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Résumé

Les biocapteurs sont des moyens d’analgggleen essor a la fois rapides, sélectifs et peu
colteux applicables a des domaines extrémementésvarfenvironnement, santé,
agroalimentaire,...). Dans ce type d’outil, un élétmsensible de nature biologique (anticorps,
enzyme, microorganisme, ADN...) doté d’un pouvoirrdeonnaissance pour un analyte ou un
groupe d’analytes est associé a un transductewmapoétre de type électrochimique, optique ou
thermique.

Dans ce travail, nous nous sommes intesesséléveloppement de différents biocapteurs,
en se basant a l'immobilisation d'enzymes sur rdiesoélectrodes en vue de la détection
électrochimique d’analytes d’intérét dans le doraanvironnemental. Nous avons montré les
potentialités d’application de deux biocapteursdtmimetrique et impédimétreique a base de
lipaseCandida Rugosaour la détection directe et rapide des pestiaiiganophosphorés. Nous
avons cherché a mieux comprendre le fonctionnemestbiocapteurs et optimisé le procédé
d'immobilisation des enzymes ainsi que differerdsametres de mesure afin de maximiser les
performances analytiques des outils développéssNoons également élaboré un biocapteur
impédimetrique pour une détermination trés sémgile la phospholipase,&n utilisant les
nanoparticules d’or afin de renforcer la condutdivélectrique. Enfin, nous avons développé un
biocapteur de tyrosinase pour la détection du EiBphA, en se basant sur la modification
électrochimique des électrodes de diamant dopé pggsédent des propriétés électriques
remarquables et uniques, avec l'ajout des nanotdbesarbones multi-feuillet, ce qui permet
d’améliorer des performances analytiques du biecapen particulier sa limite de détection et
sa stabilité. Les biocapteurs a base de lipase ¢rdsinase ont été appliqués avec succes a la
guantification des composés organophosphorés bisghénol A respectivement dans plusieurs
échantillons d’eaux réels.

Mots-clés : Biocapteur, lipase, tyrosinase, phospholipasg #Wnpédance, conductimetrie,
voltammétrie cyclique.

Abstract

A biosensor is an analytical device, used for tetgection of an analyte, that combines a
biological component so-called a receptor (e.gyer antibody, DNA, microorganism) to a
physical transducer (e.g. electrochemical, opticdhermal). In last decade, biosensors are quite
promising tools since they are rapid, selective emst effective, with an increasing interest for
their application in various fields (e.g environmhdnod, health).

In this work, we developed different biosers based on immobilized enzymes onto
microelectrodes in view of electrochemical detettiBirst, we demonstrated the potentialities of
conductometric and impedimeteric biosensors baselipase fromCandida Rugosdor direct
and rapid detection of organophosphate pesticides.order to enhance the analytical
performances of the developed devices, we triegptonize enzyme immobilization as well as
several operational parameters. We also elaboateidnpedimetric biosensor for a sensitive
determination of phospholipase Activity. Finally, a tyrosinase biosensor was digved for
ultra-sensitive detection of Bisphenol A, based tbe unique proprieties of boron doped
diamond electrodes and taking advantage the uswilbfwalled carbon naotubes to improve the
stability and detection limit of biosensor. We aldemonstrated the applicability of both
biosensors based on lipase and tyrosinase fordtectibn of organophosphate pesticides and
bisphenol A in river water.

Keywords: biosensor, lipase, tyrosinase, phospholipasg @onductometry, impedance
spectroscopy, cyclic voltammetry.
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Introduction générale

Introduction générale

L'utilisation extensive de produits chimég par les industries, les traitements agricdles e
les communautés urbaines, conduit a la pénétratien nombreux composés dans
I'environnement et par conséquent a la contaminatiomilieu aquatique, provoquant une grave
menace qui affecte les écosystémes et la santéiteiniziun point de vue environnemental, il
est nécessaire de limiter et de contréler ces othxiques, mais également d'étre en mesure
de déterminer leur concentration dans les eauxieetiévelopper des stratégies de traitement
appropriées.

