograms obtained in an sodium chloride solution containing
[Si(OH)4] = 8.44 (blue line), 33.52 (red line), 67.14 (green line), 100.82 (orange line),
134.12(black line) wmol L~ using a platinum working ultramicroelectrode and Pt
counter electrode from a microdevice and an external Ag/AgCI/KCl (3 molL-1) ref-
erence electrode; scan rate 10 mVs~'. (B) Calibration curve obtained measuring the
intensity current of the reduction wave in the corresponding cyclic voltammograms.

to 12.12 pwmol L1 reported also in the insert of Fig. 7B with a larger
scale. The limit of detection with ME is 0.50 wmol L~1. Altogether,
the results obtained with the macroelectrodes demonstrate their
remarkable precision, reproducibility, good stability and sensitivity
that make them very useful for proper oceanographic applications.

On the other hand, 43% of all analysed ultramicroelectrodes in
the devices (the total number of UMEs tested was 44) showed a high
analytical accuracy with calibrations where R% > 0.99 was obtained.
More interesting is that seven of the eleven microdevices tested
had at least one ultramicroelectrode with this excellent perfor-
mance. Fig. 8 shows both the different cyclic voltammograms of
a silicate calibration performed with one ultramicroelecrode from
amicrodevice and the corresponding calibration curve (the analyt-
ical signal has been the current intensity measured in the reduction
wave of the cyclic voltammograms). The limit of quantification
obtained with UMEs is 8.44 pmol L1,

It has been observed that, for the same silicate sample, the
current intensity measured is not exactly reproducible between
ultramicroelectrodes (even on the same microdevice). An inaccu-
racy on the UME surface during the microdevice fabrication seems
to be the reason. Electrodes are fabricated with an imprecision of
+1 pmon their diameter. For UMEs, this imprecision can lead to dif-
ferences sufficiently large in their electroactive surface and, thus,
to a difference on the measured currents for the same silicate con-
centration. This should not be a problem as the exact electroactive
surface of UMEs can be electrochemically determined by analysing
well known systems such as the ferri/ferrocyanide redox systems
[46].

The presence of a ME and four UME altogether in a same
microdevice offers a great advantage since it allows performing up
to five automatic sequential silicate detections using a potentiostat
and a MUX module (see Section 2.2). This provides to the user a
wider range of results and a better accuracy for the silicate con-
centration measurement. Moreover, the combination of detection
experiments from both ME and UME paves the way for a future
calibration less procedure [51].

Platinum microdevices, especially using the integrated macro-
electrodes, have provided excellent results and could be success-
fully integrated in silicate microsensors for oceanographicresearch.
They will allow also to reduce the cost of the sensor and to facil-
itate its miniaturisation, as the design of the microdevices can be
adapted as desired to fit into very small cells.

4. Conclusions

New silicon-based electrochemical microdevices with SizNg
passivation layer, deposited at low temperature by ICP-CVD cou-
pled with a non-aggressive lift-off process, have been developed
for the determination of nutrients in seawater. A microdevice
combines one macroelectrode (2 mm of diameter), four ultrami-
croelectrodes (15 pm of diameter), one platinum counter electrode
and one silver electrode that can be used a reference electrode in
seawater after chlorination. All the components of microdevices
have been immersed individually in seawater during 10 minutes
and the resulting solutions have been analysed using the electro-
chemical procedure for silicate determination. It appears that some
of the materials used for the fabrication of the microdevice release
silicates to the sample and contaminate it. Therefore, a new cell has
been developed where the devices are inserted during the detection
process in order to isolate all their components from the solution
except the electrodes. Two different metals (Au and Pt) have been
evaluated as working electrodes for in situ detection of silicate in
seawater. On one hand, gold is not suitable for seawater applica-
tions since infiltrations of water were observed underneath the
passivation layer due to a weak adherence between gold and SisN4
layer in such a corrosive medium.

On the other hand, platinum working electrodes gave good
results. Silicate calibrations, between 0.50 and 134.8 wmolL™1, in
synthetic seawater have been performed to test the analytical per-
formance of the microdevices. Ten of the eleven studied platinum
macroelectrodes showed excellent linear regressions (R% >0.995),
very good limit of detection (0.50 wmolL~') and remarkable sta-
bility, lifetime and reproducibility as only 2.8% of the signal for a
67.1 wmol L~ silicate sample decreased after four months of use.
Moreover, seven of the eleven microdevices had at least one ultra-
microelectrode that provided linear regressions superior to 0.99%
in silicate calibrations. Work is underway to improve even more
the performance of ultramicroelectrodes.

Altogether, the new Pt microdevices can be integrated in elec-
trochemical sensors for the in situ determination of nutrients
concentration in seawater. The sensors will be easily adaptable on
different platforms due to the small size, low weight and low cost
of fabrication of the microdevices. These properties will also allow
the multiplication of the sensors to increase the spatio-temporal
resolution of silicate data in the global ocean.
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A Square Wave Voltammetry electrochemical method is proposed to measure phosphate in seawater as
pulse techniques offer a higher sensitivity as compared to classical cyclic voltammetry. Chron-
oamperometry cannot be either adapted for an in situ sensor since this method requires to have con-
trolled convection which will be impossible in a miniaturised sensor. Tests and validation of Square Wave
Voltammetry parameters have been performed using an open cell and for the first time with a small
volume ( <400 pL) laboratory prototypes. Two designs of prototypes have been compared. Using high
frequency (f=250 Hz) allows to obtain a linear behaviour between 0.1 and 1 umol L~! with a very low
limit of detection of 0.05 pmol L~ after 60 min of complexation waiting time. In order to obtain a linear
regression for a larger concentration range i.e. 0.25-4 umol L™, a lower frequency of 2.5 Hz is needed. A
limit of detection of 0.1 pmol L~ is obtained in this case after 30 min of complexation waiting time for
the peak measured at E=0.12 V. Changing the position of the molybdenum electrode for the com-
plexation step and moving the detection into another electrochemical cell allow to decrease the reaction

time down to 5 min.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Inorganic phosphorus in form of dissolved orthophosphate in
natural waters (lakes, rivers, oceans) is one of the major nutrient
elements in aquatic organisms, easily uptaken by primary produ-
cers. Monitoring nutrients concentrations will allow to better
understand the major biogeochemical cycles and the ocean role in
climate evolution. Developing new autonomous, interferences
free, in situ sensors with high level of miniaturisation, low energy
consumption, good accuracy and robustness and adaptable on
underwater vehicles for improving our long term observing ca-
pacities constitutes an immense challenge.

The most widely used method is based on colorimetric detec-
tion of phosphomolybdenum blue formed by complexation of
phosphate with acidified molybdate in presence of ascorbic acid
and antimony (Sb(III)) as a reductant. The maximum of absorbance
is at 880 nm [1,2]. Recently Nagul et al. and Worsfold et al. re-
viewed the different methods used to measure phosphate ions
concentration in fresh and sea waters [3,4]. The authors discussed

* Corresponding author.
E-mail address: carole.barus@legos.obs-mip.fr (C. Barus).
1 First co-authors.

http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2016.07.057
0039-9140/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

the optimal conditions for selective detection of phosphomo-
lybdenum blue such as the appropriate concentrations of acid and
molybdate, the influence of interferences and the variety of re-
ductants and acids used as they lead to the formation of different
phosphomolydenum blue species with different absorbance
spectra [5-8]. Fluorescence reactions are also used to detect
phosphate in seawater as they are more sensitive than spectro-
photometric methods [4,9-12]. The recent developments in mi-
crofluidics and lab on chips allow to decrease the amount of re-
agents needed to detect phosphate by colorimetric detection using
vanadomolybdate method [13], suitable for in situ sensor deploy-
ments. However the stability of reagents in time is still an issue.

Colorimetric methods provide indeed good sensitivity but
suffer from interferences and refractive index effects [14]. On the
contrary electroanalytical methods do not suffer from the re-
fractive index interference [15] and provide a promising approach
to go further in miniaturisation and energy requirements.

The electrochemical determination of phosphates under the
form of phosphomolybdic complex has been performed by am-
perometry [15-20], linear or cyclic voltammetry [21-26] or pulse
techniques [27-29]. However all these electrochemical methods
require addition of reagents or use of modified screen-printed
electrodes with preloaded reagents [30] or even enzymatic sys-
tems [31] with limited life times and/or limited quantities
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available for sensor applications. Technology developed in our la-
boratory does not require any addition of liquid reagents and is
interferences free. All the conditions necessary for phosphate de-
tection are created in situ by simple electrolyses of metallic mo-
lybdenum electrodes [32,33].

Initially tested amperometric detection of phosphomolybdic
complex required a rotating electrode and consequently exhibited
high energy consumption. The phosphate concentrations range in
the ocean varies between a few nanomolars in the surface ocean
and close to 5 umol L~ at deeper levels and cyclic voltammetry is
not sensitive enough to detect the nanomolar concentration of
phosphates [24,25]. Jorica et al. [33] proposed to use pulse technics
such as differential pulse voltammetry (DPV) and an advanced
design electrochemical cell with membrane technology for de-
tection of phosphomolybdic complex without stirring. The DPV
showed good sensitivity with a detection limit of 0.19 uM of
phosphate. However continuous tests in the laboratory showed a
difficulty of measurements with DPV because of the complexity of
parameters to optimise and a lack of reproducibility, so another
pulse technic, more sensitive, called Square Wave Voltammetry
(SWV) has been preferred and adapted for the first time to min-
iaturised laboratory prototypes. For practical analysis, SWV is
generally the best method among all pulse techniques, as it offers
an optimal combination of background suppression and higher
sensitivity than DPV, much faster scan times and applicability to a
wider range of electrode materials and systems [34].

This work will present the recent developments of an electro-
chemical phosphate sensor: firstly, using a laboratory open cell in
order to define and optimise all the SWV parameters and secondly,
using two laboratory sensor prototypes with smaller sample vo-
lumes ( <400 pL). We will discuss the influence of parameters,
particularly the used frequency, on obtained signals and calibra-
tion curves.

2. Experimental section
2.1. Chemicals

All solutions were prepared in Milli-Q water (Millipore Milli-Q
water system). Phosphate solutions were prepared with potassium
dihydrogen phosphate (KH,PO4, Merck) in the concentration range
between 0.05 and 6 umol L~!. Absence of silicate interference is
checked using a solution of sodium hexafluorosilicate (Na,SiFs)
purchased from Carlo Erba at 50 umol L~'. The electrolyte was
either sodium chloride solution, pH~4.5, (NaCl supplied by
Merck) at 345gL~! ([CI"]=0.6 mol L~ 1), or artificial seawater,
pH~7 made with 3036g of sodium chloride ([ClI7]=
0.52molL~"), 6.74g of magnesium sulphate heptahydrate
(MgS04, 7H,0, VWR) and 0.16 g of sodium hydrogenocarbonate
(NaHCO3). Previous work performed in the laboratory showed no
difference on signals recorded with NaCl solution, artificial sea-
water or natural seawater, therefore NaCl is mainly used as a
solvent to prepare phosphate solutions.

Sulphuric acid solution at 0.5 mol L~! used to clean electrode
surfaces is prepared from a 98% H,SO, solution supplied by Merck.

All metals were purchased from GoodFellow (molybdenum,
silver, gold, platinum).

2.2. Material and electrochemical cells

Electrochemical measurements are carried out at room tem-
perature, under atmospheric conditions with p-Autolab Il po-
tentiostat (Metrohm) using the NOVA software. A conventional
three-electrode system was used for all the experiments. Platinum
grids acted as a counter electrode and two reference electrodes

Ag/AgCl/CI~ were used: commercial electrode Ag/AgCl/KCl
(3 mol L~!, Metrohm®) and homemade electrode (Ag/AgCl/Cl~
produced from 1 mm diameter silver wire potted in epoxy resin,
covered with AgCl salt and immerged into Cl~ solutions ([Cl™|=
0.6 or 0.52 mol L~ ! depending on the electrolyte used). Two gold
discs were used as working electrodes: 3 mm diameter commer-
cial electrode (Metrohm®) and 2 mm diameter homemade elec-
trode (gold wire potted in epoxy resin). The gold electrodes were
polished firstly with aluminium oxide (0.3 um diameter) and then
electrochemically cleaned in 0.5 mol L~! sulphuric acid solution
by cyclic voltammetry between 0 and 1.5V at 100 mV s~ until
reproducible cycles are obtained. Before each measurement 10
cyclic voltammograms between 0.8 and —0.2 V at 100 mV s~ ! are
recorded in electrolyte solutions, either NaCl or artificial seawater.

Molybdenum electrodes are oxidised at 2 V in order to produce
molybdates and protons (Eq. (1)) necessary to form the phos-
phomolybdic complex (Eq. (2)) which is detected on gold elec-
trodes.

Mo+4H,0 — MoO2™+8H*+6e" M

PO}~ +12Mo0; +24H* — [PMo§‘§'>040]3’+12H20 @)

The procedure for in situ reagents formation and phosphate
detection without silicate interference has been previously de-
scribed by Jonca et al. [33]. The electrochemical cell to detect
phosphates is divided in three compartments. In the first one, a
primary molybdenum electrode is oxidised and thanks to a very
thin (30 um) proton exchange membrane (FuMaTech, fuma-
pem®F-930) only protons can pass through to the second com-
partment reaching pH=1. In the second compartment, a second-
ary molybdenum electrode is oxidised during a short time in order
to obtain the ratio protons over molybdates of 70 allowing to
detect phosphate without the interference of silicate. To avoid the
reduction of protons formed during the two previous oxidations of
molybdenum, the counter electrode is isolated behind a non-
proton exchange membrane with thickness of 180 um (N117 Du
Pont™ Nafion® PFSA Membranes) (third compartment).

With the open cell, previously described by Jonca et al. [33], the
commercial reference and gold electrodes as well as 2 molybde-
num rods were used. The first and second compartment volumes
were 1 mL and 3 mL, respectively, and the solution was stirred
with a rotating electrode spinning at 2000 rpm during the mo-
lybdenum oxidations.

Then, the principle of in situ detection has been adapted to
small volumes compartments of the laboratory prototypes pre-
sented on Fig. 1(A and B). The prototypes, designed in collabora-
tion with the Groupe d'Instrumentation Scientifique (GIS) of Midi-
Pyrénées Observatory of Toulouse are made in PMMA (poly(me-
thyl methacrylate)) and assembled in INOX 316L housing. The
homemade electrodes (Au and Ag/AgCl/Cl~) and molybdenum
electrodes with specific designs were used in both prototypes. The
compartment for the first oxidation of Mo separated by the proton
exchange membrane (FuMaTech, fumapen®F-930), with volume
of 186.4 uL, is the same for both prototypes (A and B1). The
counter electrode is placed on top of the prototypes (A and B) in
the cylindrical reservoirs and is separated from the inside of the
compartment underneath by a non-proton exchange membrane
(N117 Du Pont™ Nafion™ PFSA Membrane).

In the prototype (A), the second compartment with a volume of
373 uL included the second molybdenum electrode (to reach the
ratio H*/Mo0,42~ =70) placed at the bottom of the compartment
(opposite to the reservoir), as well as the gold working electrode
and the silver reference electrode placed on the side of the com-
partment. So the phosphomolybdic complex is formed and

Please cite this article as: C. Barus, et al., Talanta (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2016.07.057



http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2016.07.057
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2016.07.057
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2016.07.057

C. Barus et al. / Talanta 160 (2016) 417-424

Reservoir Reservoir

(A)
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Counter-
electrode (Pt)

(B1)

in seawater without any liquid reagent addition or silicate interference (A) with complexation and

detection reactions occurring in the same compartment and (B) with detection compartment apart (B1: complexation compartment and B2: detection compartment).

detected in the same compartment on this prototype (A).

On the contrary, in the prototype (B), the formation of the
complex and its detection are separated in space. Indeed, in the
second compartment of the (B1) part of the prototype (B) only the
second molybdenum electrode is present with a higher surface
than in prototype (A) and placed on the side of the compartment
in order to decrease homogenisation time of the solution and so
the complexation time. After the phosphomolybdic complex is
formed, it is then transferred within the detection compartment
with a volume of 91 pL (Fig. 1(B2)) where homemade gold working
and silver reference electrodes are inserted.

Two solenoid pumps (50 uL) from Lee Company® controlled by
electronic card connected to p-Autolab Il potentiostat (Me-
trohm™®) are used to fill the 2 compartments of prototypes (A and
B) with analytical samples, as well as to transfer the solution to the
detection compartment for the prototype (B2).

2.3. Square Wave Voltammetry (SWV)

Previous work performed by Jorica et al. [32,33] with an open
cell used chronoamperometry to detect phosphate. This hydro-
dynamic method requires to force and control convection of the
solution by using a rotating disk working electrode. Therefore, this
method cannot be used with the in situ sensor as it will be im-
possible to stir the solution. Indeed the volumes are too small, and
mechanical stirring costs a lot of energy. So, in order to detect
phosphate, in the open ocean concentrations range, pulse techni-
ques are proposed as they provide high quality data and an en-
hanced sensitivity as compared to cyclic voltammetry or chron-
oamperometry thanks to a potential modulation (potential ramp
combined with short-term potential pulses) and to the way the
current is sampled [34,35].

There are indeed two different electrochemical currents: the
faradaic current (I;) and the capacitive current (I.). The faradaic
current corresponds to the reduction or oxidation of chemical
species in the cell, which involved the transfer of one or several
electron(s) across the interface between a metallic electrode sur-
face and a solution phase (electrolyte). On the contrary, the ca-
pacitive current also called “non-faradaic current” or “charging
current”, corresponds to the charging/discharging of the electrical
double layer capacitance and does not involve any chemical re-
action (charge transfer). Therefore, in order to obtain the highest
sensitivity (corresponding to the electron(s) transfer) it is im-
portant to reduce the effect of the charging current and only
measure the contribution of the faradaic current. Since the double
layer charging current (I.) is proportional to I. « e/, where t is

time, R the solution resistance and C the double layer capacitance,
and the faradaic current () is proportional to I; t12, the ca-
pacitive current decreases much more rapidly than the faradaic
current, allowing measurements to be made at a time when the
charging current can be considered negligible [36].

Initial experiments using Differential Pulse Voltammetry (DPV)
to detect phosphate showed good preliminary results [33]. How-
ever compared to Square Wave Voltammetry (SWV) the optimi-
sation of DPV parameters was much harder and the reproducibility
of the measurements was not satisfactory enough to use DPV in
the sensor. Therefore, SWV is proposed to measure phosphate in
the concentration range found in the open ocean.

The Square Wave Voltammetry waveform combines a staircase
potential ramp (Es.p) with large amplitude, short-term square-
shape potential pulses characterised by the frequency ( fin Hz)
with f=} where 7T is the time for one square wave cycle (in sec-
onds) and the height of the potential pulses or amplitude (E,, in

V) [37]. The corresponding scan rate is calculated from the equa-
Estep

tion v = . Estep is normally significantly less than Esw with

common values of Eg,, = %(mv) and Egy, = %(mv) where n is the

number of electrons exchanged [34]; however the smaller is Egep
is, the better is the resolution [34]. The frequency varies over a
wide range, typically f =1-500 Hz.

The current is measured twice at the end of each pulse of op-
posite sign (I, for the forward pulse and I, for the reverse pulse).
Delaying the current measurement to the end of the pulse allows
minimising the contribution of the charging current. The resulting
net current (AIFl, —1,) (true differential signal) is plotted versus
the potential staircase: Egep. The peak obtained has a Gaussian
form where the peak height is directly proportional to the con-
centration of the species in solution. Depending on the amplitude
being used the resulting Al can be positive even for reduction
processes [37].

T

3. Results and discussion
3.1. Optimisation of SWV parameters with the open cell

Several frequencies have been tested as well as step potential in
order to obtain the highest peak intensities with the smallest noise
as possible (results not shown). The amplitude has been fixed at
Esw=25 mV corresponding to 2 electrons exchanged (5—:( mV) - Eq.
(3)). The optimum signal has been obtained using f=250 Hz and a
step potential of Esep=1mV, corresponding to a scan rate of
v=250mV s~
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Fig. 2. (A) Square wave voltammograms at f=250 Hz(Es, =25 mV — Egep=1mV)
on gold electrode (¢p=3 mm) obtained in NaCl solution (34.5 g L~ ') containing 0.07,
0.21, 0.53, 1.06 and 2.09 umol L~ of PO,>~ (B) corresponding calibration curves
(Al=f([PO4>~]) for peak at E=0.3V (2) and for peak at E=0.15V () with
regression.

Fig. 2 shows results obtained with the open cell using 3 mm
diameter commercial gold working electrode for different con-
centrations of phosphate in NaCl solution. In the potential window
between 0.40 V and 0.05 V used, two peaks are obtained around
0.3V and 0.15 V corresponding to the reduction of the phospho-
molybdic complex formed in situ after the oxidation of two mo-
lybdenum electrodes. A part of molybdenum Mo!"? changes its
oxidation state to form a mix of Mo’/Mo™? complex by ex-
changing 2 then 3 electrons according to the following Egs. (3 and
4):

3v)

e E=0. (VI 3=
[PMo§‘2")040] ot 2e o [HZPMO;V)M010)04O]

3

(v) (v N T
H,PMo; Mo, Oy [ +3H"+3e

E=0. 15V w o T
(E=0. )[HSPMog")Moi )040]
)

The corresponding calibration curve for peaks at 0.3V and
0.15V are presented in insert of Fig. 2(B). No linear regression is
observed on the curve Al=f([PO,3~]) obtained for the peak at
E=0. 3V (Fig. 2(B - 2)). The signal even decreases for the highest
concentration of phosphate.