Les méthodes d’analyses classiques d@alksants chimiques présentent des contraintes
importantes en termes de codt, durée d’analyseradde d’'une main d’ceuvre généralement
qualifiée. De plus, ces méthodes n'autorisent qes cbntréles de toxicité épisodiques au
laboratoire, effectuées dans des conditions stpiest éloignées des conditions dynamiques.
Alors que, I'amélioration de la qualité de I'envirtement demande la réalisation de contrbles de
toxicité in situ et en continu des sources de piolluou des milieux contaminés a l'aide de
systemes a réponse rapide. Face a ce défi, desaeétt’analyse simples dont les performances
se rapprochent des techniques lourdes doiventétrgues et développées. C’est au carrefour de
ce défi que notre étude s'’installe. En effet, qeetgle stratégie peut étre développé au moyen de
biocapteurs qui constituent I'une des alternatiles plus séduisantes, proposant ainsi des
systemes simples, fiables, rapides, économiquesretettant d’intervenir immédiatement a la
source de pollution, d’'interrompre le rejet d'unxXltoxique et de prévenir ainsi les accidents de

pollution.

De maniére générale, la conception d'urcdgiveur se base sur l'association d'une entité
biologique faisant office de biorécepteur a ungdarcteur physique. Le biorécepteur peut étre de
nature tres variée (enzyme, cellule, ADN, anticarps Les propriétés de reconnaissance
moléculaire de I'entité biologique conferent unéestvité a l'interaction biorécepteur-analyte
cible. Cette interaction est transformée, gractansducteur, en un signal électrique, optique ou
autre, facilement mesurable, qui apres traitement gtre directement corrélé a la concentration
de l'analyte cible. Un grand nombre des travaux &gt consacrés ces dernieres décennies au
développement des biocapteurs destinés au congrdl@onnemental mais aussi pour des

applications tres variées comme la santé ou dederte qualité des produits agroalimentaires.
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Cependant, malgré une trés forte demandeingéense activité de recherche qui y est
consacreée, tres peu de réalisations commerciatesude jour. La difficulté majeure, qui freine
le développement industriel de ces biocapteurs,liést a la diminution de I'activité du
biorécepteur lors de sa fixation sur la surfacetrdmsducteur, ou a sa faible stabilité. Pour
remédier a ces inconvénients, les recherches Bgisgint orientées vers la création de nouvelles
matrices d’immobilisation. Ces derniéres permettem¢ meilleure conservation de l'activité
biologique du biorécepteur sans que sa spécifeit&oit altérée par la sévérité des conditions

utilisées.

Dans ce contexte, le travail réalisé visaitmieux comprendre et a optimiser le
fonctionnement de trois biocapteurs électrochimsogere vue de la détection d’analystes d’intérét
environnemental, en particulier pour le traitemees eaux. Ces trois biocapteurs avaient pour
point commun d’utiliser les enzymes comme biorésagq® Trois types de transducteurs (les
électrodes d’or interdigitées, les plaquettes damrées et les électrodes de diamant dopé au
bore) ont été évalués. Nous nous sommes attadisgpue fois a optimiser les difféerents
parameétres de mesure afin de maximiser les perfaresades biocapteurs en termes de stabilité,
reproductibilité, sélectivité et limite de détectio

Ce manuscrit est organisé en quatre chapitte premier chapitre est consacré aux
biocapteurs, principe de fonctionnement, différegtnstituants, modes de transduction,
techniques d'immobilisation des enzymes. Ces wifftes parties seront illustrées par quelques

exemples d’application.

Le deuxiéme chapitre concerne le développendendeux biocapteurs, I'un conductimétrique
et 'autre impédimétrique pour une détection digaids pesticides organophosphorés en utilisant
la lipase deCandida Rugosale biocapteur conductimétrique a également émicae a la

détection des composés organophosphorés danglieaviére.

Le troisieme chapitre est dédié a I'élaboratabun biocapteur impédimeétrique pour la
détermination de l'activité de la phospholipasg; Aine étude comparative entre deux types

différents de cette enzyme a été effectuée.

Le quatrieme chapitre traite de la conceptgdnde la mise en ceuvre d'un biocapteur
enzymatique a base de tyrosinase pour une détesgtimible et rapide du bisphénol A.

La conclusion générale est suivie par les pergmsctlie ce travail.
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Chapitre | : Etude bibliographique

.1 Généralités

I.1.1 Historique

L’histoire des biocapteurs a débuté en 1950rsqlee Leland Clark a crée le premier
biocapteur dont le but est de mesurer la concémtrate 'oxygene dissous dans le sang. En
1962, ce biocapteur est adapté a la mesure dentetration de glucose dans le séhg Cing
anneées plus tard, Updike et Hucks ont concu urarétie enzymatique permettant de doser le
glucose dans des solutions biologiqi#gs Dans les années qui ont suivi, de nombreusee®tud
ont été réalisées afin de mieux comprendre le immecement de ce premier biocapteur a
glucose3 ou dans le but appliquer son principe aueldppement d’autres biocapteurs
enzymatiques. On peut ainsi citer par exemple tEdpteur potentiométrique proposé par
Guilbault et Montalvo en 1969 pour la détectionl'dege [3]. Mais ce n’est qu’en 1975 que le
premier biocapteur a glucose basé sur la détectiopérométriqgue du peroxyde d'hydrogene
(H20,) fut commercialisé par la société Yellow Springsttument (Ohio, Amérique).

Depuis, I'engouement pour ce type d’outil oiEssé de croitre, et des biocapteurs se basant
sur d'autres types d'éléments de reconnaissansebéetéries, les anti-corps, ADN) ou de
transducteurs sont destinés a des applicationslédalmnaine de la santé, de I'environnement ou

encore de I'agroalimentaire ont vu le jour.

[.1.2 Définition d’un biocapteur

Un biocapteur est un outil ou systéme analgtiqgoncu pour transformer une réponse
biologique en un signal électriqué|. Ce dispositif est basé sur I'accouplement spdiralct
d'un composé biologiquement actif immobilise, appébiorécepteur’ ou "élément de
reconnaissance biologique", avec un transducteur agit en tant que détecteur et un
amplificateur électroniqué5]. Le biocapteur emploie les systéemes biologiquedifi@rents
niveaux d'intégration pour identifier spécifiquerknsubstance a déterminer. La premiere étape
de cette interaction est la formation d’un complspécifique de la substance active immobilisée
avec l'analyte.

La figure 1.1 représente le principe de fonctioneatnd’'un biocapteur permettant d’obtenir, a

partir de I'espece a détecter dans I'échantillonte information utile a son évaluation
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Figure 1.1 : Schéma du principe de fonctionnement d’un biocapteu

1.1.3 Caractéristique métrologiques d’un capteur

Les caractéristiques métrologiques d’un capteunstituent les liens effectifs entre le capitur

la grandeur qu’il mesure.

» Etalonnage : permet d’ajuster et de déterminer, sous forme ggagh la relation entre le
mesurande et la grandeur électrique de sortieréfigQ)

signal de sortie

mesurande

m ' saturation
étendue de mesure ,

Figure 1.2 : Courbe d’étalonnage d’un'capteur

» Etendue de mesure est définie sur la courbe d'étalonnage du cagffiure 1.2). A I'extérieur
de cette zone se trouvent deux valeurs particsliéeeseuil et la saturation.
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Saturation et seuil méme si la valeur du mesurande augmente, la gnartie sortie ne peut
dépasser une valeur maximal@aS: pour m> Mhay, S=Snax On ne peut donc pas effectuer de
mesurage pour des valeurs au dessus,dg m
Le seuil ou limite de détection correspond a lasdetite concentration ou teneur de I'analyte
pouvant étre détectée, avec une incertitude addeptaais non quantifiée dans les conditions
expérimentales décrites de la méthode.

= Domaine de linéarité :il s’agit du domaine pour lequel la caractéristiqgst une portion de
droite. Dans ce domaine, la variation de la grandk sortie est donc proportionnelle a la
variation du mesurande.

5

A

m, m;
Figure 1.3 : domaine de linéarité du capteur.

= Sensibilité : est une caractéristique importante potexploitation et fTinterprétation des
mesures. Elle est définie comme étant la variatdansignal de sortie (S) par rapport a la
variation du mesurande (m) (pente de la portiogdire de la courbe d’étalonnage) et s’écrit : S=
dS/dm.