At E=0.15V, a linear behaviour is obtained between 0.07 and
1.06 umol L~ then the signal saturates over 1.06 pmol L~ (Fig. 2
(B - 4)). Similar behaviours with signal saturation or two different
regimes of linear behaviour for phosphate concentration de-
termination have been observed in bibliography for different
electrochemical methods [20,26,27]. Kircher and Crouch and later
Maeda et al. and Jorica et al. showed the formation of different
types of phosphomolybdic complexes depending on phosphate
and proton concentrations and formation of polymer structures
[21,38,39]. The hypothesis of polymers formation for the highest
phosphate concentrations and their possible adsorption on the
electrode surface [40-42] might explain the obtained results.
These conditions could cause disturbance of the diffusion and/or
make the electronic transfer harder. A slight shift of potential to-
wards more cathodic potential is actually observed for the highest
phosphate concentrations (Fig. 2(A), peak E=0.12 V). Furthermore,
Carpenter et al. demonstrated that the electron transfer is not
completely mass transport controlled. Indeed a homogenous
chemical reaction probably protonation occurs before the

0.25 4 e
S

0.20 - y =0.0342x + 0.014; R? = 0.9925

2 3 4 5 6
[PO,*] (umol.L?)

Al (WA)

0. 0.125 0.175 0.225 0.275 0.325 0.375

E(V/Ag/AgCI/KCI (3 mol.LY))
-0.05

Fig. 3. (A) Square wave voltammograms at f=2.5 Hz (Es,=25 mV - Egep=1mV)
on gold electrode (¢=3 mm) obtained in NaCl solution (34.5 gL~!) containing
0.502, 1.04, 2.09, 3.14, 4.19 and 6.38 umol L~ ' of PO,>~(B) corresponding calibra-
tion curves (AI=f([PO4>~]) for peak at E=0.3 V () and for peak at E=0.15V (4)
with regression.

reduction of the phosphomolybdic complex and slows down the
electron transfer [22]. In order to give time to either the proto-
nation pre-step or the complex diffusion and/or the electron
transfer through polymer structures to occur, the frequency has
been drastically decreased down to 2.5 Hz (corresponding to
v=2.5mV s~ ), keeping the same pulse amplitude and step po-
tential. The results obtained for peaks at 0.3V and 0.15V at
f=2.5Hz for different concentrations of phosphate and the cor-
responding calibration curves are presented on Fig. 3.

For the peak at E=0.3V, as previously observed at 250 Hz, no
linear behaviour is obtained (Fig. 3(B — 2)). The peak intensities
oscillate with phosphate concentration indicating maybe in-
stability of the formed complex.

For the peak at E=0.15V, using low frequency (f=2.5 Hz) al-
lows to achieve a linear calibration curve for the whole range of
concentrations (from 0.5 to 4.19 umol L~! of PO,>~) and the sa-
turation no longer appears (Fig. 3(B — 4)). A shift of peak potential
towards more cathodic potential when phosphate concentration
increases is clearly observed on Fig. 3(A) indicating a harder
electron transfer at higher concentrations, in agreement with our
previous hypothesis. As expected with this frequency, the limit of
quantification is higher than previously: 0.5 pmol L~! instead of
0.07 pmol L~! at 250 Hz. Depending on the oceanic area under
study, either the upper ocean where nanomolar phosphate con-
centrations are observed or Eastern Boundary Upwelling Systems
or the deep ocean where the highest phosphate concentrations are
found, the frequency (scan rate) will be consequently adapted in
order to obtain a linear calibration and suitable limit of
quantification.

3.2. Adaptation of electrochemical parameters for the laboratory
prototypes

All the parameters determined for SWV with the open cell have
now to be adapted for the small volume prototypes designed in
the laboratory (Fig. 1(A and B)), especially the charges for mo-
lybdenum oxidations. Since the solution is not stirred during
molybdenum oxidations, contrary to the open cell, the homo-
genisation of the solution will only be due to diffusion and might
take time. The geometry of the prototype and the electrodes or-
ientation will have an influence on phosphate determination in
particular on reagents diffusion and complex formation.
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First of all, because the oxidation of molybdenum does not
follow the Faraday's law as molybdenum oxides are also formed
(MoO,, Mo0s...) and not only MoO42~ and H* [39], it is im-
possible to calculate the theoretical charges for both molybdenum
oxidations and they have been determined experimentally. To
control the value of the charge, the pH in the complexation
compartment in both prototypes was measured to check if a pH
value of 1 has been reached. After the 1st oxidation which occurs
in less than 3 min, a pH value of 1 is reached immediately in the
complexation compartments. The 2nd oxidation takes just a few
seconds. The same SWV parameters as those used with the open
cell were tested: Eg,=25mV; Egep=1mV with f=250Hz and
2.5 Hz for the prototype (A) and only f=250 Hz for the prototype
(B).

Sodium chloride solutions at 34.5 g L~! were used as electro-
lyte for the prototype (A) and artificial seawater made with NaCl
(3036 gL~ 1), MgSO0,, 7H,0 (6.74 gL~ ') and NaHCO; (0.16 gL~ 1)
for the prototype (B).

3.2.1. Prototype A: influence of diffusion on complexation time

In the prototype (A) (Fig. 1), the 2nd molybdenum electrode is
located at the bottom of the second compartment (complexation
and detection compartment), therefore the time to complex all
phosphate ions will depend on the MoO,2~ diffusion time in the
cell until a homogenous solution is reached. The evolution of the
square wave voltammograms recorded at f=250 Hz on gold elec-
trode versus time after the 2nd molybdenum oxidation (named
later as complexation waiting time) for 2.02 umol L' of phos-
phate is presented on Fig. 4(A). The signal measured for the
phosphomolybdic complex with the prototype (A) increases with
complexation waiting time until reaching a maximum at around
50 min for the peak at 0.27 V and around 60 min for the peak at
0.12V. The same results have been obtained at f=2.5Hz (not
shown). The peak at 0.27 V (Eq. (3)), the most anodic peak, is easily
reduced and is also formed quicker than the peak at 0.12V (Eq.

*1(8) ]
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(4)) as it reaches its maximum signal faster than the most cathodic
peak (E=0.12 V).

Compared to the potentials obtained with the open cell
(E=0.3V and E=0.15V), the shift of potentials (slightly towards
cathodic potential) observed for the two reduction peaks on Fig. 4
(A) (E=0.27 V and E=0.12 V) is due to the difference of chloride
concentration used for the reference electrode (homemade re-
ference electrode): 0.6 molL~! instead of 3 molL~! with the
commercial Metrohm® electrode.

However, the shift in potential towards more cathodic potential
observed on the peak at E=0.12 V with complexation waiting time
indicates that the complex is harder to reduce with time. If the
protonation pre-step is considered, the rate of this chemical cou-
pled reaction becomes slower with time as the concentration of
protons in solution decreases with time by loss of H* leaking
through the Nafion® membrane and so the pH increases with
time. The equilibrium of the protonation reaction is therefore less
shifted unto protonated phosphomolybdic complex and the elec-
tron transfer is consequently harder.

Keeping in mind the influence of time, the variation of mea-
sured currents with time and with concentration of phosphates
has been studied first at 250 Hz then at 2.5 Hz in order to find the
optimal time and SWV parameters for the phosphate
measurement.

3.2.2. Prototype A: calibrations at 250 Hz with time

The same square wave voltammograms have been recorded at
250 Hz and analysed for different concentrations of phosphate in
the range between 0 and 4 pmol L~! of PO,>~. The corresponding
peak intensities (Al) measured are presented on Fig. 4 for the peak
at 0.27 V (B) and for the peak at 0.12 V (C), respectively.

As previously observed with the open cell, at 250 Hz the signal
obtained for peak at 0.27 V is not linear with phosphate con-
centration in the range from 0.1 pmol L~! to 4.04 umol L. After
70 and 80 min of complexation waiting time, a tendency to

y = 5.4593x + 1.7949; R? = 0.9877
y =5.2893x + 1.7951; R* = 0.9910
6 4y =5.4483x + 1.5738; R? = 0.9979,

Al (pA)

y =3.2821x + 1.9326; R* = 0.9481
y =1.6457x + 1.9721; R? = 0.8928

t1(C)
0 oiz 014 ois 018 1
[PO,*] (umol.L?)

¢ 60 min
+ 30 min
¢ 1min

¢ 70 min
+ 40 min
¢ 10 min

0.15

T T T 1

0.2 0.25 0.3 0.35

E (V /Ag/AgCl/CI- (0.6 mol.L'Y))

Fig. 4. (A) Evolution of square wave voltammograms as a function of complexation waiting time (f=250 Hz-E5,y=25 mV — Egep=1mV — $pp,=2 mm) obtained in NaCl
containing 2.02 pmol L~ of PO,>~ — Calibration curves ((Al=f([PO4>~]) for complexation waiting time of (Jil) 40 min, (A) 50 min, (4p) 60 min, (4, ) 70 min, () 80 min for

peak at E=0.27 V (B) and for peak at E=0.12 V (C).
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linearity is observed between 0.25 and 2.02 ymol L~ but with
quite low regression coefficients (Fig. 4(B)).

For the peak at 0.12V, the saturation of the current for con-
centration higher than 1 pmol L~! (results not shown) takes place
with the prototype (A) as in the open cell (Fig. 2(B)). Between
0.1 and 1.01 pmol L~ of PO,>~ linear regressions are obtained for
each complexation waiting time on Fig. 4(C) but the best result in
terms of regression coefficient is obtained after 60 min corre-
sponding to the maximum signal obtained on Fig. 4(A). The limit
of detection is 0.05 ymol L~! and the limit of quantification is
0.1 umol L. Then, the regression coefficients decrease probably
due to pH increasing with time (leakage through membrane) im-
pacting the rate of electron transfer as well as the formation of the
phosphomolybdic complex itself. Indeed the rate constants for the
formation of B—[PM012040]3* decrease with pH [22]. The highest
concentrations of phosphate are obviously more impacted (sa-
turation above 1 pmol L~ 1) and also after 70 and 80 min the signal
corresponding to 1 umol L~! of PO,3~ starts to be weaker than it
should be explaining the decrease of regression coefficients for
those calibration curves.

3.2.3. Prototype A: calibrations at 2.5 Hz with time

As previously for the open cell, the same experiments have
been performed at 2.5 Hz in order to obtain a linear calibration on
the whole range of concentrations. Both peak potentials have been
analysed (0.27 and 0.12 V) from square wave voltammograms re-
corded each 10 min between 30 and 80 min after the 2nd oxida-
tion of molybdenum giving time to homogenise the solution
(diffusion of H* and Mo0O4?~), and to form and detect the phos-
phomolybdic complex (Fig. 5).

For the peak 0.27 V, contrary to results obtained with the open
cell, excellent linear behaviours were obtained after 40 and 50 min
complexation waiting time for the whole concentration range
(0.25-4 ymol L~ 1) with a limit of quantification of 0.25 umol L~!
(Fig. 5(A)). The best regression coefficient is obtained after 40 min
which is even before the maximum signal normally reached
(50 min on Fig. 4(A)). After 50 and 60 min, the coefficients de-
crease and then the calibration curves are no longer linear.

At 40 min the solution is probably not completely homogenous,
therefore not all the phosphate ions are complexed allowing to
avoid the signal saturation. Also the loss of protons through the
membrane is less over this short time, so the pH conditions are
still favourable to form the same form of B-[PMo;,040]*~ without
decreasing too much the rate of reaction (in solution). Decreasing
the frequency (from 250 Hz to 2.5 Hz) gave more time to the
electron transfer to occur at the electrode surface and thus we
were able to obtain a linear relationship between current in-
tensities and PO,>~ concentrations on the whole range.
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Fig. 5. Calibration curves from SWV at f=2.5 Hz ((AI=f([PO4>~]) for complexation
waiting time of (i) 30 min, (lll) 40 min, (4, ) 50 min, (4p) 60 min, (4, ) 70 min, (e)
80 min for peak at E=0.27 V (A) and for peak at E=0.12 V (B).

This phenomenon is even faster for the 2nd peak at 0.12V
(Fig. 5(B)). Indeed to obtain a linear calibration for the whole
concentration range (0.25-4 pmol L~!), the complex has to be
detected after a short waiting time (30 min), way before reaching a
homogenous solution, with a good regression coefficient. The
signal maximum for this peak is obtained after 60 min (Fig. 4(A)).
However, if the waiting time increases, the calibration is no longer
linear for the whole concentration range at 40 min (only from
0.5 to 2 umol L~ 1) and even not linear at all after 50 min. The peak
corresponding to 0.25 pmol L~! of phosphate after 50 min is not
well defined on square wave voltammogram and cannot be mea-
sured. As expected, the limit of quantification increased from
0.1 umol L~ at 250 Hz to 0.25 umol L~ ! at 2.5 Hz.

Phosphate ions have been detected and quantified using the
laboratory prototype (A) and two different frequencies depending
on the concentration range being targeted: 250 Hz for smallest
concentrations (0.1-1 umolL~!) and 2.5 Hz to cover the 0.25-
4 pmol L~ range. Of course both frequencies can and will be re-
corded sequentially for each analysed sample. Even if the reaction
time with this prototype (A) is a bit long, the sensor can still be
deployed and useful on moorings or deep sea observatories as no
phosphate in situ, reagentless sensor exists so far on the market
and it will provide time series of phosphate concentrations.

3.2.4. Prototype B: new design to decrease detection time

Now, in order to decrease homogenisation of the solution after
molybdenum oxidations and consequently the complexation time,
the design of the 2nd compartment of the prototype (A, Fig. 1) has
been changed. On the prototype (B, Fig. 1) the 2nd molybdenum
electrode (to form MoO42~ ions) with bigger surface as previously
is now inserted on the side of the cell where the diffusion dis-
tances are reduced as compared to the prototype (A). Therefore,
the gold and the silver electrodes are moved in another cell: the
detection compartment (B2, Fig. 1).

The solution after complexation waiting time is therefore
transferred from B1 to B2 using the solenoid pump injecting 50 uL
of solution at each impulsion. The volume of the detection com-
partment is 91 pL, so a minimum of 2 pump impulsions are nee-
ded to fill the compartment. Experimental results showed that the
best fraction to detect the phosphomolybdic complex is after
4 pump impulsions, corresponding to 200 pL transferred, then the
signal starts to decrease (dilution of the sample). The results below
will therefore show only the signals recorded for this fraction of
200 pL injected.

The phosphomolybdic complex is detected with this new pro-
totype using the same SWV parameters as previously i.e.
Esw=25mV, Egep=1 mV and f=250 Hz, and artificial seawater as
electrolyte after only 5 min of complexation waiting time. The
initial pH of the artificial seawater is around 7 instead of 4.5 for
NaCl solutions, therefore the charges used for Molybdenum oxi-
dations have been adjusted in order to reach the same H™/
Mo0,42~ ratio of 70. No difference appears on the detection signal.

The corresponding calibration between 0.4 and 4 pmol L~ for
both reduction peaks is presented on Fig. 6. Good linearity with
correct regression coefficients are obtained for both peaks at this
frequency on the whole concentration range. Saturation for higher
concentrations of phosphate does not appear here like it was the
case previously using f=250 Hz. Only a linear tendency was ob-
served with the prototype (A) for the peak at E=0.27 V after
70 min of complexation waiting time. With this new prototype (B),
a complexation waiting time of 5 min is enough to detect and
measure the phosphomolybdic complex but the reaction of com-
plexation is probably not complete which prevents the saturation
of the signal. The short complexation waiting time prevents as
well any variation of pH in the cell and so tends to stabilise the
complex.
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Fig. 6. Calibration curves from SWV at f=250 Hz ((Al=f([PO4>~]) for complexation
waiting time of 5 min recorded in artificial seawater with prototype (B) for peak at
E=0.27V (») and for peak at E=0.15V (4) with regression — Al obtained for arti-
ficial seawater containing 1 pmol L~ of PO,>~ and 50 pmol L~ ! of silicate (Si(OH),)
in the same experimental conditions for peak at E=0.27 V (O) and for peak at

E=015V (@).

In order to check the absence of silicate interference, artificial
seawater containing 1 umol L~! of phosphate and 50 umol L~! of
silicate has been recorded using the same experimental and
electrochemical conditions. The results obtained are reported on
the calibration curve on Fig. 6 (red dots). The same peak intensities
are obtained for solution with and without silicate for both peaks
proving the non-interference of silicate while measuring phos-
phate concentration.

This mechanical design of this prototype (B) is then validated
and will be soon adapted for in situ measurements in seawater.

4. Conclusions

Square Wave Voltammetry has been tested and optimised in an
advanced electrochemical cell for in situ detection of phosphates.
Thanks to a special design of the electrochemical cell, the detec-
tion of phosphate is free from addition of any liquid reagents or
silicate interference and can be fully automated for future auton-
omous oceanic application for phosphate detection in seawater.
Results obtained using the open cell with membrane technology
coupled with molybdenum oxidations were confirmed using our
laboratory prototype sensors (small cell volume <400 pL). The
specific design and the placement of electrodes inside the proto-
type (A) require time for reagents (H* and Mo0,2~), formed
in situ by simple molybdenum oxidations, to diffuse in the cell and
complex with phosphate ions.

Even if the stoichiometry of phosphomolybdic complexes
formed as well as the mechanism of their reduction at the elec-
trode surface are very complicated and still not fully elucidated
yet, a good limit of quantification of 0.1 pmolL~! (limit of
detection=0.05 pmol L~ ') has been obtained with the laboratory
prototype (A) using 250 Hz frequency, after 60 min of complexa-
tion waiting time on the peak at E=0.12 V, with a linear behaviour
from 0.1 to 1 umol L=! of PO43~. In order to reach a larger con-
centration range i.e. 0.25-4 umol L, the frequency of SWV has to
be decreased down to 2.5 Hz. In this case, a linear regression is
obtained after 40 min complexation waiting time for the current
peak measured at 0.27 V and after 30 min for the peak at 0.12 V.
The limit of detection is 0.1 umol L~ and limit of quantification is
0.25 umol L~ of phosphate for both peaks at this frequency.

Depending on the oceanographic area we study, the frequency
can be adapted to target either the smallest phosphate con-
centration range or access a larger range. In any case, both fre-
quencies will be measured for each sample. Considering the re-
sponse time of the sensor, it will be deployed on moorings and
deep sea observatories.

Preliminary results using a new design of electrochemical
prototype (B) showed a faster reaction time as the position of the
second molybdenum electrode allowed to decrease the diffusion
time. With this new prototype (B), phosphate has been detected
after only 5 min of complexation time in the concentration range
between 0.5 and 4 pumol L~ ! using f=250 Hz. The response time of
prototype (B) will be consistent with ARGO floats application.
Taking account the time to fill and rinse the whole circuit, several
desynchronised phosphate sensors can be adapted as the size of
the in situ sensor will be small enough, in order to increase the
number of samples analysed on a profile with ARGO floats.

This new design (prototype (B)) will be soon adapted for the
phosphate autonomous in situ electrochemical sensor. Future work
actually in progress is to adapt the design of the laboratory pro-
totype for in situ measurements able to resist to high pressure and
also develop the electronics of the sensor particularly the Square
Wave Voltammetry measurements.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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An autonomous electrochemical sensor suitable for in situ silicate detection and monitoring in marine environ-
ments, is presented without any use of liquid reagent. This paper shows silicate sensor characteristics and figures
of merit using optimized chemical and electrochemical parameters. Under controlled laboratory conditions in a
40 L tank, good calibration between 1.63 and 132.8 pmol L! was obtained. The limit of detection and the limit
of quantification obtained are respectively LOD = 0.32 pmol L7! and LOQ = 1.08 pmol L. No bias was found
while analysing Certified Reference Material (CRM) solutions i.e. natural seawaters samples with different sa-
linities and nutrients compositions. Repeatability test showed very good reproducibility of the measurement with
low overall uncertainty, cumulating systematic error and reproducibility error, of 2.4 %. Accuracies obtained
with the Silicate sensor are higher than 97.4 %, 95.3 % for the smallest concentration tested, under LOQ. Spike
and recovery tests were conducted with two different CRM concentrations and showed 97.9-100.1 % recovery,
indicating no matrix influence in the determination of silicate concentration using electrochemical sensor and its
calibration process (realised with artificial seawater solutions). In situ deployment of silicate electrochemical
sensor was realized in the Thau lagoon (Mediterranean Sea) at 1.6 m depth. A good agreement between the
results obtained with the sensor compared to reference colorimetric measurements made at the Marine Station of

Sete (France) validates sensor’s performances.

1. Introduction

Silicate is one of essential nutrient used by certain types of phyto-
plankton to form their skeletal structure [1], such as diatoms who pro-
vide up to 45 % of the total oceanic primary production [2-7]. Lack of
silicate in aquatic environments may limit biomass growth and affects
the whole trophic levels. However, excessive silicate concentration can
cause red tides due to phytoplankton bloom [8,9]. Silicate as the other
nutrients i.e. phosphate and nitrate, are involved in carbon dioxide
sequestration in the oceans [10-16] and their biogeochemical cycles are
linked to the global carbon cycle and therefore contribute into climate
regulation [17-19].

To efficiently monitor biogeochemical variables, to improve our
understanding of their cycles and their impact on climate, and, consid-
ering the very high spatial and temporal variability found in Open
Ocean, in situ, autonomous sensors are the only sustainable solution

[20].

The common method to measure nutrients concentration is visible-
spectrophotometry requiring liquid reagents [21-25]. Lab-on-chip in
situ nutrient sensors based on colorimetric measurements have been
successfully deployed in marine environments to detect nitrate and ni-
trite [26], phosphate [27,28]. The silicate in situ sensor developed by
Cao et al. [29] shows satisfactory results with a detection limit of
45.1 nmol L™ for a 300 s sensor response time. They deployed their
sensor in routine and recorded high precision and robustness in situ data
[29]. Although, the use of liquid reagents is an issue for long term
monitoring, not to mention stability issues for some reagents, especially
the ascorbic acid used for silicate determination [30]. Furthermore,
colorimetric methods suffer from interferences and refractive index ef-
fects [31].

For these reasons, our group worked and proposed a reagentless
method to monitor nutrients concentration in seawater using

Abbreviations: SD, standard deviation; RSD, relative standard deviation; CRM, certified reference material; LOD, limit of detection; LOQ, limit of quantification;

PEEK, polyether ether ketone.
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CRM composition, only silicate concentrations are indicated but samples contain phosphate, nitrate and nitrite. The complete composition is available at “http://www.

kanso.co.jp/eng/production/available_lots.html”.

Certified value + SD (umol kg ™) Expanded uncertainty (pmol kg™) Salinity (psu) Density [Silcrm rer (pmol L1
Lot. CK* 0.73 £+ 0.006 0.08 35.211 1.0249 0.75
Lot. CL 13.8 +0.012 0.3 34.685 1.0245 14.1
Lot. CC 86.16 + 0.052 0.48 34.338 1.0243 88.25
Lot. CB 109.2 + 0.052 0.62 34.374 1.0243 111.9

* KANSO note: value for Silicate is below quantifiable detection limit, thus use this value as a guide.

Battery pack

Fig. 1. Silicate in situ sensor (left) and stainless steel cage implemented with the silicate sensor and its battery pack (right) ready for deployment.

electrochemistry [32-38]. Silicate is a non-electroactive specie and its
determination is performed by measuring its corresponding silicomo-
lybdic complex formed in situ at acidic pH after a simple oxidation of a
molybdenum solid electrode while the counter electrode is isolated
behind a Nafion® membrane [33,34]. Electrochemical detection of the
silicomolybdic complex is selective, do not suffer from any interference
and allows to considerably reduce the size of sensor. It is also compatible
with long period of deployment as no liquid reagents bag is required, on
the contrary of colorimetric methods.

Our reagentless silicate sensor has been successfully deployed for the
first time in the upwelling of the central-northern zone of Chile and data
collected were in good agreement with physical data recorded as well
with a reference sample analysed by colorimetry [39]. In this paper, a
complete characterisation of silicate sensor is presented including vali-
dation using Certified Reference Materials (CRM KANSO CO., LTD.,
Osaka, Japan). A rigorous intercomparison between our silicate sensor
and colorimetry has been performed for the first time during a deploy-
ment in the Thau lagoon (Mediterranean Sea) at Sete Marine Station
(France), where two water samples per day were analysed.

2. Experimental
2.1. Chemicals and materials

All solutions were prepared in Milli-Q water (Millipore Milli-Q water
system). One litre of artificial seawater was made with a mix of 32.74 g
sodium chloride (NaCl, VWR), 7.26 g magnesium sulphate heptahydrate
(MgSO4, 7H30, VWR) and 0.172g sodium hydrogenocarbonate
(NaHCO3, VWR) (adapted from [40]). Polymethylpentene or poly-
propylene containers were used instead of glass to avoid silicon
contamination. Silicate solutions were prepared with certified standard
solution from Sigma-Aldrich at 1003 + 5 mg L ™! as SiO», corresponding
to 16693 =+ 83 pmol L7, diluted into artificial seawater electrolyte at
pH~ 7 and salinity closed to 35 psu. Four different Certified Reference
Material (CRM) supplied by KANSO CO., LTD, Japan were used to
validate the sensor: Lot. CK (Issue no.: 2019-00170), Lot. CL (Issue no.:
2019-00171), Lot. CC (Issue no.: 2019-00169) and Lot. CB (Issue no.:
2019-00168). Respective silicate compositions as well as salinities are
described in Table 1. Sulfuric acid at 98 % supplied by Merck has been
used to activate electroactive surface of gold electrodes. Molybdenum
plate, silver, gold and platinum rods and titanium grid used to build
sensor electrodes were purchased from GoodFellow.


http://www.kanso.co.jp/eng/production/available_lots.html
http://www.kanso.co.jp/eng/production/available_lots.html
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Silicate sensor’s housing (Figure 1)

Power supply | .
(external) . P‘F’“P' . Complexation cell: Detection cell:
J - Cleaning circuit (13min)

Computer:
- configuration commands
- Postdata treatments

B - Sampling (13min) - Mo oxidation (=3min) - Gold cleaning (200s)
Electronics: B - Transfer Si complex (2min) - Si complexation (10min) - Voltammetry detection (30s)
- Action cc ds | & >
- Data storage
BA
N

e Pressure sensor

Temperature sensor

Fig. 2. Functioning procedure of the Silicate sensor.

2.2. Silicate sensor: description and process

In situ silicate sensor previously described in [39] and presented in
left on Fig. 1 is an anodized aluminium cylinder of 9 cm diameter and
25 cm long with a weight of 2.2 kg in air without the battery pack
(external, shown in right on Fig. 1). The housing has been validated up
to 60 bars (600 m depth). A solenoid pump from Lee-Company, placed
into dielectric oil filled reservoir equipped with a membrane (Fig. 1, left)
avoiding pressure constraint, is used to sample and clean the whole
circuit.

On the top of the sensor, opposite to the connector (Fig. 1, left), the
electrochemical cells (with the electrodes) include a complexation cell
of 376 pL and a detection cell of 94 pL. These technical parts of the
sensor are designed in PEEK (polyether ether ketone). Silicates not being
electroactive, there are firstly complexed with molybdates at acidic pH
in the complexation cell using molybdenum electrode. After molybde-
num oxidation (Eq. (1)) to form in situ the needed reagents and opti-
mised complexation time around 10 min, the silicomolybdic complex (Si
(M012040)4_) formed (Eq. (2)) is transferred into the detection cell using
the pump and detected by cyclic voltammetry in between 0.0 and 0.5 V/
ref using a scan rate of 100 mV s~!. Cyclic voltammograms show two
reversible peaks corresponding to the reduction of the complex in two
steps observed at 0.32 V and 0.25 V/ref respectively [39]. In this po-
tential window (0.0 and 0.5 V/ref), at the pH ~ 1.5 obtained, only sil-
icomolybdate is detected, showing good selectivity of our silicate
electrochemical sensor.

Mo + 4H,0 -»MoO;™ + 8H" + 6¢~ @

Si(OH), + 12 MoO2™ +20 H" — [Si(Mog”ow)]“’ + 12 H,0 2

A conventional three-electrode system is used in both cells, where
molybdenum plate (S =118 mm?) and gold disc (¢ =2 mm) are used as
working electrodes in complexation cell and detection cell respectively.
Before first use, gold electrode is polished with aluminium oxide (0.3 pm
diameter, PRESI), then electrochemically cleaned in 0.5 mol L7t sul-
phuric acid with classical cleaning protocol [39]. Silver wire (¢ =1 mm,
1 =25 mm) and silver disc (¢ =2 mm), used as reference electrodes, are
covered with silver chloride layer using PGSTAT 128 N potentiostat
supplied by Metrohm. All the potentials are expressed versus
Ag/AgCl/Cl- (0.6 mol L™Y), written as V/ref. In the complexation cell,
the counter electrode (i.e. titanium grid (¢ =25 mm)) is isolated from
the sample behind a 180 pm Nafion® membrane (N117 Du Pont™
Nafion® PFSA Membrane) in order to reach the acidic pH needed (pH ~
1.5) for Eq. (2), thus avoiding H' reduction at counter electrode’s sur-
face [33,39]. A platinum disc (¢ =2 mm) is used as counter electrode in
the detection cell.

The electronics, placed into a dry compartment, controls the whole
analytical procedure schematized in the Fig. 2, including the pump ac-
tion to clean the circuit (13 min), to sample (13 min) and transfer
seawater (2 min), the electrochemical cleaning of the gold electrode

[Silicate] (umol L?)

0 20 40 60 80 100 120 140

-0.05 leai = -0.0032Si] - 0.0404

R?=0.9917

-0.15

Peak Intensity (LA)

-0.25

Ipeak = -0.0017[Si] - 0.0666
R?=0.9987

-0.3
Fig. 3. Sensor calibration at room temperature between 1.63-132.8 pmol L!
of silicate standards in artificial seawater.

(polarized at -0.2 V/ref during 200 s), the oxidation of Molybdenum
(around 3 min) and the silicomolybdic complex detection by cyclic
voltammetry (30s) after a complexation time (10 min). The whole
procedure takes around 45 min. The device is also equipped with pres-
sure and temperature sensors. Pressure is measured at the beginning and
the end of the water sampling while temperature is monitored during
the silicomolybdic complex detection.

2.3. In situ experiment

Silicate sensor has been deployed at 1.6 m depth in the Thau lagoon
(Mediterranean Sea) at the Sete Marine Station (France), attached
together with its battery pack, to an stainless steel cage (Fig. 1, right).
The sensor recorded silicomolybdic signal every 45 min between the 8th
and the 12th of July 2019.

During deployment period, 8 water samples have been taken and
analysed by colorimetric method at the Sete Marine Station laboratory.
Each sample has been analysed twice, the corresponding average and
standard deviation are showed on the following results section. To
determine silicate concentrations, two 13 mL aliquots were filtered on 3
times pre-washed PP 0.45 pm filters (25 mm, Agilent Technologies),
stored at —20 °C until analysis and then analysed using a Continuous
Flow Analyzer (SAN++, SKALAR) following the standard photometric
analysis method [41]. This method is based on the following reaction:
the sample is acidified and mixed with an ammonium heptamolybdate
solution forming molybdosilicic acid. This acid is reduced with L(+)
ascorbic acid to a blue dye, which is measured at 810 nm.
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3. Results and discussion
3.1. Silicate sensor characterisation

3.1.1. Calibration and standards analyses

Calibration curve of the sensor (Fig. 3) corresponds to the concen-
tration of silicate standards dissolved in artificial seawater plotted versus
the peak intensity measured at E = 0.32 V/ref on cyclic voltammograms
recorded at room temperature by the sensor after Molybdenum oxida-
tion and silicomolybdic complex formation.

The range of silicate concentration in the open ocean goes between
few nanomolar in surface waters up to 140 pmol L~! at depths with very
high regional and seasonal variability [42-44]. The targeted range
chosen is 1.63-132.8 pmol L™! and shows two linear behaviours with
silicate concentration on Fig. 3.

Calibration’s slope changings have also been observed in the litera-
ture, as well as saturation of the signal at higher silicate or phosphate
concentrations, using electroanalytical [37,45-48] or colorimetric de-
tections [29,49].

The formation of heteropolyoxomolybates and also its reduction are
strongly dependent with experimental conditions especially the proton
concentrations, molybdates forms and concentrations and also silicate
(or phosphate) concentrations [37,50-56]. Several types of complexes
can be formed as well as polymeric structures at high concentrations
[32,33,48].

B. Wang and S. Dong showed that central atom (silicium) in the
Keggin structure has non-negligible influence on electrode reactions of
the silicomolybdic complex [57]. They reported a diffusion-controlled
process at high silicate concentrations whereas the signals obtained
with low silicate concentrations are mainly due to the adsorbed mono-
layer. Carpenter et al., also demonstrated that the electron transfer is not
completely mass transport controlled and a probable protonation reac-
tion occurs before the heteropolyoxomolybdate reduction that slows
down the electron transfer [58].

The mechanism of its reduction is therefore very complicated and not
all the authors agreed on the number of electrons exchanged. Carpenter
et al. [58], Lacombe et al. [32,33], claimed that 2 then 3 electrons are
exchanged whereas [57,59-62] agreed on 2 electrons processes.

We can conclude that at higher silicate concentrations, both diffusion
and electron transfer rates are probably affected and slowed down due to
the formation of higher valence structures or higher steric hindrance
heteropolyoxomolybdates explaining the decrease in the calibration
slope observed. In any cases, depending on the electrochemical signal
measured by the sensor, the appropriate calibration will be used in order
to determine the corresponding in situ silicate concentration.

In order to determine the limit of detection (LOD) and the limit of
quantification (LOQ), a low silicate concentration was analysed 26
times. One value has been discarded by Dixon test [63]. The sample
mean (X) of silicate concentration obtained and its corresponding stan-
dard deviation (SD) are: [Si] jow = 1.93 + 0.11 pmol L1,

From this result, the limit of detection defined as 3 times the SD and
the limit of quantification as 10 times the SD, are deducted:

LOD = 0.32 pmol L™,
LOQ = 1.08 pmol L™

If the silicate concentration analysed was appropriated to estimate
the LOD, the compliance ratio R should be between 4 and 10.

In our case, we obtained a ratio: R = fﬂ% = 6, validating the method
used.

3.1.2. Certified reference material analyses

In order to evaluate the accuracy and the precision of the sensor, 4
Certified Reference Material (CRM) supplied by KANSO were analysed.
CRM are produced using treated natural seawater on the basis of quality
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Table 2
Certified Reference Material (CRM) analysis using silicate sensor.

[Silcrv anal = SD*  Bias Assessment

(umol L™1) (RSD  t(95%)-SD/ VN/ Overall. Accuracy
%) [[Silcra anal - [Silcrm ref | uncertainty

Lot. CK 0.78 £0.01 0.12 > 0.04 8.3% 95.3 %
(1.7 %)

Lot. CL 14.05+0.13 0.05 < 0.09 2.4% 99.4 %
(0.9 %)

Lot. CC  86.00 + 0.67 5.98 > 2.25 4.1% 97.4 %
(0.8 %)

Lot. CB  111.95 +0.24 2.17 > 0.09 0.5% 99.9 %
(0.2 %)

* SD: 2 measurements were used to determine the standard deviations except
for the lot. CL where 31 measurements were analysed.

control system under ISO 17034 (JIS Q 17034) [64,65]. The certified
values represent the average of 30 bottles analysed by colorimetric
method. Following ISO Guide 35 (JIS Q 0035) guideline, standard de-
viations are calculated based in the results of 180 bottles measured in
duplicate. Reference concentrations ([Si]lcrm ref), €xpanded uncertainty,
salinity and density gave by the supplier KANSO are indicated in the
Table 1.

Each lot has been analysed by the silicate sensor in duplicate, except
the lot. CL. where 31 measurements have been realised to evaluate the
repeatability of the sensor. The silicate concentrations were determined
using the appropriate calibration above. The average of the silicate
concentration obtained using the sensor (@ CRM anal), their respective
standard deviations (SD) and relative standard deviations (RSD) are
indicated in the Table 2, together with bias assessment, overall uncer-
tainty and accuracy.

The overall uncertainty (Eq. 3) cumulates systematic error (bias) and
reproducibility error (SD).

mCRM,anul - [Si]CRM,rgf +2.8D

Overall uncertainty = (%) 3)

[Si]CRM_ref
where @ CRM anal and [Silcrm ref represent respectively the mean of
silicate concentration analysed by the sensor and the reference value of
the CRM gave by the supplier KANSO found in Table 1.

The accuracy (Eq. 4) is defined by [100 - Relative error (%)]:

[Sl] CRM _anal — [Sl] CRM _ref

Accuracy = 100 — (%) @

[Sl] CRM _ref

No bias exists between the mean of Silicate concentration measured

by the sensor ([Si] crmanal) and the reference value of the CRM
([Silcrm ref) if the term (t95 %).SD/+/N) is higher than (| [Si] cru anal -
[Silcrm ref |) value. t(95 % corresponds to the Student’s t-distribution
value for a 95 % confidence internal and N the number of measurements.
As shown on Table 2, there is no bias for CK, CC and CB. A bias is
detected for CL due to high number of measurements, however SD, RSD,
as well as the overall uncertainty for CL are very low.

Very good overall uncertainties and accuracies have been obtained
for the 4 CRM tested with our sensor. Higher overall uncertainty is
observed for the lot. CK but considering the quite low silicate concen-
tration measured, even under limit of quantification, this result is
acceptable.

The repeatability test conducted with CL allows to determine the
population mean () (or true mean) for this CRM. Considering a t-Stu-
dent distribution, the 95 % and 99 % confidence intervals of the true
mean are:

Confidence interval (95 %): 14.00 pmol L' < [SilcrRM_CL._true mean 95 %
<14.10 pmol L™,
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Table 3
Recovery results.

[Siladded (pmol L™1) [Siltota1 = SD* (umol L) (RSD%) % Recovery

Lot. CK 6.68 7.47 £ 0.24 (3 %) 100.1 %
13.35 14.10 & 0.31 (2 %) 99.7 %

Lot. CC 20.70 104.37 + 0.81 (1 %) 97.9 %
41.40 126.15 + 0.88 (1 %) 99.2 %

Confidence interval (99 %): 13.99 pmol L' < [SilcrM CL_true mean 99 %
<14.11 pmol L™,

in good agreement with the reference value [Silcrm cr ref = 14.1 £ 0.3
(expanded uncertainty) pmol L1 (Table 1).
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3.1.3. Recovery tests

To evaluate the degree of influence from the matrix (composition of
seawater), recovery tests have been performed with CK and CC CRM
solutions. From the CRM solution, a known quantity ([Siladded) Of the
commercial SiO, standard solution (at 16693 pmol L1 is added. Each
CRM and each spiked sample ([Si] Tota)) Were analysed by the sensor
twice. The corresponding silicate concentrations were determined using
the previous calibration. Results obtained are shown in Table 3.

The percentage of recovery is defined by Eq. (5):

mToml

% recovery = ——
[Sl] CRM _anal * [Sl]

)

added

where [Si] Total is the mean of silicate concentrations measured by the

sensor on the spiked samples. [Si] crm anal® corresponds to the mean of

43°28
Deployment site
Thau Lagoon
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MEDITERRANEAN SEA K
0 1km g - RS - e
— —_— Marine Station of Séte
03°30° 0343’

Fig. 4. Locations of Sete Marine Station and the deployment area of silicate sensor (at the end of Station pontoon, e).
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and of reference colorimetric measurements (A) and (M) salinity measured on discrete samples.
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Fig. 6. Time (UTC + 2) evolution of air temperature (e) and half-hourly mean value of surface wind speed (M) measure on the pontoon of Marine Station during

deployment period.

silicate concentrations measured by the sensor in CRM solutions ([Si]
CRM anal found on Table 2) corrected with dilution factor due to the
standard additions of SiO,. The volume added is however considered
small enough to neglect matrix’s dilution.

Very good recovery values, from 97.9 to 100.1%, have been obtained
(Table 3) at both low (CK: 0.75pmolL™!) and high (CC:
88.25 pmol L) concentrations, indicating no matrix influence in the
determination of silicate concentration with our electrochemical sensor
and its calibration process.

3.2. In situ validation

The silicate sensor has been deployed in Thau lagoon (Mediterranean
Sea) from a pontoon of the Marine Station of Sete (France) between the
8th and the 12th of July 2019 at 1.6 m depth (Fig. 4). The Thau lagoon is
located in the south of France, connected to the sea by the canal of Sete.
The Thau lagoon is a shallow coastal lagoon (4 m average depth) located
in the North Western Mediterranean shore (43°24°00” N, 3°36°00” E)
and connected to the Mediterranean Sea through three narrow channels.
The study site is characterized by a large water temperature and salinity
seasonal fluctuation (from about 4-29 °C and 28.5-40 psu respectively,
[66]) and strongly affected by meteorological conditions bringing high
nutrients variability [67]. Nutrients discharges and significant increases
of primary production are observed during river flood events [68]. Tidal
range is lower than 1 m, therefore the wind, playing an important role in
the hydrodynamics [69], and temperature represent the main vectors of
vertical mixing in the lagoon. During summer (July, August), high water
temperature (around 30 °C), high salinity (above 38 psu) and low wind
velocity (under 5 m s™!) are observed that lead to oxygen depletion in
bottom waters (anoxia). In anoxic conditions, silicate concentration
range varies from few micromolar to around 50 pmol Lt [70,71].

The sensor worked continuously and analysed a sample every
45 min. Electrochemical signals recorded by the sensor have been
translated into concentrations using the calibration made with standards
diluted in artificial seawater prior deployment. The time series obtained
with the sensor are showed in red on the Fig. 5, together with the in situ
temperature measured by the sensor in black on Fig. 5. Red triangles
represent the silicate concentrations of the 8 discrete samples, taken at
the same depth of the sensor, measured by colorimetric detection at the

Marine Station, using the molybdenum blue method. The salinity of the
discreate samples is measured by conductivity/salinity sensor (EC300
Model, VWR) and indicated in blue. The air temperature and wind speed
during the period of deployment are determined with temperature probe
(HMP45C Model, Campbell Scientific) and wind monitor (05103-L
Model, Campbell Scientific) respectively, fixed on pontoon of Marine
Station. These data are indicated on the Fig. 6. Vertical dotted lines
indicate sunsets and sunrises delimiting days and nights.

During the four days of deployment, 102 data have been recorded by
the sensor. The silicate concentration ranged from 8.90 to 25.19 pmol L
! and in situ temperature at 1.6 m depth varied from 25.01 to 28.74 °C.
The sensor needed 13 min to sample seawater. Therefore, the data for
silicate concentration on Fig. 5 are plotted against the mean of the local
sampling time (UTC + 2). However, the time for colorimetric mea-
surements is the actual, instant time of the seawater sampling.

Through the deployment period, a good correlation was obtained
between the sensor data and the reference colorimetric measurements
realised at the Marine Station of Sete, indicating the sensor has not
drifted after these four days of measurement. Only the first value
recorded by the sensor seems far from the colorimetric analysis of the
first discrete sample (Fig. 5), however, there are 30 min differences
between the discrete sampling and the beginning of the sensor sampling.
Also, the silicate concentration as well as the salinity were increasing, so
the result obtained is rather consistent.

Nights and days insights show higher silicate concentrations during
the night than during the daytime that has been previously observed by
Throuzeau et al. [72]. During day light, within the upper of euphotic
zone, silicate is consumed by phytoplankton for their growth explaining
the decrease of silicate concentration observed in surface waters.