= Précision- Exactitude :C'est la plus petite variation de mesurande quegecter le capteur.
= Répétabilité et reproductibilité :

La répétabilité est I'étroitesse d'accord entre les résultats dsumes successives d'une méme
grandeur effectuée avec la méme méthode, par le eméxpérimentateur, avec les mémes
instruments de mesure et a des intervalles de tasgez courts.

La reproductibilité caractérise I'étroitesse d'adcentre les résultats de mesures successives

d'une méme grandeur dans le cas ou les mesuresfianttiées dans des conditions différentes.
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»Temps de réponse la rapidité est caractérisée par le temps queleneapteur a réagir a une
variation brusque du mesurande. Cependant la véileale étant le plus souvent atteinte de
maniére asymptotique, elle correspond au tempsseate pour que le capteur délivre une
certaine portior. de la pleine amplitude du signal. Le temps demépaotéd est tel quer vaut
généralement 90%.

La connaissance du temps de réponse d'un capteum é&ment essentiel lors de la réalisation
de mesures.

= Sélectivité :un capteur est dit sélectif, si la variation dgnsi de sortie est due uniquement a la
seule grandeur (physique, chimique, biologique..dmueut mesurer.

= Stabilité : qualifie la capacité d'un capteur a conserver sEfopnances pendant une longue
durée. C’est la stabilité de stockage ou staliitétive & une utilisation en continu.

|.2 Classification des biocapteurs

Les biocapteurs sont généralement classés endori¢ la nature des biorécepteurs et des
transducteurs qui les composent (figure 1.4).

BIOCAPTEURS

BIORECEPTEURS 1 TRANSDUCTEURS
ELECTROCHIMIQUES

. AMPEROMETRIQUES

ANTICORPS OPTIQUES

ENZYMES FIBRE OPTIQUE

CELLULE RAMAN B/ FITR AUTRES — POTENTIOMETRIQUES
BASE SUR MASSE = IMPEDIMETRIQUES
BIOMETRIQUE

PIEZOELECTRIQUE MAGNETOELASTIQUE — CONDUCTIMETRIQUE

Figure I. 4 : Classification des biocapteurs.
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1.2.1 Classification des biocapteurs par le mode diétection

Les biocapteurs sont classés selon le modeadsduction en 4 catégories : optique, thermique,
piézoélectrique et électrochimique. Dans ce qui, sabus nous intéressons a définir la
transduction électrochimique qui sera utilisée cammode de transduction des biocapteurs
développés au cours de cette thése.

[.2.1.1 Transduction électrochimique

Les capteurs électrochimiques peuvent étre classéguatre catégories selon leur mode de
transduction: potentiométrique, ampéromeétrique,daoctimétrique ou impédimeétriqugs]. Le
principe de base d'une mesure électrochimique eems le fait que certaines substances
électroactives en solution (molécules ou ions) patiéchanger des électrons avec une électrode,
ceci dans des conditions analytiques bien défimegarticulier par le potentiel auquel cet échange
a lieu. Les différents principes exigent toujourseuconception spécifique de la cellule

électrochimique.
a) Potentiométrie

Le principe de ce type de capteur potentioiopétr repose sur la mesure de I'accumulation de
charges électrigues a la surface d'une électrodatigBement, cela se traduit par une
détermination de la différence de potentiel quiadét entre une électrode de référence, dont le
potentiel est constant et reproductible, et I'élee¢ indicatrice, sans polariser la cellule
électrochimique (c.a.d. lintensité de courant estle). L'électrode indicatrice développe un
potentiel variable proportionnel a l'activité¢ ou dancentration d'un analyte spécifique dans
solution. Dans ce type de systéeme, un équilibrallest établi a la surface du capteur et conduit a
la génération d'un potentiel proportionnel au lddmine de la concentration (activité) de

I'échantillon selon la loi de Nernst (Eq.l.1), ddesas d’'un capteur redox

BB o fj_: *In e (Eq 1.1)
Red

Ou Ep: le potentiel normal standard du couple redox
an/aw.sle rapport de I'activité de I'espéce déterminarpdéentiel a I'état oxydé et a I'état réduit ;
R :la constante des gaz parfaits (8,314 K-1ol
T la température absolue en Kelvin
F : constante de Faraday = 96500 C:mol
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Electrode de référence

—Electrode indicatrice

Solution a analyser " Membrane selective

POTENTIOMETRIE

:‘::cun?ui'uﬂun de charges RI‘\\
lectriques @ lo surface de £=ED+—1_ﬁ

r

Vélectrode indicatrice. B

Figure I.5: Schéma du principe de la potentiométrie.