During night, the increase of silicate concentration can be explained
by vertical mixing inducing silicate release in suspension from the
sediment due to the wind (night of 9th-10th July) and also to the
stractification linked to the decrease of both sea surface temperature and
air temperature at nights (night of 8th-9th and night of 10th-11th July to
a lesser extent) (Figs. 5 and 6). The maxima of silicate concentration at
25.19 pmol L™} (Fig. 5) in the night between the 9th and the 10th of July
was indeed correlated to a stronger wind (wind speed increased)
recorded by Campbell Scientific wind monitor as shown on the Fig. 6.

Remineralisation or regeneration of silicate in the water column can
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also participate to the increase of silicate concentration in dark
conditions.

4. Conclusion

An electrochemical in situ, reagentless, sensor has been designed to
detect silicate concentration in marine environments. Silicate calibra-
tion between 1.63 and 132.8 pmol L™} of SiO, standard solutions has
been performed in artificial seawater. Limit of detection of
0.32 pmol L™! and limit of quantification of 1.08 pmol L™! were deter-
mined. The sensor showed no bias while analyzing Certified Reference
Material solutions and good reproducibility and recovery have been
obtained. In situ deployment in the Mediterranean Sea (Thau lagoon)
gave accurate results in comparison with reference colorimetric mea-
surements. Our sensor proved it is ready to be used in routine for in situ
silicate concentration monitoring in the global ocean.

In order to decrease the response time of our sensor and drastically
improve the performances in terms of measurement frequency, a new
sampling system is currently under study and should be used in the next
sensor generation.
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Chapitre Il : Mise au point d’électrodes bimétalliques

Un autre axe de recherche, plus fondamental (TRL 3) que j’ai initié au LEGOS concerne la conception
contrélée et optimisée d’électrodes bimétalliques pour la détection électrochimique directe des
nitrates dans I’eau de mer. Ces travaux ont été réalisés dans le cadre du projet MIACTIS (Microsystémes
Intégrés pour I’Analyse de Composés en Traces In situ), financé par le RTRA-STAE au sein du Chantier
Instrumentation et Capteurs Environnementaux (2014-2017) au cours duquel j'ai encadré une post-
doctorante Dancheng Chen Legrand (18 mois) et dirigé le stage DUT Mesures Physiques de Pierre

Boutet (4 mois en 2016).

Les résultats obtenus ont mis en évidence la nécessité absolue de contréler le procédé de modification
de I'électrode. Une compréhension des phénomenes surfaciques lors du dépdt électrolytique est
nécessaire afin d’optimiser les conditions opératoires du dépot pour élaborer de nouveaux matériaux
a la fois sensibles, reproductibles et stables dans le temps. C'est dans ce contexte que j’'ai contacté
I’équipe Procédés Electrochimiques et Sels Fondus du Laboratoire de Génie Chimique afin de
collaborer sur les aspects de modification de surface d’électrode et plus particulierement la
caractérisation des dépots électrolytiques dont I'équipe possede une solide expertise. Ces travaux ont
été réalisés dans le cadre du projet NESS (Nitrate Electrochemical SenSor) au cours duquel j'ai co-
encadré le stage M2 PCE2 (Procédés Physico-Chimiques pour la Chimie, 'Environnement et I'Energie)
de Sherif Abed (2019) et assuré sa co-direction de sa thése (2019-2022) avec Laurent Massot. Ces
travaux de thése ont été co-financés par la Région Occitanie (Allocation Doctorale) et nke

Instrumentation que j’ai sollicitée pour investir dans ce projet.

| — Détection des nitrates : quels enjeux ?

Les nitrates (NOs’), éléments limitant la production primaire biologique dans les écosystémes marins,
sont la principale forme azotée assimilée par le phytoplancton pour leur croissance. Le cycle de I'azote
est intimement lié a celui du carbone, participant a la séquestration du dioxyde de carbone (CO;) dans
les océans via la photosynthése [1]. La gamme de concentration des nitrates dans I'océan ouvert est
comprise entre quelques nanomolaires dans I'océan de surface, jusqu’a 50 umol L? dans I'océan
profond avec de tres fortes variations spatiales et temporelles dues aux différents processus physiques

et biologiques.
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Paradoxalement, un exces de nitrates conduit a une eutrophisation du milieu aux conséquences
désastreuses sur I’environnement comme par exemple une hypoxie™ cotiére, 'apparition de marées
vertes... [2]. Une surveillance de la qualité des eaux continentales et du littoral et un suivi des rejets
anthropiques de nitrates sont également un enjeu sociétal majeur au niveau national. La limite de
potabilité des eaux est fixée en Europe par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a 50 mg/NO3 L
! soit 806 umol L1 [3].

A ce jour, les capteurs disponibles pour la détection in situ des nitrates dans les eaux naturelles ne
fournissent pas des performances satisfaisantes en termes de sensibilité (limite de détection > 1 pmol
L'Y), de sélectivité (interférences aux ions bromure, aux carbonates, a la matiére organique dissoute)
[4-6] et de portabilité du capteur (ajouts de réactifs liquides qui nécessitent une intervention réguliere

sur les capteurs) [7,8].

Les nitrates, étant électroactifs, peuvent étre détectés directement par les techniques
électrochimiques [9,10]. L’électroréduction des nitrates a été largement étudiée sur différents
matériaux d’électrodes (Pt, Pd, Ni, Pb, Zn, Fe, Cu, Ti, Au, Ag(Hg), Ru, Rh, Ir, Bi, Sn, alliages de Cu, de
Sn...) [11,12]. Son mécanisme de réduction est complexe et, selon les conditions expérimentales telles
gue I'anion de I'électrolyte [13], le pH de la solution [14], la concentration en nitrate [15,16] ou encore
la structure de I’électrode de travail [17], peut conduire a la formation de nitrite (NO2'), d’'ammonium

(NH3/NH4*), de diazote (N3) mais également d’intermédiaires (HNO,, NO*, NH,OH, N,O0,...) [16,18,19].

Parmiles matériaux d’électrode proposés, les électrodes bimétalliques, composées d’un métal support
sur lequel est électrodéposé un deuxieme métal, et les structures a haute densité de surface
(assemblage de microélectrodes, structures poreuses..) permettent d’atteindre les meilleures
sensibilités du fait de leur plus grande surface active comparée aux électrodes monométalliques (non
modifiées) [20-27]. La conception d’électrodes bimétalliques via un dépot électrolytique controlé et

optimisé représentait I’enjeu principal de ce projet.

Il — Electrode bimétallique AgNPs/Au

Des travaux préliminaires sur une électrode d’or modifiée avec des nanoparticules d’argent

(AgNPs/Au), effectués au LEGOS par Dancheng Chen Legrand ainsi que Pierre Boutet, ont mis en

" faible teneur en dioxygéne dissous
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exergue l'influence majeure du matériau d’électrode (composition bimétallique) et la complexité du

mécanisme de réduction des nitrates qui est fortement dépendant des conditions expérimentales [24].

1.1 — Influence de la charge de dépot Ag

La charge de dépot (quantité de nanoparticules électrodéposées) est notamment un paramétre
crucial, comme illustré sur la Figure Ill - 1 montrant l'influence de la charge sur le pic de réduction des
nitrates (0,1 mmol L) observés a E = -1,0 V sur les voltammogrammes cycliques obtenus dans une
solution de chlorure de sodium de pH = 4,5. Les pics observés aE=-0,4V et E =-0,6 V correspondent
a la réduction du dioxygene en deux étapes a la surface de I'or, celle-ci n’étant pas entierement

recouverte d’argent lors des différents dépots.

E (V/Ag/AgCl/CI- (3M))

I T T T T T T T T T T T O
13 12 1,1 -1 09 08 07 06 05 04 -03 0
50 - .
40 7y =0,0522x+0,7737
R?=0,9995 y=-0,1577x + 12,591
g 30 7 ' R?=0,9997 10
=2
. 14uC | ¢
0 ——284C B
——38uC =
N —75uC | 20 =
0
- -25
- -30
H,0, & O, +2H* +2¢°
- -35
H,0 & H,0, +2H* +2e°
- -40

Figure Il - 1 : Influence de la charge de dépét de Ag sur Au sur les voltammogrammes cycliques (cycle aller)
obtenus dans une solution de NaCl (34,5 g L) contenant 0,1 mmol L** de KNO3 (v = 500 mV s?) — insert : Volcano
plot 1,i(NOs3)=f(| Q| ) correspondant

Comme attendu, lintensité du pic de réduction des nitrates augmente (en valeur absolue)

linéairement lorsque la charge du dépot électrolytique augmente, correspondant a une augmentation
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de la surface active de I'électrode. Néanmoins au-dela d’une certaine charge, le signal des nitrates

diminue, comme observé sur le « Volcano plot » en insert de la Figure Il - 1.

Ce comportement a déja été observé dans la bibliographie. En cristallographie, ce processus, connu
sous le nom de maturation d’Ostwald (Ostwald ripening), correspond a la dissolution des plus petites
particules qui se redéposent en particules de tailles bien plus grosses [28-30]. La surface active de
I’électrode AgNPs/Au rediminue donc et I'électrode tend a se comporter de plus en plus comme une
électrode monométallique. Le mécanisme de maturation d’Ostwald inclut un procédé de diffusion a la
surface de I’électrode et au joint de grains et un mécanisme électrochimique. Les petites et les grandes
particules agissent comme deux métaux différents avec des potentiels standards apparent différents,
expliquant que les nitrates soient plus faciles a réduire sur une électrode recouverte de particules de
petites tailles que sur un matériau monométallique massif, nu ou des particules de grosses tailles [28].
L’adsorption est également favorisée sur des petites particules, la surface active étant grande, facilitant

encore la réduction [31].

Ainsi, pour maximiser 'activité catalytique de I'électrode et obtenir le signal le plus élevé pour la
détection des nitrates, la charge de dépo6t des particules d’argent doit étre la plus grande possible,
avant le début de la maturation d’Ostwald. Selon le principe de Sabatier, la charge optimale
correspond a l'intersection des deux droites Iyic = f(|Q|) sur le Volcano plot en insert de la Figure Il -
1, déterminée a | Qoptimale | = 56,3 WC [31,32]. En prenant en compte les erreurs expérimentales pour
la construction du Volcano plot, une charge expérimentale légérement plus faible a été choisie pour

électrodéposer les nanoparticules d’argent a |Qexp | =52 pC.

Avec cette électrode bimétallique optimisée, des voltammogrammes a vague carrée ont été
enregistrés a une fréquence de 100 Hz dans une solution de NaCl (34,5 g L) pour différentes
concentrations en nitrates comprise entre 0,39 et 50 pmol L. Sur la Figure Il - 2, le potentiel de pic
de réduction des nitrates se décale vers des potentiels de plus en plus élevés (de-1,1V a-0,9 V) lorsque
la concentration en nitrates en solution augmente, indiquant que le transfert électronique est de plus
en plus facile (demande une plus faible surtension cathodique). Bui et al. ont également observé ce
phénomeéne sur une électrode de carbone fonctionnalisée avec des nanoparticules d’or en

voltammétrie différentielle a impulsions (DPV) [33].

Les nitrates s’adsorbent a la surface de I'électrode avant d’y étre réduits selon les équations Ill - 1 et

Il - 2 suivantes [16,31] :



Chapitre Il : Mise au point d’électrodes bimétalliques

NO3,,, © NO3 (Il - 1)

ads
NO3z .+ 2HY + 2¢” & NO;7 ., + H20 (m-2)
L’équilibre de la réaction d’adsorption Il - 1 est déplacé vers la formation de NO374s lorsque NOssol

augmente, favorisant I'adsorption des nitrates et expliquant le décalage vers les potentiels plus élevés
du pic de réduction des nitrates observés sur la Figure Il - 2. Aux plus faibles concentrations en nitrate,
la compétition avec I'adsorption des chlorures de I’électrolyte est également plus forte et en défaveur

des nitrates [15,17,34].

E (V / Ag/AgCI/KCI (3M))

I T T T T T T T T T T _50
-1,2 -1,1 -1 -0,9 -0,8 -0,7 -0,6 -0,5 -0,4 -0,3 -0,2 1
—— 50 umol/L ——25 umol/L ——12,5 umol/L ——6,25 umol/L L -55
———3,125 pumol/L ——0,78 umol/L ——0,39 umol/L
- -60
- -65
=4
=
[NO5] (umol LP) =
I {(pmol L L.
1,0 2 : 70
10 20 30 40
-2,0
-3,0 - -75
-4,0
-5,0 - -80
-6,0 4 y=-0,1067x - 1,4047
R2=0,9982 H,0, < O, -85
-7,0 -

Figure Ill - 2 : Voltammogrammes a vague carrée a f = 100 Hz, A = 60 mV, Estep =5 mV sur AGNPs/Au (¢ = 3 mm,
Quepst = -52 UC) dans 34,5 g L't de NaCl contenant [NOs] = 0,39 (noir), 0,78 (violet), 3,125 (bleu clair), 6,25
(orange), 12,5 (vert), 25 (bleu foncé) et 50 umol L? (rose) — Insert : Droite d’étalonnage Ale~.1v) = f([NOs])
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Sur la droite d’étalonnage en insert de la Figure lll - 2, une bonne linéarité est obtenue sur I'ensemble
de la gamme de concentration étudiée, correspondant a celle observée dans I'océan ouvert (0,39-50
umol L) avec une limite de quantification (premier point aligné sur la droite d’étalonnage) trés

prometteuse de 0,39 umol L.

L'inconvénient de cette électrode modifiée est sa non reproductibilité d’'un dépo6t a I'autre, méme en
contrélant la charge du dép6t d’Ag. Le mécanisme de dépot électrolytique de I'argent sur I'or n’est pas

donc complément connu ni maitrisé.

1.2 — Caractérisation du dépo6t d’Ag sur Au

La caractérisation du dépot d’argent sur un substrat en or a été réalisée lors du stage Master 2 de

Sherif Abed, par voltammaétrie cyclique dans une solution de nitrate d’argent (AgNOs) a 0,17 mol L.

20 Ag > Agt+e

j (mA cm2)

15
10
5
0 7
-0,5 -04 -03 -0,2 —0,1_5 0 01 02 03 O04¥)05 06 07 08 09 1

E (V/Ag/AgCl/CI (3M))

-10

Ag++ e - Ag -40

Figure Ill - 3 : Voltammogramme cyclique sur or enregistré a 50 mV s dans une solution de nitrate d’argent
([AgNOs] = 0,17 mol L) diluée dans [KNOs] = 0,1 mol L

Le pic en réduction observé a -0,1 V sur le voltammogramme de la Figure Ill - 3 correspond a la
réduction des ions Ag* en solution en Ag métallique a la surface de I'électrode d’or. Le croisement du

signal (« crossover ») entre le balayage aller et le balayage retour est en effet caractéristique de la
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formation d’une phase solide. La redissolution de I'argent est observée en oxydation a partir de 0,5 V.
Il n"est cependant pas observé de surtension de nucléation (n) qui correspond a I'écart entre le
potentiel d’équilibre du couple Ag*/Ag (E=o) et le potentiel de formation des premiers nucléi d’Ag a la
surface de I'électrode d’Au (Enucei). Le phénomeéne de nucléation, non visible, n’a donc pas pu étre
étudié pour ce couple bimétallique. Ces résultats peuvent étre dus au fait que I'argent et I'or ont des
propriétés cristallographiques trés proches. Ils ont notamment des rayons métalliques, correspondant
a la moitié de la distance des noyaux de deux atomes voisins dans un échantillon solide, quasi
identiques avec rm(Ag) = 133,9 pm et ru(Au) = 133,6 pm [35] ainsi que des longueurs de liaisons
métalliques Ag—Ag et Au—Au trés proches avec respectivement ljpg—ng) = 2,8894 A et lau—ny) = 2,8841

A [36].

Nous avons également montré que la sensibilité obtenue avec I’électrode Ag/Au dans des solutions de
chlorure de sodium (pH = 4,5) n’est pas confirmée a pH = 8, pH moyen de I'’eau de mer. En se plagant
dans de I'eau de mer artificielle composée de NaCl (32,74 g L'%), MgS0a, 7H,0 (7,26 g L) et NaHCOs
(0,172 g L) de pH = 8, I'électrode AgNPs/Au ne permet pas la détection des nitrates méme a une
concentration de 1 mmol L? sans acidifier le milieu, ce qui n’est pas acceptable pour I'application de

capteur in situ visée.

D’autres couples bimétalliques ont donc été étudiés dans le cadre de la thése de Sherif Abed dont j’ai

assuré la co-direction (50 %).

lll = Controle du procédé de dépot électrolytique du cuivre

De nombreux auteurs ont mis en évidence les propriétés électrocatalytiques du cuivre vis-a-vis de
I’électroréduction des nitrates [13,14,20,23,27,37-42]. Il a donc été décidé de réaliser des dépots
électrolytiques de cuivre sur différents substrats métalliques. Dans un premier temps, une étude de
nucléation a été réalisée sur chacun des 4 substrats testés (Au, Ag, Pt et INOX 316 L), suivie de
I’'optimisation des parameétres des dépots puis I’évaluation des performances des électrodes obtenues

vis-a-vis de la détection des nitrates.
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11l.1 — Etude de nucléation du cuivre

L'étude des premiers instants de formation des nucléi de cuivre a été étudiée sur plusieurs substrats
métalliques. La méme procédure a été appliquée a I’'ensemble des électrodes testées (Au, Ag, Pt, INOX

316 L"), seul le couple bimétallique Cu/Au est présenté ici.

25

Cu - Cu?t+ 2e"
20

j (mA cm™2)

15

10

I 0,1 0,2 0,3
E (V/Ag/AgCl/CI- (3M))

Cu**+2e > Cu

-20

Figure Ill - 4 : Voltammogramme cyclique sur or enregistré & 50 mV s dans une solution désaérée et agitée
(w=1000 rpm) de sulfate de cuivre ([CuSO4] = 0,1 mol L) dissous dans [H,SO4] = 1 mol L

Sur le voltammogramme cyclique enregistré sur une électrode d’or, le pic de réduction des ions Cu?*

présents en solution en Cu a la surface de I'électrode d’or est observée a Epic =-0.23 V sur la Figure Il
- 4. Le pic en oxydation vers 0,2 V correspond a la redissolution du cuivre électrodéposé. Ce
voltammogramme met en évidence un processus d’électrocristallisation, correspondant au
croisement du signal (crossover) entre le balayage aller et le balayage retour, traduisant une
irréversibilité due a la formation des nucléi de cuivre sur le substrat d’or. Contrairement au couple

Ag/Au, une surtension de nucléation (n = Enuei — Eg=0)) d’environ 180 mV est observée sur le

* Alliage a base de Fer contenant du Cr (16-18 %), du Ni (10-14 %) et du Mo (2-3 %) (% massique)
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voltammogramme, correspondant a I'énergie supplémentaire a fournir au systéme pour déposer les
premiers nucléi de cuivre sur le substrat. La surtension de nucléation représente la surtension

minimale a appliquer pour réaliser le dépot de cuivre par électrolyse potentiostatique.

Il existe deux modes de nucléation dont les schémas sont présentés sur la Figure Ill - 5 :

- la nucléation instantanée ou tous les nucléi germent en méme temps a l'application d’une
polarisation (intensiostatique ou potentiostatique) puis croissent (en taille, de maniere
homogene) au cours du temps,

- la nucléation progressive ou des nucléi se forment continuellement et croissent au cours de

'électrolyse formant ainsi des grains de taille inhomogene.

Nucléation instantanée

Vitesse de croissance

Nucléation progressive

v

Vitesse de germination + Vitesse de croissance

Figure Il - 5 : Représentation schématique des modes de nucléation progressive et instantannée

La vitesse globale de croissance des nucléi dépend donc de la vitesse de germination correspondant
au nombre de nucléi déposés en fonction du temps et la vitesse de croissance représentant

I’'augmentation de la taille de ces nucléi au cours du temps.
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La chronoampérométrie, qui consiste a appliquer un potentiel fixe et de suivre I'évolution de I'intensité
(ou densité de courant) en fonction du temps, permet d’étudier et de caractériser les phénomenes de
germination et de croissance d’un dépot métallique [43]. Le chronoampérogramme de la Figure lll - 6,
enregistré sur une électrode d’or a E = -0,14 V dans une solution désaérée de H,S0; (1 mol L?)

contenant 0,1 mol L™ de CuSO, est caractérisé par 3 zones :

- zonel : charge de la double-couche et formation des premiers nucléi

- zone |l: croissance des cristaux entrainant une augmentation de la surface active de
I’électrode jusqu’a un maximum (pic) de coordonnées tm, Im OU les vitesses de croissance et de
diffusion sont du méme ordre de grandeur. La surface active de I'électrode est maximale a ce
point. Dans le cas ou il n’y a pas de formation de cristaux ou bien que la cinétique de formation

est tres rapide, le chronoampérogramme ne présente pas cette zone Il.

- zone lll : limitation du courant par la diffusion linéaire semi-infinie des ions métalliques Cu®*

en solution (loi de Cottrell : | est proportionnel a t*/2).

t(s)

-2,2

Figure Il - 6 : Chronoampérogramme enregistré a E =-0,14 V sur une électrode d’or plongée dans une solution
désaérée de CuSO4 & 0,1 mol L'* dans H,SO,4 (1 mol L)
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L’exploitation de la courbe I=f(t) (Figure Ill - 6) dans les zones Il et Ill permet de caractériser le mode
de nucléation grace au modele mathématique de Scharifker et Hills [43,44]. Ce modele prend en
compte le caractere tridimensionnel de la croissance en considérant la diffusion et la croissance en

volume des dépots et permet de déterminer expérimentalement le mode de nucléation, en comparant

2
(1 t L. ‘e
le tracé (_1 ) = f(—t ) aux courbes théoriques pour chacun des 2 modes de nucléations, dont les
m m

équations adimensionnelles sont rassemblées dans le Tableau Ill - 1. Par soucis de clarté, seules les

équations finales sont présentées.

Tableau Il - 1 : Equations adimensionnelles des modeles de nucléation instantanée et progressive

Nucléation instantanée

Nucléation progressive

1\ 1,9542 t
(—) =— (1 — exp [—1,2564 (—)])
I t tm

tm

I, = 0,6382nFD Cy(k Ny)'/?

o 1,2564
™7 NomkD
81 Cy My /2
k= (=5
p

2

&)

21,2254 t \21\?
== (1-exp —2,3367(—)
L tm

tm
3
I, = 0,4615n F D% Cy(k’A Ny)/*

. _( 4,6733 )1/2
™~ \AN,mk'D

4/8mCyM
S
3 p

avec A : constante de vitesse de germination (s), Co : concentration de I'espéce en solution (mol cm3), D :

coefficient de diffusion (cm? s), F = 96500 C mol™ : constante de Faraday, k : vitesse d’incorporation des

atomes (mol cm? s), M : masse molaire du métal déposé (g mol™), n: nombre d’électrons échangés, No :

nombre total de site favorables (cm™), p : masse volumique du métal déposé (g cm3)
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1
0,9 —— Instantanée
——Progressive
0,8
——Cu/Au
0,7
’ ——Cu/Ag
~_ 06 ——Cu/Pt
E
= 0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

t/tm

Figure lll - 7 : Comparaison des modeéles théoriques de nucléation instantanée (en violet) et nucléation
progressive (en noir) avec les chronoampérogrammes adimensionalisés enregistrés dans CuSO, & 0,1 mol L2
dans H,504 (1 mol L) sur les électrodes Au (rouge & E =-0.14 V), Ag (bleu & E =-0.2 V), Pt (vert @ E=-0.15 V) et
INOX 316L (Jaune a E =-0.2 V) (Référence = Ag/AgCl/CI (3M))

La Figure lll - 7, comparant les modeles théoriques de nucléation instantanée et nucléation progressive
avec les chronoampérogrammes adimensionalisés obtenus pour les 4 substrats testés, indique que la
nucléation du cuivre est progressive sur Au, Ag, Pt et I'INOX 316 L. La méme stratégie de dépot a donc

été appliquée pour I'ensemble des substrats.

I1l.2 — Optimisation des paramétres de dépot

111.2.1 - Potentiel de dépot de Cu

Dans le cas d’une nucléation progressive, Massot et al. ont montré que la rugosité du dépét dépend
de la densité de courant et donc de la surtension imposée pour le dép6t [45]. Les plus fortes rugosités
de surface sont obtenues pour les faibles surtensions (dépot disparate de petits plots métalliques de

tailles inhomogeénes) et les fortes surtensions (aspérités hétérogénes de surface du métal déposé
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recouvrant complétement la surface du substrat). Les surtensions intermédiaires conduisent a des

dépo6ts homogenes de faibles rugosités.

Ainsi, dans les conditions expérimentales de I'étude, pour obtenir la plus grande surface d’électrode
bimétallique, une faible surtension, trés proche de la surtension de nucléation, a été appliquée,
favorisant ainsi le dépot de petits plots de cuivre. Le Tableau Il - 2 rassemble les valeurs absolues des
surtensions de nucléation observées et les potentiels appliqués pour la réalisation des dépots de cuivre

en mode potentiostatique pour chacun des substrats.

Tableau Il - 2 : Surtensions de nucléation et potentiels de dépo6t du cuivre sur les différents substrats

testés

Au Ag Pt INOX 316L
| N | nucigation (MV) 180 210 200 250
Eaepst cu (V / Ag/AgCI/CI (3M)) -0,14 -0,18 -0,17 -0,21

111.2.2 - Charge optimale de dépot

Comme précédemment réalisé pour le couple Ag/Au, une étude de I'influence de la densité de charge
de dépot du cuivre a été réalisée sur un substrat en or, en comparant les réponses obtenues pour la
détection de 1 mmol L? de nitrates dilués dans de I’eau de mer artificielle par voltammétrie a vague
carrée (Figure lll - 8). Il est a remarquer sur la Figure Ill - 8 que la détection des nitrates est possible,
sans nécessité d’acidifier la solution, contrairement a I’électrode Ag/Au, illustrant déja les potentialités

du cuivre.

Les densités de courant du pic de réduction des nitrates reportées en fonction de la densité de charge
du dépbt de Cu sur le Volcano Plot en insert de la Figure Il - 8, montrent comme attendu une
augmentation du signal lié a I'augmentation de la surface active de I'électrode jusqu’a un maximum
correspondant a la densité de charge optimale du dépot, avant une décroissance du signal lié a une
diminution de la rugosité de surface (augmentation de la taille des nanoparticules et coalescence). La

densité de charge optimale de dépot déterminée a 'intersection des 2 droites du Volcano plot est de :

| Qoptimale Cu/Au |Vo|cano =23,5mC cm?.
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E (V/ Ag/AgCl/CI (3M))
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Figure Il - 8 : Influence de la densité de charge de dép6t de Cu sur Au sur les voltammogrammes a vague carrée
(f=100 Hz, A = 60 mV, Ex., = 5 mV) obtenus dans de 'eau de mer artificielle contenant 1 mmol L de KNO; —
Insert : Volcano plot 8jpic = f(|q|)

Ces travaux de thése ont mis au point et validé une méthode originale pour déterminer la charge
optimale de dép6t, en s’affranchissant de I’étape longue et fastidieuse de la construction du Volcano
plot. D’apres la loi de Faraday (Eq. lll - 3), la densité de charge optimale est directement déterminée
sur le chronoampérogramme enregistré dans la solution contenant les ions Cu?*, par simple intégration

de l'aire sous la courbe j = f(t) jusqu’au point caractéristique tm, jm, OU la surface active de I'électrode

est maximale.

tm .
|Q|optimale = ft:()]-dt (m-3)
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Dans le cas du substrat or, I'intégration du chronoampérogramme de la Figure Ill - 6 de t=0 a tn,

donne une densité de charge optimale de :
| Qoptimale Cu/Au | Faraday = 23,5mC Cm-z,

identique a celle obtenue par la méthode du Volcano plot, validant la méthode de détermination.

Cette méthode a été appliquée a I’'ensemble des substrats testés. Les valeurs absolues des densités de
charge optimale, rassemblées dans le Tableau IIl - 3, montrent une influence du substrat d’électrode
sur les conditions de dép6t ou les charges optimales varient selon le substrat et ce malgré un mode de

nucléation progressive commun a tous les matériaux d’électrode testés.

Ces travaux ont fait I'objet d’une publication dans Journal of Electroanalytical Chemistry en 2022 [46].

Tableau lll - 3 : Valeurs absolues des densités de charge optimale du dépdt de cuivre déterminées par
intégration des chronoampérogrammes de t=0 3 t., enregistrés dans une solution de 0,1 mol L de
CuS0, dans 1 mol L de H,S04, désaérée, sur Au, Ag, Pt et INOX 316L

Au Ag Pt INOX 316L

| Goptimale dépot cu | (MC cm™) 23,5 11,9 51,8 16,6

111.3 — Evaluation des performances Cu/Ag : détection NO3" dans des matrices d’eaux

naturelles

Les performances des électrodes bimétalliques, optimisées selon le protocole de dépdt défini
précédemment, ont été étudiées vis-a-vis de la détection des nitrates dans des matrices d’eau de mer

et d’eau douce.
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111.3.1 - Détection dans I’eau de mer

111.3.1.1 - Etalonnage et évaluation de la sensibilité

La droite d’étalonnage correspondant aux densités de courant différentiel du pic de réduction des
nitrates des voltammogrammes a vague carrée en fonction de la concentration en nitrate contenus
dans de I'eau de mer artificielle, obtenue sur I’électrode Cu/Au est présentée sur la Figure Ill - 9.
Comme précédemment observé pour les silicates au Chapitre Il, une rupture de pente est observée
lorsque la concentration en nitrates augmente, indiquant un changement de mécanisme de réduction
des nitrates en lien avec I'adsorption des nitrates a la surface de |'électrode avant leur réduction. Ce

comportement est également enregistré sur les autres couples bimétalliques (Cu/Ag, Cu/Pt, Cu/INOX).

Cette rupture de pente n’est cependant pas problématique ; selon la densité de courant différentiel
mesurée, I’équation de la droite d’étalonnage appropriée est utilisée pour remonter a la concentration

en nitrates en solution.

[NO;] (pmol L)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

-0,05

0,15 - .
8jpie = -0,0042 [NO,T] +0,0001

-0,25 ~

8 jpic (HAcm?2)

-0,35 A

0,45 - 8jyic = -0,0213 [NO;] +0,5337

-0,55 -

Figure Il - 9 : Droite d’étalonnage obtenue sur I’électrode Cu/Au dans de I'eau de mer artificielle contenant
entre 0,5 et 50 umol L de nitrates
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Les plus faibles concentrations quantifiées (premier point aligné sur la droite d’étalonnage,
dénommeées LOQ) sont également sensiblement identiques sur les différents substrats avec LOQcy/au-
cuee = 0,5 umol L et LOQcy/ag-curnox = 1 umol L. Ces performances sont tout a fait satisfaisantes et
concurrentielles a celles atteintes par le capteur commercial optique-UV SUNA (Submersible
Ultraviolet Nitrate Analyzer) et prometteuses pour la suite des développements du capteur NESS

[47,48].

Bien que les substrats Au et Pt aient montré une meilleure sensibilité que Ag et INOX, le couple Cu/Ag
a été choisi dans la suite de la thése, pour I’évaluation de la justesse des mesures et les expériences en
eaux douces, ce couple étant plus stable dans le temps que les autres substrats et également plus facile
et plus rapide a mettre en ceuvre (un nettoyage électrochimique chronophage est nécessaire sur I'or

et le platine).

111.3.1.2 - Justesse de mesure

Des échantillons d’eaux de mer naturelles certifiés (Certified Reference Material (CRM)) ont été
analysés afin d’évaluer la justesse des mesures ainsi que la méthode de détermination de la
concentration en nitrates via un étalonnage réalisé dans une matrice différente que I’échantillon réel
analysé. Ces échantillons d’eaux océaniques naturelles, stabilisées, de concentrations en sels nutritifs
(nitrate, nitrite, silicate, phosphate) précisément connues sont fournis par I'entreprise KANSO, Japon
[49]. Les compositions des différents lots analysés sont rassemblées dans le Tableau Il - 4. Seules les
concentrations en nitrates [NOs].¢ sont indiquées ainsi que les concentrations en nitrates [NO3]exp
déterminées a partir des densités de courant du pic de réduction des nitrates mesurées sur les
voltammogrammes a vague carrée enregistrés et I'équation de la droite d’étalonnage correspondante

de la Figure Il - 9. La justesse des mesures a été calculée selon I'équation IlI-4 :

|[NO3 lexp—[NO3 Iraf]
[NOZ]res

Justesse (%) = 100 — (%) (I —4)
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Tableau Il - 4 : Salinité, densité, concentration en nitrates de référence et déterminée
expérimentalement et justesse de mesure des lots de CRM analysés

Echantillon S(a;:)“srlli;[)é Densité (20°C) C?rr:](jsufﬂii;é (H:lnocfl-]li?{) (LN”?;PE?{) Justesse
Lot CM 34,414 1,0243 34,0 35,1 97 %
>>>>>>>>>> LotCN 34,536 1.0244 ~52 44,7 47,2 94%
Lot CP 34,398 1,0243 25,4 27,8 91%

Les justesses obtenues sont satisfaisantes, validant la méthode de détermination de la concentration.

Une étude de répétabilité approfondie et des tests statistiques poussés devront étre réalisés.

111.3.2 - Détection dans I’eau douce potable

N’ayant pas a disposition une matrice d’eau douce exempte de nitrates (eau douce dite artificielle), la
méthode des ajouts dosés a été utilisée dans la these pour calibrer le systéme et I'extrapolation de
I'ordonnée a l'origine permet la détermination de la concentration en nitrates dans I’échantillon

analysé.

Dans un premier temps une analyse d’une eau minérale Mont Roucous® de pH = 7 et de conductivité
0 = 55,3 uS cm’, dont la concentration en nitrates est connue ([NOs3 ] = 32 umol L) a été réalisée
afin d’évaluer la justesse de mesure de la méthode. L'ordonnée a l'origine de la relation linéaire entre
la densité de courant différentiel du pic de réduction des nitrates en fonction de la concentration en
nitrates ajoutée a I’échantillon indiquée sur la Figure Ill - 10 (A), a donné une concentration [NOz]exp =

32 umol L'}, identique a la valeur de référence annoncée.

De la méme facon, une analyse de I'eau de consommation de la ville de Toulouse, de conductivité 290
uS cm? et pH = 7,76, a été réalisée (Figure Ill - 10 (B)), donnant une concentration en nitrates
[NO3J1outouse = 40,5 umol L. Une analyse conjointe du méme échantillon, réalisée par chromatographie
ionigue, a donné une concentration identique aux incertitudes pres de nitrates

[NOs]chromato = 46 pmol L.

* psu : practical salinity unit
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Figure Il - 10 : Relation linéaire entre la densité de courant différentiel du pic de réduction des nitrates en
fonction de la concentration en nitrates ajoutée dans (A) I'eau minérale Mont Roucous® et (B) I'eau de la ville de
Toulouse

Ces résultats sont trés prometteurs pour la suite des développements et I'élaboration d’un capteur
dans les eaux douces. En effet, malgré la faible conductivité du milieu, 1000 fois moins que la
conductivité de I'eau de mer, I'électrode Cu/Ag a permis de doser une concentration en nitrates bien

plus faible que la limite de potabilité (i.e. 800 pmol L) sans pré-traitement de I’échantillon.
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IV — Conclusions

La these de Sherif Abed a permis de montrer que les électrodes bimétalliques a base de cuivre réalisées
selon un procédé de dépot électrolytique optimisé pour un mode de nucléation progressive,
permettent le dosage des nitrates sans pré-traitement des échantillons d’eaux de mer et d’eaux douces

potables a des concentrations compatibles avec les objectifs fixés.

Si la potentialité d’utiliser ces électrodes pour I'élaboration du capteur NESS a été démontrée lors de
cette thése, une étude de répétabilité, une détermination rigoureuse et statistique de la limite de

quantification et une évaluation de la robustesse du matériau doivent étre réalisées.

Ces travaux ont également montré I'importance majeure du cuivre quant au dosage des nitrates et, a
contrario, I'influence limitée du substrat d’électrode qui laisserait a penser qu’une surface de cuivre
de haute densité serait suffisante pour atteindre les performances demandées en termes de

sensibilité.

Il serait donc intéressant de travailler sur le matériau cuivre en tant qu’électrode de travail massive en
augmentant sa surface active via une modification contrélée de sa rugosité par les procédés
électrochimiques. D’autres matériaux émergeants sont aussi de plus en plus étudiés, composés de
dopage hétéroatomes au sein de la maille crystalline du matériau lui apportant de nouvelles propriétés
électrocatalytiques. Ces perspectives a ce travail sont directement en adéquation avec mes

perspectives de carriere qui sont discutées dans la partie Projets & Perspectives de ce manuscrit.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The aim of this work is to highlight the beneficial impact of the nucleation mode study on controlling the elec-
trodeposition of a metal on a substrate, in order to form high sensitivity bimetallic electrodes. Actually, opti-
mizing the electrodeposition operating conditions allows generating the largest active surface, and so,
increasing electrode sensitivity.

For this purpose, the nucleation phenomena and the initial growth of copper nuclei on gold, platinum and
stainless steel 316L electrodes were investigated using cyclic voltammetry (CV) and chronoamperometry in
aqueous media. The experimental results were compared to theoretical models for the two possible nucleation

Keywords:
Electrocrystallisation
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Chronoamperometry
Progressive nucleation
Square wave voltammetry

modes: instantaneous and progressive.

Chronoamperometric results showed that the electrodeposition process involves progressive nucleation for
copper on the three substrates, which was confirmed by scanning electron microscopy (SEM).

Optimal operating conditions were determined for the preparation of the highest active surface area.
Subsequently, copper deposition runs were carried out on the three electrode substrates. The formed bimetallic
electrodes were tested for their ability to detect low nitrate concentration in artificial seawater using square

wave voltammetry (SWV).

1. Introduction

The present work focuses on studying the first instant of copper
nuclei formation on the electrode surface. The growth of these nuclei
over time is studied in order to determine the optimum operating con-
ditions allowing to yield the highest specific surface area as well as a
sensitive and stable bimetallic electrode and to put forward a novel
effective electrodeposition process. Factors influencing deposit quality
must be considered, principally the potential and the cutoff charge. For
this intent, the nucleation phenomena of copper on gold, platinum and
stainless steel 316L substrates was investigated using cyclic voltamme-
try and chronoamperometry. The electrodeposition of copper [1] and
its growth on metallic substrates have been the topic of several studies
[2-6]. Thus, no previous study deeply elaborated the electrocrystalli-
sation of copper on these three substrates.

In the first part, nucleation overpotentials were evidenced by cyclic
voltammetry. Chronoamperometry studies were performed, and the
experimental results were compared to theoretical plot to determine
nucleation mode: instantaneous or progressive [7,8]. Afterwards, the

* Corresponding author.
E-mail address: carole.barus@univ-tlse3.fr (C. Barus).
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germination rates were determined and the strategy (electrochemical
parameters) for copper electrodeposition was deduced in order to
increase the specific surface area of the electrode.

In the second part, the obtained bimetallic electrodes were
employed to detect species requiring high sensitivity identification
tools, such as nitrates in seawater. In the open ocean, the concentra-
tion of nitrates can drop from 50 umol L™ to as little as few nanomo-
lars [9]. Surface waters are very depleted in nitrates (<10 ymol L™ 1).

The conventional method used to detect nitrates is colorimetry
based on the Griess reaction requiring the addition of liquid reagents
[10-11]. Lab on chip technology allows the miniaturization of the sen-
sor and consequently decreases the volume of the reagent but these
sensors still need frequent intervention to change reagents bags limit-
ing long term deployment [12-13]. There is also commercial UV-
absorbance nitrate sensor: SUNA that directly measure the concentra-
tion without pre-treatment [14]. However, interference issues with
bromide ions, carbonates and dissolved organic matter are encoun-
tered and the limit of detection is 2.4 umol L~ * Electrochemistry is suit-
able for in situ applications because it does not require pre-treatment of
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the sample, offers a fast response time, high selectivity and allows small
sizes sensor design and low energy consumption.

Various approaches have been pursued to study nitrate electrore-
duction with a large number of metal substrates, such as Pd, Pt, Rh,
Ru, Ir, Cd, Pb, Ag, Ti, Au, Sn, Ni, Zn, alloys of Cu....[15-22]. The
use of metallic bare electrodes for direct nitrates detection displayed
weak sensitivity [23]. Few studies have demonstrated that nitrate elec-
troreduction is more efficient on bimetallic electrodes [23-27], as the
signal is boosted due to the increase of the specific surface area of the
electrode.

Fajerwerg et al. [23] have already operated gold modified with sil-
ver nanoparticles electrode (Au/AgNPs) to detect nitrate in sodium
chloride solution, using a charge, Q, lower than the theoretical one
corresponding to a silver monolayer, and demonstrated the worth-
while potential of bimetallic electrode use. However, the limit of
detection (LOD) of 10 umol L™ ! obtained was still too high for marine
application. Later, Legrand et al studied the influence of the cutoff
charge for silver electrodeposition on gold over the electrode sensitiv-
ity and reached a LOD of 0.39 umol L™ ! of nitrate in sodium chloride
solution [27]. However, some repeatability issues were encountered.

The aim of this article is to highlight the necessity of controlling the
electrodeposition process and optimizing the operation conditions in
order to increase the sensitivity of the electrode.

As reported by several studies, copper is recognized as the best pro-
moter for nitrate electroreduction in comparison with other metals. It
was applied as a bare electrode given its resistance to biofouling
[18,28,29], and accordingly, was chosen as the electrodeposited
metal.

Since gold has previously been demonstrated to be a promising and
noble substrate, it was used as a base for the bimetallic electrode.

In order to compare the electroactivity of Au/Cu modified elec-
trode, platinum (Pt) was tested as a comparator substrate due to its
similar properties. Stainless steel 316L (SS) was also considered for
test alongside gold and platinum due to its low cost compared to the
other metals used, as well as its known resistance to corrosion in
seawater.

2. Experimental
2.1. Chemicals

All solutions were prepared in MilliQ water (Millipore MilliQ water
system).

Nitrate solutions were prepared with KNO3 (Aldrich 99.999%), dis-
solved into artificial seawater (pH = 8) made with NaCl (m = 32.74 g
L™, VWR), NaHCO; (m = 0.172 g L™, VWR) and MgSO,, 7H,0
(m = 7.26 g L}, VWR).

Copper electrodepositions on gold, stainless steel 316L and plat-
inum surfaces were generated using 0.1 mol L™ ! of copper sulfate pen-
tahydrate CuSO,, 5H,0 (99.995% purity) from Aldrich dissolved in
1 mol L' of sulfuric acid prepared from a 98% H,SO, EMSURE®
(Merck).

2.2. Materials and methods

Electrochemical techniques used were Chronoamperometry, Cyclic
Voltammetry and Square Wave Voltammetry. Full electrochemical
measurements were carried out with a Metrohm Autolab® PGSTAT
128 N potentiostat controlled by NOVA 2.1.4 software.