Les biocapteurs utilisant la potentiométaencne mode de détection sont tres nombii€ux
8, 9, 10] lls sont réalisées a l'aide de différents typ&dedtrodes, a savoir les électrodes a
membraneélective aux ions (ISE), les transistors a eféetlamp sélectifs aux ions (ISFET) ou
plusrécemment, les capteurs potentiométriques adresspat lumiere (LAPS).

e L'électrode a membrane sélective aux ions (I8&)une électrode indicatrice capable de
mesurer de maniere sélective l'activité d'une espéxique particuliere. Elle comporte une
membrane permsélective, généralement constituéa diatériau conducteur ionique. Les
différentes stratégies employées pour produire cedsctrodes sélectives dépendent
principalement de la nature et de la compositiommériau constituant la membrane. Il peut
s’agir d'une membrane mince en verre ou d'un mabérpolymérique sur laquelle les
bioéléments sont immobilisés afin de former un @pteur qui peut étre utilisé dans le domaine

de I'environnemenil1, 12]ou de I'analyse biomédicdle3-14].

* C’est en 1970 que I'ISFET a été introduit pour tarpiére fois par Bergveld5]. Il s’agit d’'un
transistor a effet de champ recouvert une memiséteetive aux ions. Depuis, des hombreuses
versions et configurations de cet outil ont étéetidppées. Les systemes a effet de champ,
fabriqués selon la technologie des semi-conductesmat d’excellents candidats pour la
construction de biocapteurs de par leur haut nivdEapureté dans le design et leur tres petite

taille [16], leur temps de réponse tres court, leur grandatsbie et la possibilité de les intégrer
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sur une pucél7]. La plupart des applications des biocapteurs Fpbsent sur la détection des
changements de pH induits par le processus de maissance a l'aide d’'une couche isolante
sensible aux Htels que SIN4[18-19]. Ainsi des travaux ont permis la détection d’umgéachoix
d’analytes avec des ISFETs a base de récepteadifdf11] ou d’enzymeg20], ou encore
celles d’agents biologiquement actifs a I'aide aeépteurs microbiend 2- 18- 20].

Certains ont également utilisé ces transducteefiede champ pour la détection de I'ADIN)-

21].

Les LAPSs (light addressable potentiometric sensanst d’autres types de transducteurs a effet
de champ. Leur principe repose sur [lactivation d@ansducteur par une diode
électroluminescente (LED). L'illumination a l'aidBune source d’intensité modulée génére un
photocourant qui dépend du potentiel appligi&23]. Ce type de biocapteur est tres apprécié

dans le domaine biomédical, environnemefrital 12]et agroalimentairg?4|.

b) La conductimétrie

La conductimétrie est une technique élebirnimue alternative a 'ampérométrie et a la
potentiométrie. Son principe repose sur la meserdadconductivité électrique d’'une solution
électrolytique contenant des charges électriqudsle® constituées par 'ensemble des iGris.
Pratiguement la mesure de la conductance d'unrélgt s’effectue, lorsqu’on applique une
différence de potentiell) entre deux électrodes immergées dans une solatinductrice, on
observe le passage d'un courahtgrovenant du mouvement des ions constituantdiéigte
(Figure 1.6). La conductances) qui représente cette capacité a laisser passeouent est
linverse de la résistanc®). Elle peut s’exprimer en fonction dest deU, grace a la loi d’Ohm
(Eq.1.2)

La conductivité (s) est également une propriéténiséque a la solution, inverse de la résistivité

qui est reliée a la conductance par la formuleasue(Eq.1.3)
L

T=Cx% (Eq13)

Avec S: surfaces des électrodesjm
L: distance entre les électrodes (m) ;

Get S étant exprimés en S et S'mespectivement.
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La grandeur L/S est appelé constante de la cellaleonductivité dépend de la nature des ions

présents dans la solution (leur charge et leur li@bét de leurs concentrations.

[e=)

j;rﬁ—ﬁ:’:f

ANODE CATHODE

Conductimeétrie

Migration d’ions, détermination , ; )5:
| de la conductivité de la solution "\ 7

.,
T —

Figure 1.6 : Schéma du principe de la conductimetrie.