A standard three electrodes cell was employed for all experiments.
In all cases, the auxiliary electrode was a platinum wire with large sur-
face area and the reference electrode was a double junction Ag/AgCl/
KCl 3 M electrode; all the following potentials are given relative to this
electrode. Working electrodes were commercial metallic discs (§=
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6 mm) of gold, platinum and stainless steel 316L (from Goodfellow)
modified with copper electrodeposition.

The characterization of copper nuclei deposited on the substrate
surface after electrolysis was observed by a Phenom XL scanning elec-
tron microscope (SEM) coupled with an energy dispersive spec-
troscopy (EDS).

2.3. Preparation of working electrodes

The substrate discs underwent an adapted polishing on metallo-
graphic polisher (Presi Mécapol), associated with diamond suspension
solutions with different granulometries 9 ym, 3 um and 1 um. The
duration of polishing on each grain size depends on the initial surface
status.

For gold discs, a further electro-polishing was performed in sulfuric
acid at 0.5 mol L™! by polarizing the electrode 10 s at +2 V vs (Ag/
AgCl/KC)) followed by 10 s at —2 V vs (Ag/AgCl/KCl) to form O, and
H, bubbles respectively. This leads to the removal of all impurities at
the surface. Then cycles between 0 V vs (Ag/AgCl/KCl) and 1.5 V vs
(Ag/AgCl/KCl) at 100 mV.s~! were recorded until reproducible sig-
nals were obtained.

3. Results and discussion
3.1. Determination of nucleation overpotentials

Cyclic voltammograms were plotted on gold, stainless steel, and
platinum electrodes in a deaerated copper sulfate solution. Fig. 1.
shows the corresponding voltammograms obtained on gold (A), plat-
inum (B) and stainless steel 316L (C) substrates.

A single reduction peak was identified at around —0.2 V vs (Ag/
AgCl/KCD) (for gold and platinum substrates), —0.3 V vs (Ag/AgCl/
KCl) (for stainless steel) associated with a reoxidation peak at
around +0.2 V vs (Ag/AgCl/KCl), +0.15 V vs (Ag/AgCl/KC]) respec-
tively, characteristic of the dissolution of the deposited copper. Copper
ions reduction in aqueous media was found to be a single step process
exchanging 2 electrons:

Cu*t +2e” — Cu (1)

These voltammograms highlight the main feature of the electro-
crystallisation process which is the signal crossing between forward
and backward scanning curves (crossover). This is typical of a solid
phase creation via nucleation mechanism on the electrode surfaces.

Furthermore, those voltammograms display nucleation overpoten-
tial corresponding to the difference between the potential of the begin-
ning of the copper ion reduction E,4 indicated with vertical lines on
Fig. 1. (first copper nuclei) and the equilibrium potential Eq_o, of
Cu?®*/Cu system indicated with tangent lines:

N = Ereqd — Eq—o) (2)

Where, n corresponds to the nucleation overpotential, E..q4 the nuclei
formation potential and Eq;_o the equilibrium potential. Nucleation
overpotential values on three electrodes are presented in Table 1.

These nucleation overpotential values are key parameters for elec-
trodeposition because they represent the minimal requisite overpoten-
tials during electrolysis.

3.2. Nucleation mode determination

Chronoamperometry is the most suitable electrochemical tech-
nique to investigate nucleation phenomena [7,8]. The exploitation of
the beginning of the graphs I = f(t) provides information on the nucle-
ation mode and, thus, enables the selection of a convenient process for
the deposit. Chronoamperograms were recorded on the three sub-
strates in copper sulfate solution and are presented on Fig. 2.
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Fig. 1. Cyclic voltammograms of CuSO,4 deaerated; working electrode: Pt (A),
Au (B) and SS 316L (C); auxiliary electrode: Pt; reference electrode: Ag/AgCl/
KCl; Scan rate = 50 mV s~ -

Numerous overpotentials were tested, and the electrochemical
responses showed a good repeatability.

The resultant curves are divided into three parts; the inset of Fig. 2
illustrates those three parts as follows:

Table 1

Overpotential, nucleation rate, cutoff charge density and slope on three substrates.
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e Part I is characterized by a significant decrease of current density,
corresponding to the charge of the double layer and the formation
of the first copper nuclei on the electrode surface.

e Part II of the chronoamperogram shows a current density increase,
as a result of an upsurge of the electrode active surface. This zone
represents a particular point at t,, i, coordinated where the rate of
diffusion is equivalent to the rate of crystal growth. An investiga-
tion into part II of the chronoamperogram provides information
on the nucleation mode.

o Part III shows a diminution in current density attributed to a limi-
tation of the reaction by the diffusion phenomenon of copper ions
Cu?t, according to Cottrell's law: I = f 3 [30].

In order to identify the copper nucleation mode, Scharifker and
Hills established a model based on a non-dimensional intensity and
time: (I/1,)° = ft/t) [7]. The mathematical model considers part II
and part III of the chronoamperograms defining the two nucleation
modes:

i) instantaneous nucleation where all the copper nuclei are gener-
ated at the same moment at the beginning of the polarization;

ii) progressive nucleation where new copper nuclei are continu-
ously generated throughout the polarization.

The number of nuclei created versus time is given by the following
equation [7,8]:

N = No(1 - e ™) ©)

where N, is the total number of favorable sites, A is the nucleation con-
stant for a given site, t is time and N is the nuclei density.
For instantaneous nucleation, N = N, and the current density at
the surface of the electrode is given by the expression [7,8]:
1
2.
j— ”Z)t )?’ {1 exp (—NxkDi) } )

Where n is the exchanged electrons number, F is the Faraday con-
stant = 96,500 C, D is the diffusion coefficient in m? s™! and C, is
the initial concentration in mol L™,

With,

M and p are the molar weight in g mol ~! and the specific mass in g
L%, respectively, of copper.

However, for progressive nucleation, N = ANyt, where AN, repre-
sents the germination rate. The following equation expresses the cur-
rent density at the surface of the electrode:

- nFDC, { 1 — exp (—ANonk'Dt?)} } 6)

(n't)% 2
Where;
k/ _4 <8nC0M> (7)
3 P N
Expressions of I, and t,, can be deduced by deriving equations 4

and 6 Gunawardena et al. [8] transformed these equations by integrat-
ing I, and t;,. The following nondimensional equations are obtained:

Electrode Overpotential (mV) 10* AN, (em™2s™ Y Cutoff charge density (mC cm™?) 10° (Slope)
Pt/Cu 150 2.53 —51.8 9.61
Au/Cu 161 3.25 -23.5 3.91
SS 316L/Cu 231 3.85 —16.58 1.02
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Fig. 2. Chronoamperograms on Pt, Au, SS 316L electrode at n = 150 mV,
160 mV, 231 mV, respectively in CuSO, solution at 0.1 mol L% Auxiliary
electrode: Pt; reference electrode: Ag/AgCl/KCl Inset: zoom of chronoamper-
ogram on gold electrode n = 150 mV.

i) for instantaneous nucleation

I1\*> 1.9542 t\1?
(E) = - { 1 —exp [—1.2564 (%)] } (8)
where;
1.2564

™ NzkD ©)
I, = 0.6382nFDC,(kN) (10)

and
Pty = 0.1629(nFCy)*D (11)

ii) for progressive nucleation

(i)z _ 1'2;54 {1 —exp {72.3367(%)2} }2 (12)

where;

46733 \?
th= (e 13
<ANO;sz> (13)

<

—
—
N

=z

In = 0.461nFDiC, (K’ AN, )
and
t, = 0.2598(nFC,)°D (15)

Fig. 3 shows experimental curves (j j;l) 2 =f(ttgyh) plotted using
chronoamperograms data obtained on Fig. 2, compared to the theoret-
ical curves calculated from equation 8 and equation 12.

The experimental data are in agreement with equation 12 for a
large t/t,, range proving that the nucleation of copper is progressive,
whatever the substrate. Indeed, the geometry of the copper nuclei on
the three substrates observed via scanning electron microscopy
(SEM) on Fig. 4 shows different sizes of copper particles characteristic
of progressive nucleation mode in agreement with experimental
results.

The hemispherical form of the copper nuclei was spotted. Besides
their uneven sizes signifying that they were not generated at once,
they are randomly distributed on the metallic surfaces. This observa-
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Fig. 3. Comparison of the dimensionless experimental data obtained for the
current — time transients on different metals calculated from Fig. 2 with the
theoretical model for instantaneous and progressive nucleation. Working
electrodes: Pt, Au and SS 316L; auxiliary electrode: Pt; reference electrode Ag/
AgCl/KCl.

tion confirms the consistency of copper’s progressive nucleation on
platinum, gold and stainless steel 316L.

This nucleation mode leads to the formation of new copper nuclei
during the whole time of electrolysis. Each nuclei formed, then grew
with time.

So the overall growth of the nuclei is controlled by two different
rates:

(i) The germination rate is the number of nuclei generated versus
time. The continuous formation of plots leads to a uniform dis-
tribution of the electrodeposited metal onto the surface of the
electrode.

(ii) The growth rate represents how the size of the nuclei increases
with time.

In our case it is mandatory to find a compromise between germina-
tion and growth rate aiming to generate heterogeneous small copper
particles before covering the entire surface with deposited metal. Mas-
sot et al. suggested a relation between overpotential and roughness of
the electrode [31]. Basically, effects (i) and (ii) are preponderant at:

e Low overpotentials due to the deposition of small metal particles on
the substrate,

e And high overpotentials due to the heterogeneous distribution of
the deposited metal on the layer formed after filling all available
sites.

At intermediate values the roughness is considered satisfactory.

Based on this correlation, in order to obtain the largest bimetallic
areas, it is necessary to impose the minimal overpotentials while stir-
ring the solution to renew the diffusion layer and avoid the limitation
by diffusion.

3.3. Determination of the nucleation rate AN,

When the nucleation is progressive, it is possible to calculate the
nucleation rate AN, after a short duration of electrolysis applying
equations 13 and 14 where the value of copper ions’ diffusion coeffi-
cient at 298.15 K was found around 8 10™° em? s~ 1. Table 1 reports
a difference between copper’s nucleation rate on platinum, gold and
stainless steel, interpreting that the substrate’s nature influences the
growth of electrodeposition.
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Fig. 4. Scanning electron micrographs of copper nuclei on gold (A), platinum (B) and stainless steel 316L (C) electrodes.

3.4. Validation of the cutoff charge

As mentioned earlier, the optimization of the bimetallic electrode
parameter such as cutoff charge and overpotential has an established
impact on increasing electrode sensitivity. Hence, in order to improve
the electrocatalytic properties of the electrode, it is crucial to control
the exact quantity of copper particles deposited on the substrate sur-
face and to, consequently, increase the active surface area.

As previously demonstrated, crystal growth in part II of chronoam-
perograms (Fig. 2) is linked to an increase of the active surface area up
to the maximum point at I, and t,,, before the diminution that results
from the limitation by diffusion of copper ions. Therefore, the area
under the curve in Fig. 2. between t, and t,, yields the optimum theo-
retical cutoff charge to apply during electrolysis to prepare the deposit
of copper on different metals according to Faraday’s law:

Q:/ Idt

The optimum theoretical cutoff charge density found was |q|=
23.5 mC cm ™2

In order to validate the cutoff charge, several charges were com-
pared by detecting nitrate with SWV. The theoretically calculated
charge was confirmed experimentally on the SWV presented in

(16)

Fig. 5. recorded with different cutoff charges in 1 mmol L™ of nitrate
in artificial seawater.

To obtain reproducible signals, SWV parameters were enhanced in
terms of frequency, amplitude, and step potential. Theoretically,
amplitude and step potential values are respectively Eg, = 50/57 and
Egep = 10/5, where n is the number of exchanged electron(s) [31].
Considering the reduction of nitrate in nitrite with the following
reaction:

NO;~ +2H" + 2¢~ < NO, + H,0 (17)

Two electrons are exchanged, so Eg, should be around 25 mV and
Egiep around 5 mV. The signal frequency which enabled both sufficient
sensitivity and minimal noise, was found to be between 25 Hz and
100 Hz.

The current density matching nitrate reduction around E = -1 vs
(Ag/AgCl/KCl)/V on these voltammograms increases when the copper
electrodeposition charge density increases from |q|= 11.4 mC cm ™2
to 23.5 mC cm ™~ 2 as the effective surface area rises. However, increas-
ing to 28.15 mC cm ™2 and 32.8 mC cm ™2 results in a drop in the
nitrates reduction signal.

According to the Sabatier principle, when the activity of materials
(cutoff charges in this case) are plotted versus the reactivity (peak cur-
rent density), the best condition is determined on a peak-shaped

E/V
-1.15
A
=
P
D 1 as5 &
1Q]/mc cm?) <
10 15 20 25 30 35 £
A 11.4mC/cm? 0 4 ; ; , , T2 B
2 I ¢
B 18.5mC/cm c g 0.5 A . R
) < 1 e T 728
C 23.5mC/cm I .
~ B .
= as
D 28.15 mC/cm? g b 13
E 32.8mC/cm? = 7 :
’ 2.5 c
135

Fig. 5. Square wave voltammograms obtained in 1 mmol L™ of nitrates in artificial seawater illustrating the influence of cutoff charge density used for copper
deposition on gold electrode Working electrodes: Au, auxiliary electrode: Pt; reference electrode: Ag/AgCl/KCl. Inset: corresponding to the Volcano plot

Sipeak(NO3) = f(|q|).
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known as Volcano plot, corresponding to the intersection of the two
straight lines (§jpeax = |q|) in the inset of Fig. 5 [32,33].

This behavior was observed previously by Legrand et al. [27]. This
is due to the excessive growth of copper nuclei on the surface up to the
point of coating the gold surface entirely, thus, the electrode behaves
like a bare copper electrode.

The cutoff charge optimization was performed for other substrates.
The optimum conditions to form modified electrodes are gathered in
Table 1. These parameters were used to generate modified electrodes
in order to proceed further in terms of direct detection of nitrate in
artificial seawater, by SWV.

3.5. Nitrate detection using optimized bimetallic electrodes

SWV were recorded on Au/Cu, Pt/Cu and SS 316L/Cu electrodes in
artificial seawater with different concentrations between 0.5 and
15 umol L™ . The peak intensities were measured at nearby —1 V vs
(Ag/AgCl/KCl) corresponding to the concentration of nitrate reduction
and the calibration curves presented on Fig. 6.

Each electrode shows a linear behavior with nitrate concentration
allowing to monitor nitrate in seawater while LOD, non-optimized
yet, of 0.5 umol L. ! is very promising.

The slopes are different on the three bimetallic electrodes; the mod-
ified electrode Pt/Cu shows an optimal slope, and thus better sensitiv-
ity than both Au/Cu and SS 316L/Cu. These results are in line with
overpotential nucleation rate and cutoff charge density values as
showed in Table 1 showing that the nucleation rate increases with
the overpotential, while the cutoff charge density and the sensitivity
(the slopes) are inversely proportional. The following observations
can be done: imposing a low overpotential signifies a low applied
energy, so the nuclei production rate is slower, consequently higher
duration is needed to reach the optimum bimetallic surface, and so,
the cutoff charge is higher. And based on the aforementioned correla-
tion suggested by Massot et al. [34] between overpotential and rough-
ness, at lower overpotentials, the roughness should be higher due to
the presence of two metals, so the sensitivity of the electrode is
increased.

4. Conclusions

Our work focused on determining the best operating conditions to
optimize the sensitivity of bimetallic electrodes. The electrocrystallisa-
tion of copper on platinum, gold and stainless steel 316L was investi-
gated using cyclic voltammetry and chronoamperometry and led to the
following conclusions:

C/pmol Lt
8 10 12 14 16
0
-0.02
g 00T apycu
<
E 096 T . aucu ‘
= ~. =  y=-3,91E-03x - 1,21E-03
g 008 T . ss316L/CU .
) N
0.1 T '~
~.
012 + RN
y = -9,61E-03x + 1,32E-02 "~
014 L1

Fig. 6. Calibration curves ipeak = ([NO3]) on Pt/Cu, Au/Cu and SS 16L/Cu for
nitrates reduction peak around —1 V vs (Ag/AgCl/KCl) from SWV recorded
between 0.5 and 15 pmol L™ ! of nitrate in artificial seawater.
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e On the three substrates copper nuclei are generated progressively
during electrolysis and the nucleation mode was confirmed by
SEM analysis: hemispherical shape and uneven sizes were
observed,;

e Copper germination rate is higher on platinum than on gold and
stainless steel 316L, respectively;

Optimum theoretical cutoff charges density for copper electrodepo-
sition on the three substrates were calculated from the area under the
curves j = f(t) between t, and t,, and were experimentally confirmed
using a volcano plot where the best condition is determined on the
peak of the diagram. Then these charges were applied to fabricate
bimetallic electrodes with the highest active surface area.

In the second part, these modified electrodes were used to detect
species demanding high sensitivity materials such as nitrate ions in
seawater. the electroreduction of nitrate is not considerably different
on various electrodes structures. Except the higher sensitivity on Pt/
Cu than on Au/Cu and on SS 316L/Cu. Finally, linear calibration
curves were obtained for the nitrate concentration range tested
(0.5 ymol L™! — 15 umol L™Y).
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Apres 10 années de développement de capteurs pour I'océanographie, j'ai souhaité réorienter mes
travaux de recherche sur I'élaboration de nouveaux matériaux d’électrode. Cette thématique, plus
fondamentale, que j'ai initiée au LEGOS pour la détection électrochimique des nitrates (projet NESS,
présenté au chapitre précédent), se poursuit au LGC et m’ouvre de nouvelles perspectives de
recherche, d’applications et de collaborations au sein du département Procédés Electrochimiques du

LGC que j'ai rejoint officiellement le 1°" juin 2021.

La suite du manuscrit présente quelques résultats préliminaires sur ce nouvel axe de recherche
permettant d’alimenter les discussions et qui constituent le point de départ de mon projet de

recherche pour les années a venir.

Une premiére partie concerne le développement d’une stratégie pour augmenter la sensibilité d’une
électrode massive en cuivre grace a un traitement de surface contrélé, afin de détecter les nitrates
dans les eaux naturelles. Ces travaux ont été réalisés en 2022, dans le cadre du projet NESS (Nitrate
Electrochemical SenSor) lors de la thése de Sherif Abed dont j’ai été co-directrice de thése et du stage
Master 2 GPBP-PCE2 (Génie des Procédés et Bio-Procédés - Procédés pour la Chimie, 'Environnement

et 'Energie) d’Alexandra Brusq que j'ai également co-encadré.

La deuxieme partie s’intéresse a de nouveaux matériaux émergeants, aux larges perspectives
d’applications, qui intégrent des dopages d’hétéroatomes au sein de mailles cristallines métalliques ou
carbonées, réalisés par dépots électrolytiques a hautes températures en milieu sels fondus. Sont
présentés dans ce chapitre, les résultats obtenus (i) en 2019 lors du stage M2 d’Ahlem Regradj sur
I’élaboration de nitrures de carbone et (ii) en 2022 sur I'élaboration de nitrures de cuivre pour la

détection des nitrates (stage M2 d’Alexandra Brusq).

I - Augmentation de la sensibilité par modification de la surface active

Comme montré au chapitre précédent, le matériau cuivre posséde des propriétés électrocatalytiques
intrinseques vis-a-vis de la détection des nitrates, ou la nature du substrat n’avait finalement pas de
grande influence sur la réponse des électrodes bimétalliques a base de nanoparticules de cuivre (voir
Chapitre IIl). Ce résultat laisse penser qu’une augmentation de la surface active du cuivre serait

suffisante pour améliorer la sensibilité de I'électrode.
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I.1 - Traitement de surface du cuivre : optimisation

Un pré-traitement de surface du cuivre massif par dissolution et re-dép6t du cuivre dissous a été
proposé en 2007 par Paixao et al., et a effectivement montré une augmentation de la sensibilité de
I’électrode par rapport a une électrode non traitée [1]. Cependant, le procédé utilisé de dissolution et
re-dépot du cuivre dissous était réalisé par polarisations de potentiel (respectivement 0,5 V pendant
10 s et-0,25 V pendant 15 s) sans contréler les charges anodique et cathodique, donc les quantités de

cuivre dissoute et redéposée.

Le traitement de surface d’un fil de cuivre de 1 mm de diamétre a été réalisé durant le stage M2
d’Alexandra Brusq en optimisant les quantités de cuivre dissoute et redéposée afin d’atteindre une
surface active et donc une sensibilité les plus grandes possibles. La dissolution du cuivre a été réalisée
par polarisation anodique a intensité imposée limposse = 0,2 A dans une solution désaérée d’acide
sulfurique a 0,5 mol L™ ne contenant pas d’ion cuivre. L’étape de re-dépbdt a été effectuée a potentiel
imposé Eimpose = -0,2 V/Ag/AgCI/KCl (3M) afin de réduire sélectivement les ions Cu?* formés a |'étape

précédente en Cu.

La stratégie mise en place a consisté a fixer dans un premier temps la charge anodique a qgissolution = 0,6
C cm™ puis a évaluer l'influence de la charge cathodique de re-dépét (Qre-aepst) Sur les densités de
courant différentiel du pic de réduction des nitrates sur les voltammogrammes a vague carrée obtenus

dans de I'eau de mer artificielle contenant 1 mmol L de nitrates (Figure IV-1).
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Figure IV - 1 : Variation des densités de courant différentiel du pic de réduction de 1 mmol L? de nitrates dans de
I'eau de mer artificielle en fonction de la charge de re-dépét cathodique appliquée en pré-traitement du cuivre
suite & une dissolution de quissotution = 0,6 C cm™

Les résultats présentés sur la Figure IV-1 montrent qu’il existe une quantité optimale de cuivre a
redéposer, aprés dissolution de 0,6 C cm?, déterminée a Qre-aepst_optimale = -0,148 C cm™ (soit un ratio
Addissolution

. = 4) pour atteindre la meilleure sensibilité de I’électrode vis-a-vis de la détection des
re—dépot

nitrates. Avec ce traitement de surface optimisé, le signal des nitrates a été multiplié d’un facteur =3

par rapport a une électrode de cuivre non traitée.