La transduction conductimétrique, comparée awtxes techniques, a été relativement peu
utilisée pour la mise au point de biocaptel®s|. Méme si la détection de la conductance en
solution n’est pas spécifique, les mesures conahéttiques peuvent étre extrémement sensibles
grace aux éléments biologiques fixés sur la surfi@setransducteurs. Depuis quelques années, |l
existe un intérét croissant pour les biocapteumsdgctimetriques étant donné le nombre
d'avantages qu'ils offrent :

» ils ne nécessitent pas une électrode de référence,

= il est possible d'utiliser une tension alternatdes petite amplitude ce qui permet d'éviter

des processus faradiques d'électrode,
= ils ne sont pas photo-sensibles,

= jls peuvent étre aisément miniaturisés avec un dgrdagré d'intégration quand la

technologie en couche mince, peu colteuse, esogé®l

Ce type de capteur suscite un intérét croisdarfait de sa relative simplicité de fabrication.
De ce fait, il est utilisé dans le domaine biomébiet le domaine environnemental. Le plus
souvent, est l'utilisation des enzymés2-25] comme des biorécepteurs des biocapteurs
conductimétriques, on peut citer par exemple ladin d’Aflatoxin B1 en utilisant I'enzyme

acétylcholinestérase26], un biocapteur conductémitrigue pour la détectibes alcools

10
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aliphatiques : Méthanol et éthanol en utilisanicbal oxydase27], la détection de nitrite en
utilisant un biocapteur a base de HRP/catdlase

Cependant, ces dernieres années, d’autres ebitémyiques commencent a étre utilisées
comme les algues pour la détection des pesticides dn milieu aqueu)?9] et un biocapteur a

bactéries a été récemment développé pour la ditedti trichloroéthylengl2].

c) Amperomeétrie

Le principe de 'ampérometrie repose sur Esuane de l'intensité du courant qui traverse une
cellule électrochimique. L'intensité du courant omé® est en fonction de la concentration des
especes électroactives qui seront oxydées ou esdaiitine électrode indicatrice, la seconde étant
en général une électrode de référence. La techmpque donc étre quantitative, permettant de
déterminer la concentration de certaines espedesqiies présentes par mesure de I'intensité du
courant, apres la détermination d'une courbe déregje[30].

Les biocapteurs ampérométriques consisterdérgbament en une électrode dont la surface est
recouverte d'un biofilm dans lequel sont immobédséles biomolécules. Dans ce systeme,
I'électrode est maintenue a un potentiel constantgpport a I'électrode de référence, permettant
d'obtenir I'électro-oxydation (ou la réduction)liim des produits de la réaction enzymatique a la
surface de cette derniére, générant ainsi un cou@actrique dont l'intensité, dans certaines
conditions, est proportionnel a la concentratiors@ntion de I'espece a doser.

L'ampérométrie est 'un des modes de transduadiectrochimique les plus utilisés dans le
domaine des biocapteurs. Cette technique présamtmntage d’'étre trés sensible, peu colteuse et
d’offrir une grande rapidité de réponse. Comparéimgapteur potentiométrique, le biocapteur
ampeérometrique peut étre plus intéressant en raisoea haute sensibilité et sa large gamme
linéaire [23]. Cependant, toutes les biomolécules n’étant ppabtes de servir de partenaires
d'oxydoréduction dans les réactions électrochinigdes médiateurs doivent souvent étre utilisés.
Malgré cet inconvénient, les dispositifs ampéroigatas sont généralement plus sensibles que les
systemes potentiométriqug®?|. Difféerents meédiateurs ont été proposés commertedene, les
guinones, les colorants et les viologeji=s.

Des biocapteurs ampérométriques ont été développés la détection d’'une large gamme de
molécules d'intérét parmi lesquelles on retrousedesticides organophosphorés et les carbamates
[32], le glucosé33] et des cytokineg34].

Lorsque le potentiel appliqué est sinusoidal, atepdiimpédance électrochimique. L'impédance

est donc un cas particulier de 'ampérometrie.