Dans un deuxieme temps, I'expérience inverse a été réalisée, en fixant la charge cathodique a gre-
dépot_optimale = -0,148 C cm~ et en faisant varier la charge anodique de dissolution. Le méme ratio optimal

de 4 a été obtenu, avec une charge Quissolution_optimale = 0,6 C cm™, validant ainsi la stratégie proposée.
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1.2 — Détection des nitrates dans les eaux naturelles

Les performances de cette électrode de cuivre modifié ont été évaluées vis-a-vis de la détection des

nitrates dans les eaux naturelles (eaux de mer et eaux douces de consommation).

Les concentrations en nitrates dans I'eau de mer ont été déterminées a partir d’'une droite
d’étalonnage réalisée avec de lI'eau de mer artificielle d’une salinité d’environ 35 pour des
concentrations en nitrates comprises entre 2 et 52 umol L. La droite d’étalonnage obtenue est

présentée sur la Figure IV-2.

Comme précédemment au Chapitre Ill, 3 échantillons d’eaux de mer naturelles stabilisés, certifiés et
de concentrations en nitrates connues, ont été analysés afin d’évaluer la justesse des mesures
obtenues (équation 1lI-4) et valider ainsi la méthode de dosage. Les valeurs de concentrations et

justesse obtenues sont rassemblées dans le Tableau IV-1.

[NO;] (pmol 1)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J

6 jpic (LA cm??)

35 - 8y = -0,0884 [NO;] +0,2052

Figure IV - 2 : Droite d’étalonnage obtenue sur I’électrode Cu modifié dans de I'eau de mer artificielle contenant
entre 2 et 52 umol L de nitrates
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Tableau IV - 1 : Concentrations en nitrates de référence et déterminées expérimentalement et justesse
de mesure des lots de CRM analysés

[NO3—]réf [NOS-]ex

Echantillon (umol L) (umol L,f) Justesse
Lot CM 34,0 23,4 69 %
LOtCN44’743’297%
Lot CP 25,4 30,7 79 %

Une relation linéaire a été observée sur toute la gamme de concentrations étudiée sans rupture de
pente contrairement aux résultats obtenus avec les électrodes bimétalliques (Figure 111-9). Le
mécanisme de réduction des nitrates est donc différent sur le cuivre massif et sur les électrodes
bimétalliques a base de cuivre, du fait notamment de I'adsorption des nitrates avant leur réduction

dont le processus est différent selon le matériau et la composition de I'électrode.

La plus faible concentration quantifiée (LOQcu modific = 2 pmol L), bien que plus élevée que celle
obtenue avec les électrodes bimétalliques au chapitre précédent (pour rappel LOQcu/au = 0,5 umol L),
reste prometteuse et perfectible. Néanmoins, un travail reste a faire pour améliorer la justesse des

mesures dont les valeurs du Tableau IV-1 sont encore trop faibles (< 80 % pour 2/3 des CRM testées).

Contrairement a I'eau de mer, il n’existe pas de composition « standard » pour les eaux douces
permettant de construire de facon classique une droite d’étalonnage a base d’eaux douces
« artificielles » dopées avec des quantités connues de nitrates. La méthode des ajouts dosés a donc

été préconisée.

Premieérement, 'analyse d’une eau minérale de concentration connue a été réalisée, permettant de
valider la méthode. La Figure IV-3 présente la relation linéaire 8jpic = f([NO3ajoutse) Obtenue dans I'eau
minérale L’eau Neuve® de pH = 7, de conductivité o = 252 uS cm™ et de concentration en nitrates
connue égale a [NOs].¢f = 48 umol L. A partir de 'ordonnée a I'origine et I’équation de la droite, la
concentration expérimentale a été déterminée a [NO3]exp = 46 umol L™ soit seulement 4% d’écart avec

la valeur de référence.
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[NO;] (pmol 1)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J

8j,c = -0,036 [NO,] - 1,6526

6 jpic (U-A cm-Z)

Figure IV - 3 : Relation linéaire donnant &jyic en fonction de la concentration en nitrates ajoutée dans I'eau
minérale L’eau Neuve®

La méme stratégie a donc été appliquée pour analyser I'eau potable de la ville de Toulouse dont les
résultats obtenus pour 2 analyses du méme échantillon d’eau avec 2 électrodes de cuivre modifié

différentes sont présentés sur la Figure IV-4.
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[NO;] (pmol L)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]

8jyic = -0,1508 [NO;] - 6,6434

8jpic (LA cm™?)

8jy;c = -0,1553 [NO;] - 6,7674

-26 -

Figure IV - 4 : Relations linéaires donnant jpic en fonction de la concentration en nitrates ajoutée dans de I'eau
de la ville de Toulouse

A partir des équations des 2 droites de la Figure 1V-4, des concentrations en nitrates a respectivement
44,1 et 43,6 umol L ont été obtenues dans I’échantillon d’eau analysée. Ces valeurs sont d’une part
répétables (aux incertitudes de mesures prés) et d’autre part cohérentes avec la valeur de 46 pmol L
obtenue par une analyse conjointe en chromatographie ionique du méme échantillon d’eau, réalisée

au laboratoire.

Ces résultats préliminaires ont montré qu’outre les modifications de surface via les dépots
électrolytiques de nanoparticules métalliques classiquement employés, I'augmentation contrélée de
la rugosité de surface d’'un métal permet également d’atteindre des niveaux de sensibilité compatibles
avec des applications d’analyse de molécules présentes a |'état de traces dans les matrices naturelles,

telles que les nitrates.

De plus, un matériau massif est plus robuste qu’'une monocouche de nanoparticules permettant
d’accroitre sa stabilité dans le temps. En effet, une étude comparative de la stabilité dans de I'eau de
mer artificielle du cuivre modifié et d’'une électrode bimétallique Cu/Ag présentée au chapitre

précédent, a montré une meilleure stabilité du cuivre massif, modifié avec une perte de 50 % du signal
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en environ 4 heures seulement pour I'électrode bimétallique Cu/Ag contre environ 60 heures avec le

cuivre modifié.

Enfin, un reconditionnement de surface du cuivre peut étre également envisagé in situ avec ce procédé

[1].

Une caractérisation optique de la surface du matériau créée devra étre réalisée ainsi qu’une étude
statistique, rigoureuse, afin d’améliorer les résultats notamment en termes de justesse de mesure,

avant l'intégration de cette électrode au sein d’un capteur nitrates.

De maniere plus générale, cette méthodologie de modification de surface active peut étre étendue a
d’autres métaux d’électrodes, non nobles, ol un traitement de surface par oxydation est possible et

également pour d’autres molécules cibles qui nécessitent des méthodes d’analyses trés sensibles.

Il - Dopage d’hétéroatomes par dépot réactif en sels fondus

Apres une modification de surface d’électrodes soit par un controle de la rugosité du métal, soit par le
dépot optimisé de nanoparticules métalliques, cette troisieme voie s’intéresse a une modification de
la structure méme du matériau d’électrode pour apporter de nouvelles propriétés a celui-ci qui
permettront de lever des verrous scientifiques dans différents domaines applicatifs (électrochimie

analytique, traitement d’effluents, stockage d’énergie...) [2-7].

A l'instar des électrodes en Diamant Dopé au Bore (DDB), de nouveaux matériaux d’électrode
émergent ces derniéres années, a base d’'une matrice carbonée ou métallique dopée avec des
hétéroatomes (N, P, B, S,..). Ces dopages offrent aux matériaux d’électrode une excellente
conductivité électronique, une bonne stabilité chimique, une large fenétre électrochimique et des
propriétés de réactivité et électrocatalytiques particulierement intéressantes pour des applications en

chimie analytique mais également pour la dégradation de molécules organiques [8-10].

Seck et al. ont en effet comparé les performances d’une électrode en nitrure de carbone (CNy)
synthétisée par pulvérisation plasma radiofréquence (sputtering) a une électrode commerciale DDB

[8]. lls ont également montré que la quantité d’azote au sein de la matrice carbonée a une influence
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directe sur les performances de I'électrode et qu’il existe une quantité optimale pour atteindre les
meilleures performances du matériau [8,11]. En effet, la réactivité de I'électrode serait liée a la
quantité de Csp2 et donc le ratio Cspa/Cspz ; le transfert électronique se produisant préférentiellement a
travers les sites d’hybridation sp? [12]. Dans le cas des électrodes DDB, les Csp, sont localisés aux joints
de grain ou une surconcentration en Bore entraine une modification de structure des carbones en Cs
[13]. Dans le cas des CNy, I'azote jouerait un réle similaire au bore selon la liaison créée avec le carbone

(N=Csp2 / N-Csp3) [8,11-13].

La fenétre électrochimique obtenue par Seck et al., avec une électrode CNy optimisée est plus large
gu’avec une électrode DDB, notamment sur la partie anodique, comme illustré sur la Figure IV-5 (A).
Ce résultat est particulierement intéressant pour des applications de dégradation de molécules
organiques par oxydation anodique qui nécessitent des anodes a forte surtension en dégagement de

dioxygene [8,14].
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Figure IV - 5 : Voltammogrammes cycliques obtenus & 50 mV s* (pré-agitation 100 rom) sur un film de nitrure
de carbone (a-CN,) et une électrode DDB avec (A) Comparaison des fenétres électrochimiques dans KCl & 1072
mol L et (B) Comparaison de la cinétique électrochimique dans Ferri/Ferrocyanure & 102 mol L'* dans KCl & 0,5
mol L1 (adapté de [8] — Copyright Wiley-VCH GmbH, Reproduced with permission)

La méme électrode a été utilisée pour étudier la cinétique électrochimique du couple

Ferri/Ferrocyanure ([Fe(CN)s]*’*) ol la Figure IV-5 (B) illustre une cinétique plus rapide avec CN,

gu’avec I’électrode DDB ; résultat trés prometteur pour des applications d’électroanalyse [8].
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L’équipe Procédés Electrochimiques en Sels Fondus (PESF) du LGC posséde une expérience reconnue
dans la réalisation de dépots électrolytiques de carbures, nitrures et borures de métaux (Ta, Zr, Nb) a
hautes températures en milieu sels fondus (chlorures, fluorures, carbonates) [15-17]. Grace a ces
études, le LGC a acquis un savoir-faire sur la maitrise des parameétres opératoires (nature du
précurseur, température, nature et rugosité du substrat, vitesse de dépot) pour contrdler la
composition et la morphologie des alliages de surface soit par dépot réactif sur un substrat approprié
avec diffusion intermétallique entre I'élément déposé et le substrat, soit par co-réduction

électrochimique sur un substrat usuel et non-réactif.

Fort de cette expertise et en collaboration avec I'’équipe PESF, I'objectif de ce nouvel axe de recherche
est de proposer une voie originale d’élaboration de matériaux dopés (N, P, S, B,...) par dépbts/co-
dépbts réactifs (anodique et/ou cathodique) en chlorures et fluorures fondus sur des électrodes
graphite et métalliques. Ce procédé de dopage simple et rapide de mise en ceuvre, peu couteux,
permettra de concurrencer I'élaboration de tels matériaux par dépots chimiques en phase vapeur
(Chemical Vapor Deposition (CVD)) classiquement employés dans la littérature. De plus, la diffusion
intermétallique observée a hautes températures lors de dépots électrochimiques permet I’'obtention

de couches d’alliages bien plus épaisses que les films minces obtenus par CVD [15].

Des premiers dopages d’azote ont été réalisés au LGC dans un bain de fluorures fondus a 850°C a partir
de nitrures N* et ont montré la faisabilité de I’élaboration (i) de nitrures de carbone (CN,) dont les
performances ont été évaluées vis-a-vis de la dégradation d’un pesticide organique ainsi que (ii) des
nitrures de cuivre (CuNy) dont les propriétés ont été étudiées vis-a-vis de la détection des nitrates dans

I’eau de mer artificielle. Les résultats obtenus sont présentés dans les paragraphes ci-apres.

11.1 — Nitrures de Carbone (CNy)

Ces travaux ont été réalisés en 2019 lors du stage Master 2 en Procédés pour la Chimie,

I’'Environnement et I'Energie d’Ahlem Regradj.
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11.2.1 — Elaboration CN, dans LiF/CaF,

La Figure IV-6 présente le balayage aller d’'un voltammogramme cyclique tracé a v=100 mV s sur une
électrode de Graphite (S = 0,45 cm?) dans un mélange eutectique a 850°C de fluorures de lithium et de

calcium (79,2 mol% de LiF et 20,3 mol% de CaF,) contenant 0,1 mol kg de nitrure de lithium (LisN).

N> %N,+3e
0,24 C+xN3> > CN +3x e
0,22
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C+xN3 > CN, +3x e
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Figure IV - 6 : Voltammogramme cyclique (cycle aller) @ 100 mV s enregistré sur un fil de Graphite dans un
mélange eutectique LiF/CaF; contenant 0,1 mol kg™ de LisN (T = 850°C) (contre-électrode et pseudo-référence
en carbone vitreux)

Deux pics sont visibles vers 0,50 et 0,85 V correspondant a l'insertion d’azote au sein du graphite (C)

par oxydation des ions nitrure (N*) selon I'équation V-1 :

C+xN* = CNi+3xe (Iv-1)
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A partir de 1,70 V, la formation de CNy est accompagnée de dégazement de diazote (N) (équation IV-

2).

N*>%N+3e (IV-2)

Une étude de la vitesse de balayage réalisée sur les différents pics a montré que la réaction d’oxydation

des nitrures est contrélée par la diffusion en solution.

Aprés une électrolyse a | = 240 mA (correspondant a la 2™ oxydation a Epic = 0,9 V) pendant 30
minutes, des observations au microscope électronique a balayage (MEB) avec analyses EDX (Energy
Dispersive X-ray spectroscopy) ont confirmé la présence d’azote au sein de la matrice carbonée a

hauteur d’environ 20 % atomique (Figure 1V-7).

Figure IV - 7 : Micrographie MEB de la surface d’une électrode de Graphite aprés 1800 s d’électrolyse a | = 240
mA dans LiF/CaF,/LisN (0,1 mol kg) & 850°C

La potentialité d’utiliser cette électrode CNx (Figure IV-7) pour dégrader des molécules organiques a
été étudiée et les résultats ont été comparés avec ceux obtenus avec une électrode graphite non

modifiée ainsi qu’une électrode Diamant dopé au bore dans le paragraphe suivant.
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11.2.2 — Application : dégradation de pesticide

Les eaux continentales et cotieres souffrent durement des conséquences des activités humaines,
agricoles, industrielles et domestiques. D’aprés le Ministére de la transition écologique et de la
cohésion des territoires, la France est le deuxiéme utilisateur de produits phytosanitaires en Europe,
huitieme rapporté a I’hectare. La surveillance de la qualité des eaux de surface et des eaux souterraines
met en évidence une présence de pesticides dans la plupart des sous-bassins avec des concentrations
tres élevées dans les zones de grandes cultures, d’arboricultures et de viticultures [18]. Pour protéger
la qualité des masses d’eau, la directive-cadre sur lI'eau prévoit des normes de qualités
environnementales concernant plus de 66 pesticides et la directive européenne 98/83/CE impose un
suivi permanent de la qualité des Eaux Destinées a la Consommation Humaine, fixant une
concentration maximale en pesticides pour la production d’eau potable 3 0,1 pg L™ par substance et
0,5 ug L pour le total des pesticides [19]. Pour les eaux de surface, prés de 20 % des stations de
surveillance dépassent les concentration maximales admissibles pour au moins un pesticide sur la
période 2017-2019 [18]. Une dépollution des effluents est donc nécessaire. Les traitements physiques
d’effluents par transfert de masse (décantation [20], précipitation [21], adsorption des polluants sur
charbon actif [22]), d’incinération ou par voie biologique, usuellement proposés, requirent des
quantités considérables d’agents oxydants (co(iteux), sont source de pollutions secondaires (formation
de boue) et pas toujours efficaces. Certains pesticides résistent notamment aux traitements

biologiques massivement employés.

L'enjeu majeur pour la dépollution d’échantillons est la dégradation compléte des molécules
organiques (produits de dégradation inertes). Depuis plusieurs années, le LGC étudie les Procédés
électrochimiques d’Oxydation Avancée (POA) comme alternative pour dégrader les polluants
organiques les plus résistants [23-25]. Pour cela, une électrode a forte surtension en dégagement de
dioxygene est nécessaire. Ces matériaux d’anode permettent la formation de radicaux hydroxyle (*OH)
hautement réactifs, capables de décomposer la plupart des molécules organiques en molécules
biologiquement dégradables ou en composés minéraux tels que le CO; et H,0. L'électrode
classiquement employée est le Diamant Dopé au Bore (DDB). Si les performances du DDB ont été
largement démontrées, la géométrie de ces électrodes est peu modulable (surface lisse) [26,27]. Une

électrode en nitrure de carbone est donc proposée.
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L’électrode CNy élaborée au laboratoire par dépét réactif dans LiF/CaF, (Figure IV-7) a été testée pour
dégrader un pesticide organophosphoré : le diméthoate (DIM), en mode intentiostatique al = 1,56 mA
en comparant les performances obtenues avec celles d’une électrode commerciale de DDB et une
électrode en graphite non dopée. La Figure IV-7 montre la diminution (en %) au cours du temps de la
concentration en diméthoate dans la solution traitée. Une échelle de temps normalisé (tn en min cm’
1) a été utilisée pour s’affranchir des différences de surface des électrodes utilisées, avec ty défini selon

I’équation IV-3.

. — Sé
ty (mincm™1) =t x ——Clectrode (Iv-3)
Vsolution traitée

100 -
80 -
60 Graphite
g —A—CN_
8 10 —a- DDB
=
=
=)
20 —
0 | | | | | |
0 1 2 3 4 5 6

-1
ty (mincm )

Figure IV - 8 : Diminution de la concentration en diméthoate ([DIM]/[DIM]) en fonction du temps normalisé (ty)
d’électrolyse a | = 1,56 mA dans H,SO4 0,1 mol L contenant [DIM] = 22,54 mg L

82% de diméthoate ont été dégradés apres 2,9 min cm™ d'électrolyse avec I'électrode de diamant dopé
au bore, 84% de diméthoate ont été consommés aprés 5,4 min cm™ d'électrolyse avec I’électrode de
nitrure de carbone, et enfin seulement 28% aprés 4,5 min cm™ d’électrolyse avec le graphite non dopé.
Si la cinétique de dégradation observée sur la Figure IV-8 est plus lente avec CNx qu’avec I'électrode

DDB, ce résultat est néanmoins trés prometteur. Une optimisation de la composition de I'électrode

109



Projets & Perspectives : Elaboration de nouveaux matériaux d’électrode

CNy et particulierement du ratio Csps/Csp2, permettra d’améliorer ce résultat et de concurrencer les

performances de dégradation de I'électrode DDB [8].

Pour poursuivre ce travail, j'ai déposé un sujet de these au LGC (école doctorale MEGeP) sur la
réalisation de dopages (N,P) en milieu sels fondus pour la dégradation ainsi que la détection d’un
pesticide organophosphoré : le glyphosate, herbicide a large spectre, non sélectif, largement utilisé

dans I'agriculture et potentiellement cancérigéne pour I'espéce humaine.

Le premier et principal challenge de la thése est la mise au point et 'optimisation du procédé
d’élaboration des matériaux d’électrode (graphite dopé et substrats métalliques dopés). Pour ce faire,
le mécanisme réactionnel du/des dépdt/s sera étudié ainsi que l'influence de la nature et de la
concentration en hétéroatomes (N,P,...) vis-a-vis des propriétés électrocatalytiques obtenues. Les
matériaux seront caractérisés du point de vue de leurs propriétés électrochimiques, physiques et de

leur durabilité.

Dans un deuxiéme temps, il conviendra d’étudier le mécanisme de dégradation du glyphosate. Les
performances des matériaux et leur capacité a générer des radicaux hydroxyles, seront comparées a
celles obtenues avec une électrode DDB. Des échantillons seront testés dans un réacteur de type batch
avec un suivi analytique de la dégradation du glyphosate et de ses intermédiaires réactionnels ainsi

gue les parameétres globaux (demande chimique en oxygene, carbone organique total).

Un dernier volet, plus exploratoire, concerne la détection du glyphosate ou I'enjeu majeur est la
sensibilité du matériau d’électrode. Le glyphosate, étant un agent complexant puissant, est souvent
détecté de facon indirecte via I'électro-oxydation du cuivre [28,29]. Plus récemment, une détection
directe a été observée sur une électrode d’or sans pré-traitement de I'échantillon mais la limite de
détection est encore trop élevée comparé aux objectifs fixés [30]. Afin d’atteindre des seuils de
sensibilité répondant aux exigences environnementales, le dopage (ou co-dopage) N, P de substrats
métalliques tels que le cuivre (CuNx, CuPy, CuNxPy) et surtout I'or pour former des phosphures d’or

(AuPy) sera étudiée.

Ce projet de recherche centré sur la conception et I'optimisation de matériaux d’électrode inédits,
jamais réalisés auparavant, permettra de lever des verrous scientifiques et étendra le spectre des
perspectives d’applications associées aux résultats obtenus. Ce projet est également transversal aux
trois équipes du département Procédés Electrochimiques me permettant d’assoir ma récente

intégration au LGC.
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1.2 — Nitrures métalliques : exemple des CuNx

Plus récemment, et en complément des travaux précédents, j'ai réalisé des dopages de nitrures au

sein de matrices métalliques : Cu, Fe, Mo, Nb, Ni, Ta, W, et Zr dans un bain eutectique LiF/CaF, a 840°C.

Un exemple des voltammogrammes cycliques obtenus est présenté sur la Figure 1V-9. Pour plus de

clarté, seuls les balayages aller des voltammogrammes sont tracés. Sur I’'ensemble des métaux testés,

un (ou plusieurs) pic(s) d’oxydation correspondant a I’oxydation des nitrures N* en N au sein du

métal (M) est observé avant I'oxydation du substrat d’électrode (exponentielle) (équation IV-4) :

M + xN*> = MN, + 3x e (Iv-4)
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Figure IV - 9 : Voltammogrammes cycliques (cycles aller) enregistrés & 100 mV s, & 840°C dans un mélange
eutectique LiF/CaF contenant 0,2 mol kg™ de LisN sur Mo (noir), Cu (rouge), Ni (bleu), Fe (vert) et 71 (jaune)

Jai réalisé des électrodes en MNy par oxydation de N3 sur chacun des métaux testés par électrolyses

a potentiel imposé, au potentiel correspondant a la formation des nitrures, déterminé sur les

voltammogrammes de la Figure V-9, pour des charges comprises entre 30 C cm™ et 265 C cm™. Dans

111



Projets & Perspectives : Elaboration de nouveaux matériaux d’électrode

I’exemple du nitrure de cuivre CuNy, le potentiel appliqué était de Eimposs = 2,1 V/Li pendant 1800 s

correspondant a une charge de dépét de 81,5 C cm™2.

Afin de mettre en évidence l'influence du dopage a I'azote sur les propriétés électrocatalytiques du
matériau obtenu, une étude comparative des performances du nitrure de cuivre CuNx, du cuivre brut
et du cuivre modifié selon le procédé de traitement de surface présenté en début de chapitre, vis-a-
vis de la détection des nitrates, a été réalisée par Alexandra Brusq dans le cadre de son stage M2 que
j’ai co-encadré en 2022. Les voltammogrammes a vague carrée obtenus dans de I'eau de mer

artificielle contenant 1 mmol L™ de nitrate sont présentés sur la Figure IV-10.
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Figure IV - 10 : Voltammogrammes a vague carrée (f = 9 Hz) enregistrés dans I'eau de mer artificielle contenant
1 mmol Lt de NOs sur des fils de Cu brut (noir), de Cu modifié (vert) et de CuNx (rouge)

Une surtension plus faible de 180 mV de la réduction des nitrates est observée sur la Figure 1V-10 pour
I’électrode en CuNx comparé a Cu brut et Cu modifié. Les nitrates se réduisent a -0,87 V/réf sur CuNx
contre -1,05 V/réf sur le cuivre non-dopé. La réduction des nitrates demande donc moins d’énergie sur
CuNy et est bien dissociée de la réduction du solvant (Esowant = -1,20 V/réf) offrant donc un meilleur

rendement faradique. Ces résultats préliminaires sont extrémement prometteurs, notamment pour
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des applications a fort impact environnemental tel que la dégradation de nitrates au sein d’effluents

agricoles et industriels [31].

La densité de courant différentiel de pic est également 3,6 plus élevée en valeur absolue avec CuNx
que celle observée avec I'électrode de cuivre modifié, ouvrant des perspectives intéressantes en

électrochimie analytique.

L'ensemble de ces observations illustre la grande potentialité du matériau suite a son dopage N. |
conviendra par la suite d’étudier notamment I'influence de la charge de dépot (quantité dopant) sur
les propriétés du matériau ainsi que la nature du dopant. Des co-dopages N et P seront également
testés. En effet, il a été démontré que le co-dopage du graphite avec plusieurs hétéroatomes, peut

générer un effet synergique, améliorant I'activité catalytique vis-a-vis de la réduction de I'oxygéne [32].

Afin de poursuivre ces travaux sur la détection des nitrates, j'ai déposé un projet a I’Appel d’'Offres
Tremplin 2023 de I’'Université de Toulouse lll, proposant des nitrures de cuivre ou phosphures de cuivre
élaborés par dépots anodique ou cathodique en milieux sels fondus. Ce pré-projet DEMO (Dopage
électrochimique pour I'Elaboration de Matériaux Originaux) permettra d’affiner la caractérisation de
ces nouvelles électrodes et de modérer le risque de leur utilisation dans un capteur électrochimique
pour la détection des nitrates en vue d’'un dépot de projet européen avec une partie du consortium
NAUTILOS avec lequel je suis impliquée dans le développement du capteur Silicate (chapitre Il) et en

collaboration avec nke Instrumentation qui souhaite continuer notre collaboration sur ce projet.

Sur le plus long terme, I'ensemble du savoir-faire acquis pourra étre utilisé pour élaborer d’autres
métaux dopés et pour détecter et/ou dégrader d’autres molécules cibles. Le traitement de surface
controlé des métaux (non-nobles) pour augmenter leur rugosité, pourra étre combiné avec les dépots
réactifs (avant ou aprés le procédé de dopage). Egalement, pour augmenter la réactivité du matériau,
il est possible d’utiliser des substrats de grandes surfaces actives pour la réalisation des dopages, tels
que les composites Carbone/Carbone, le carbone pyrolytique ou le carbone électrolytique (structures

3D) [33].
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Abréviations







Abréviations

Abréviation  Désignation

AA Acide Ascorbique

AA-2P Ascorbyl Glucoside

ANESIS Autonomous Nutrients Electrochemical Sensors In Situ

ANR Agence Nationale de la Recherche

BHA Butylhydroxyanisole

BHT Butylhydroxytoluéne

CEP Equipe Capteurs Electrochimiques et Procédés

CNRS Centre National de la Recherche Scientifique

CRM Certified Reference Material

CVvD Chemical Vapor Deposition (dép6t chimique en phase vapeur)

DDB Diamant Dopé au Bore

DEMO Dopage électrochimique pour I'Elaboration de Matériaux Originaux

DETA DiEthyleneTriAmine

DGEBA DiGlycidylEther du Bisphenol A

DPV Differential Pulse Voltammetry (voltammétrie différentielle a impulsions)

EDX Energy Dispersive X-ray spectroscopy

EGCG Epigallocatéchine Gallate

GIS Groupe d’Instrumentation Scientifique

GPBP Génie des Procédés et BioProcédés

ICE Chantier Instrumentation et Capteurs Environnementaux

ICE-ARC Ice, Climate, Economics — Arctic Research on Change

IPDA IsoPhorone DiAmine

LAAS Laboratoire d'Analyse et d'Architecture des Systemes

LEGOS Laboratoire d’Etudes en Géophysique et Océanographie Spatiales

LGC Laboratoire de Génie Chimique

LOD Plus petite concentration détectée, non alignée sur la droite d’étalonnage

LoOQ Plus petite concentration quantifiée, sur la droite d’étalonnage

MAISOE Microlaboratoires d'Analyses In Situ pour des Observatoires Environnementaux

MEB Microscope Electronique a Balayage

MEGeP Ecole doctorale Mécanique, Energétique, Génie civil et Procédés

MIACTIS Microsystémes Intégrés pour I’Analyse de Composés en Traces /n Situ

NAC N-Acétyl-L-Cystéine

NAUTILOS New App.roach to Underwater Technologies for Innovative, Low-cost Ocean
obServation

NESS Nitrate Electrochemical SenSor

OoMP Observatoire Midi-Pyrénées

OMS Organisation Mondiale de la Santé

PCE2 Procédés pour la Chimie, 'Environnement et I'Energie

PEEK Poly Ether Ether Ketone

PESF Equipe Procédés Electrochimiques et Sels Fondus

PMMA PolyMéthacrylate de Méthyle




Abréviations

POA Procédés d’Oxydation Avancés

psu Practical Salinity Unit

RTRA Réseau Thématique de Recherche Avancée

STAE Sciences et Technologies pour I’Aéronautique et I'Espace
SUNA Submersible Ultraviolet Nitrate Analyzer

SWV Voltammeétrie a Vague Carrée

TBAP Tétrabutylammonium

TRL Technology Readiness Level

UPS Université Paul Sabatier, Toulouse Il

Vit. E Vitamine E (a-tocophérol)
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V. ACTIVITES D’ENCADREMENT :

Encadrement doctoral :

Co-directrice de thése (50%) avec Laurent Massot (MdC LGC, HDR) de la thése de Sherif
Abed (01/10/2019 — 31/08/2022) — Développement d’'un capteur électrochimique pour la
détection des nitrates dans I'eau de mer a laide de nouveaux matériaux d’électrodes
bimétalliques.

Doctorat réalisé au LEGOS et au LGC dans le cadre du projet NESS (Nitrate Electrochemical
SenSor) co-financé par la Région Occitanie et la société frangaise nke Instrumentation.

Encadrement post-doctoral (% encadrement) :

01/12/2020 - 31/05/2022 (18 mois) : Dancheng Chen Legrand, post-doctorante sur le projet
européen (H2020-BG07) NAUTILOS (New Approach to Underwater Technologies for
Innovative, Low-cost Ocean obServation) — Implémentation du capteur Silicate sur profileur
ARGO. (100 %)

01/09/2018 - 30/09/2020 (25 mois) : Dancheng Chen Legrand, post-doctorante sur le projet
H2020/ANR OCEANSensor — Optimisation et caractérisation des capteurs électrochimiques
pour la détection in situ des silicates et des phosphates dans I'eau de mer. (100 %)

01/05/2016 — 30/09/2017 (17 mois) : Dancheng Chen Legrand, post-doctorante sur le projet
européen (FP7) SenseOCEAN — Test, validation et premiers déploiements du capteur
électrochimique pour la mesure des silicates dans I'eau de mer. Influence de la température.
(80 %)

01/03/2015 — 31/08/2016 (18 mois) : lvan Romanytsia, post-doctorant sur le projet européen
(FP7) SenseOCEAN — Mesure de la concentration en phosphate dans I'eau de mer sans ajout
de réactif liquide par voltammeétrie a vague carrée. (80 %)

02/06/2014 — 01/12/2015 (18 mois) : Dancheng Chen Legrand, post-doctorante sur le projet
du RTRA-STAE MIACTIS du Chantier ICE — Détection de faibles concentrations en nitrate
dans I'eau de mer par voltammétrie a vague carrée sur électrode d’or modifiée par des
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d’argent dans I'eau de mer par voltammeétrie a vague carrée. (100 %)
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effectués entre Janvier 2016 et Juin 2021) ou j'ai été rapporteur et évalué les réponses
aux appels a projet financés par 'OMP chaque année.
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- Représentante CHSCT au CS de 'OMP de Novembre 2019 a Juin 2021

- Membre du Groupe de Travail « Instrumentation » de I'Observatoire Midi-Pyrénées



- Appui aux Agents de Prévention du LEGOS : participation aux audits et réunions sur le
transport et stockage des matiéres dangereuses
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dans le cadre du chantier ICE (Instrumentation et Capteurs Environnementaux du RTRA-
STAE

Management et gestion de projets :

Mes activités de recherche au LEGOS étaient centrées sur le développement de capteurs
électrochimiques pour la mesure in situ de composés d’intéréts dans I'océan ouvert : ANES/S :
Autonomous Nutrients Electrochemical Sensor In Situ.

A mon arrivée au LEGOS (2 ans de CDD en 2011-2012), jai participé a 3 projets que je
cogérais (avec la responsable d’équipe) avec une prise en charge des responsabilités
administrative et financiére a partir de début 2012 :

2009-2013 : MAISOE : Microlaboratoires d’Analyses In situ pour des Observatoires
Environnementaux du RTRA-STAE sur la détection des silicates et des nitrates (~195 k€) ;

2009-2013 : SenseNET : International Sensor Development Network sur la détection des
phosphates (UE, FP7, Initial Training Network Marie Curie) (~200 k€) ;

2013-2017 : ICE-ARC (Ice, Climate, Economics — Arctic Research on Change, UE FP7):
déploiements dans I'océan Arctique de capteurs optiques commerciaux ; organisation des
campagnes de déploiements en Arctique (180 k€).

Depuis ma titularisation en Décembre 2012, je dépose, gére et manage a part entiére des
projets européens (FP7, H2020), nationaux (RTRA-STAE, ANR, Région Occitanie), et contrats
industriels (VERI, nke Instrumentation). J'ai en charge I'animation scientifique des projets,
'encadrement des post-doc, stagiaires, CDD et le management des projets et des différents
collaborateurs (interne : GIS-OMP, externes : sous-traitants, partenaires industriels), la
rédaction des rapports, livrables et restitutions (écrites et orales), les montages et justifications
administratives et financieres des projets.

2013-2017 : SenseOCEAN (http://www.senseocean.eu/) sur le développement des capteurs
silicate et phosphate : Call européen Ocean of Tomorrow FP7 ; Leader du Work Package :
« Testing and Validation » (projet de ~6 M€ dont ~450 k€ au CNRS-LEGOS) ;



2013-2017 : MIACTIS (Microsystémes intégrés pour I'analyse de composés en traces in-situ),
sur la mesure électrochimique des nitrates financé par le RTRA-STAE dans le cadre du
chantier ICE (Instrumentation et Capteurs Environnementaux (18 mois IR + 20 k€) ;

2014 (7 mois) : projet de collaboration avec Véolia Environnement Recherche Innovation
(VERI) sur la détection des sulfures dans les eaux usées (18 k€) ;

2018-2021 : OCEANSensor (Call MarTERA H2020-FP7 financé par 'ANR) visant a améliorer
nos capteurs silicate et phosphate (2018-2021) Responsable scientifique pour le LEGOS et
Work Package leader (projet de 1,5 M€ financé en France par 'ANR a hauteur de 250 k€) ;

2019-2022 : NESS (Nitrate Electrochemical SenSor) : 2 stages M2 (autofinancés) + Thése
LEGOS/LGC (120 k€) (co-directrice de thése) co-financée par la Région Occitanie et la société
nke Instrumentation avec qui je collabore depuis plusieurs années — Environnement de la
thése financé (15 k€) par 'AOIL-projet du LEGOS

2020-2024 : NAUTILOS (New Approach to Underwater Technologies for Innovative, Low-cost
Ocean obServation) projet européen sur I'implémentation du capteur silicate développé au
LEGOS sur profileur type ARGO — sub-task leader (projet de 9M€ dont ~200 k€ au CNRS-
LEGOS).

Depuis le 1°" Juin 2021, je suis affectée au Laboratoire de Génie Chimique au sein du
département Procédés Electrochimiques ou j'ai commencé un nouveau projet de conception
de nouveaux matériaux d’électrodes (congés maternité du 26 Juin 2021 avec reprise travail le
10 Janvier 2022).

Formations permanentes :

Depuis mon entrée au CNRS, j'ai suivi différentes formations et participé a des ateliers, écoles
thématiques dans le but d’améliorer mes compétences opérationnelles sur mon poste ou
d’acquérir des connaissances nouvelles et un savoir-faire utile pour le collectif, essentiellement
dans le domaine hygiéne, sécurité et conditions de travail.

Formations opérationnelles (management, gestion projet, scientifique) :

25-26 Novembre 2019 : Formation « Encadrement de thése » organisée par la DR14,
Toulouse

6 Septembre 2017 : Formation « Savoir mettre en ceuvre un protocole d’études ou
d’expérimentation » organisée par la DR14, Toulouse

2 Octobre 2015 : Atelier Propriété Intellectuelle, organisé par Toulouse Tech Transfert,
Maison de la Recherche et de la Valorisation, Toulouse

9-11 Octobre 2013 : Formation permanente « Management de projet » organisée par la
DR14, Toulouse

2-4 Décembre 2013 : Atelier « Nano-matériaux, nano-objets pour la détection et les
capteurs » du Chantier Instrumentation & Capteurs Environnementaux de la fondation STAE-
RTRA



2-5 Avril 2012 : Ecole de printemps « Techniques de Microcaractérisation » organisée par
le Club MEB — Association Midi-Pyrénéenne de Micro et Nano Caractérisations - Toulouse

28-30 Mars 2012 : Atelier « Expérimentation et Instrumentation » CNRS, INSU - Paris

9-18 Janvier 2012 : Cours d’océanographie physique : propriétés physiques et dynamique
a grande échelle (cours dispensés pour le Brevet Supérieur des marins météorologistes
océanographes de la Marine Nationale) - Ecole nationale de la Météorologie - Toulouse

26-29 Septembre 2011 : Ecole thématique technique de P'INSU: « Organisation des
Projets - Management, Outils et Ressources Humaines » - Satillieu (France)

23-26 Mai 2011 : Ecole thématique technique de I'INSU : « Océanographie : Mesures -
Consommation Vecteurs — Transmission » - Satillieu (France)

Formations transverses :

23 et 25 Juin 2020 : Formation « Egalité professionnelle » et « Lutte contre les violences
sexuelles et sexistes » organisée pour la DR14, Toulouse

4-5 Février 2019 : Formation « Correspondant.e.s égalité » organisée par la DR14, Toulouse

2-4 Octobre 2018 : Formation « Secourisme en milieu isolé et/ou hostile » Action Nationale
de Formation organisée a la DR5 Campus de Meudon Bellevue, Meudon (92)

7 Avril 2015 : Formation « Manipulation d’extincteur » organisée a I'Observatoire Midi-
Pyrénées, Toulouse

22 Janvier 2015 : Formation « Transport des matiéres dangereuses » organisée par
ULISSE, a la délégation régionale Midi-Pyrénées, Toulouse

6-7 Octobre 2014 : Formation initiale « Sauveteur Secouriste du Travail » (recyclages en
2016, 2018, 2020), organisée par la DR14, Toulouse

21 Mars 2014 : Formation permanente « Risque Chimique de niveau | » organisée par la
DR14, Toulouse

Missions embarquées / sur site :

8-29 Juillet 2019 : Responsable du déploiement d’'un capteur silicate a 1,5 m de profondeur
dans I'étang de Thau a Séte — Test d’inter-comparaison avec les mesures colorimétriques.

3-13 Mai 2019 : Chef de mission — Déploiement de 2 capteurs silicate sur une ligne de
mouillage a 100 m de profondeur au large de I'lle de Paques dans l'océan Pacifique —
Calibration on site avant déploiement — Analyses de 2 séries de 219 voltammogrammes.

9-12 Mai 2017 : Chef de mission — Déploiement d’'un véhicule sous-marin profileur (PROVOR)
implémenté de capteurs SenseOCEAN depuis le navire frangais Sagitta Ill au large de
Villefranche-sur-mer.

14-26 Mai 2017 : Chef de mission : déploiement en mer du capteur silicate sur une ligne de
mouillage au large de Coquimbo, Chili — 1 semaine de données de silicate enregistrées en
haute fréquence (toutes les heures) a Talcaruca Point, zone la plus intense de l'upwelling du
centre-nord du Chili.



12-20 Septembre 2016 : Tests et validations des capteurs SenseOCEAN — Déploiement de
la 1¢r version du capteur silicate depuis un ponton dans la baie de Kiel ainsi que dans le Fjord
de Kiel sur une rosette depuis la Littorina (2 jours de mer).

12-16 Mai 2014 : Mission Semaine d’essais d’inter-comparaison électrochimie/colorimétrie au
centre de recherche VERI de Maisons-Laffitte. Mesures des sulfures en flux continu dans les
eaux usées.

23 Janvier-22 Février 2014 : Mission AMOP : Activités de recherche dédiées a la zone de
minimum d’oxygéne du Pacifique Est, au large de Pérou sur le navire frangais I'Atalante :
mesure colorimétrique des sels nutritifs - Correspondante produits chimiques a bord.
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Procédés électrochimiques : des capteurs embarqués aux matériaux d’électrode

Ce manuscrit présente une synthése de mes activités de recherche menées a I'Université de Toulouse
[Il — Paul Sabatier, au Laboratoire d’Etudes en Géophysique et Océanographie Spatiales entre 2011 et

2021 et au Laboratoire de Génie Chimique depuis 2021.

La Chapitre | présente les acquis théoriques et le savoir-faire expérimental qui ont été mis a profit pour
la suite de ma carriere. Une méthodologie séquentielle d’étude de milieux complexes, tels que les
cremes dermocosmétiques a été développée, partant de I'étude du mécanisme d’oxydation d’une
molécule d’intérét dans un électrolyte « simple » puis complexifiant le milieu pour étudier sa réactivité
en association avec d’autres molécules jusqu’a la caractérisation d’une composition proche d’une

créeme commerciale.

Mon expérience en électrochimie analytique a été sollicitée au cours des 10 années passées au LEGOS
pour le développement de méthodes de dosage des sels nutritifs (silicate, phosphate, nitrate) dans
I’eau de mer jusqu’a la conception de capteurs embarqués. Les silicates et les phosphates sont détectés
de facon indirecte aprés complexation avec les molybdates en milieu acide, réactifs générés in situ par
oxydation d’une électrode de molybdéne. L’'ensemble des problématiques liées au développement
d’un capteur électrochimique est illustré au Chapitre 1l, jusqu’a la fabrication et la validation

opérationnelle en mer d’un capteur pour le dosage des silicates.

Un volet plus fondamental de mes recherches et qui marque une transition dans ma carriere est
présenté au Chapitre Ill. La détection directe des nitrates dans les eaux naturelles a été proposée au
moyen d’électrodes bimétalliques a base de nanoparticules de cuivre dont une caractérisation du
procédé de dépot par une étude de nucléation et une optimisation de charge ont été nécessaires pour

contréler la sensibilité de I’électrode et répondre au cahier des charges fixé.

Enfin, je présente dans une derniere partie du manuscrit mes projets et perspectives de recherche qui
se recentrent sur des problématiques plus fondamentales, avec de larges perspectives d’applications
et de collaborations, centrées sur le traitement électrolytique de surface pour augmenter la sensibilité
de I'électrode ainsi que I'élaboration de nouveaux matériaux d’électrode a base de dopage de
substrats carbonés et métalliques avec des hétéroatomes (N, P,..) par dépot réactif a haute

température en milieu sels fondus.
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