11
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Figure I.7: Schéma du principe de 'ampérométrie

d) L'impedancemetrie

La spectroscopie d'impédance électrochimig8¢éE) est une excellente technique pour
etudier les propriétés électriques interfaciales ndmporte quel matériau solide ou liquide
connecté a un transducteur électrochimique. C’esttachnique non invasive qui ne requiert pas
d’instrumentation complexe permettant des appbeaticourantes en laboratoire. Dans la derniére
décennie, 'EIS a pris une importance croissantesdas domaines des technologies liées a la
biophysique et aux biocapteurs5-34. Cette popularité est due a son aptitude a founmibon
nombre d’informations. Elle permet une meilleurglkets compléete compréhension d'un systeme
électrochimique que les autres techniques éledtroghes.
La spectroscopie d'impédance électrochimique e&t mméthode non stationnaire qui permet
d’avoir des informations sur les étapes élémergajre constituent le processus électrochimique
global. En général, Cette technique repose surdaume d’'une fonction de transfert suite a la
perturbation volontaire du systéme électrochimiuelié. Ce systéme peut étre considéré comme
étant une « boite noire » qui réagit en émettantsigmal y(t) quand il est soumis a une
perturbationx(t) (figure 1.8). Les deux signaux(t) et y(t) sont alors reliés par une fonction de
transfertH(w) telle queY (w) =H(w) * X(w), X(w) etY (w) étant respectivement les transformées

de Fourier de(t) ety(t). Avecw est la pulsation.

12
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X(f) = Systéme électrochimique > ¥(1)

Figure 1.8 : Schéma d’'une fonction de transfert

Classiquement, la perturbation imposée au potertiehe électrode indicatrice est une
perturbation sinusoidale de faible amplitude. lgnal appliqué est donc de la forx@) = A sin
(wt) et la réponse du systéeme gé) = B sin @t + ¢) avec une fréquende unepulsationw =
2#f et un déphasage

En terme d'impédance, a l'instant t, le signal dieation est défini par la valeur du potentiel de

I'électrode qui est exprimé en fonction de sa cosapte stationnairg, et d’'un terme sinusoidal

E(t)=Eo + | E| sin @t) (Eq 1.4)
AE est 'amplitude de tension de la composante altemato est la pulsation du signal.
Dans un systeme linéaire ou pseudo-linéaire laugmtion sinusoidale du potentiel induit un
courant sinusoidal superposé au courant statieanetaatéphasé d’'un angpe

[(t)=10 + [I| sin (wt+ ¢ ) (Eq 1.5)

Dans le cas général, 'impédance d’un circaitstitué des résistances, capacités, inductances
est définie comme étant le rapport de la tensigtigyée a I'intensité du courant qui le traverse.
L’'impédance est calculée a partir des impédancesétiaments constitutifs du circuit. Cette
impédance est une grandeur complexe que I'on expemOhm, et que I'on peut écrire, pour

une fréquence donnée, sous la forme d’'une fondiomansfert :

7 @ = (Eq 1.6)

I w

Avec E(w) et (w) étant respectivement les transformées de FouriE(tjlet I(t).

Dans le plan complexe 'impédance représente utemgccaractérisé par le modyi# et I'angle
de déphasage. On peut aussi I'écrire comme une somme vectoritliee partie réelle et d’'une

partie imaginaire :
Zw =2, o +]Z_ @ (Eq I.7)

Le module de I'impédance Z, peut étre exprimé corauie

13
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2

‘Z r.:a‘=JZh o+ Z. (Eq 1.8)
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Figure 1.9: Schéma de principe de I'impédancemeétrie.

Représentation graphique de I'impédance

La spectroscopie d'impédance électrochimiquempe de différencier les différents
phénomenes qui peuvent avoir lieu dans une cellgetrochimique en fonction de la
fréequence. Ainsi, les phénoménes rapides tels gsetransferts d’électrons se produisent a
hautes fréquences, tandis que les phénomeénes dentme les transferts de masses et la

diffusion se réalisent a basses fréquences (FigLog

ne Electrolyte

=
igeal

4

Interface

| 1

Transfert de charges Transfert de masse
Figure 1.10 : Différents processus électrochimiques a l'interfangtal/électrolyte
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Il existe deux modes classiques de représentaismésultats obtenus en impédimétrie

» La représentation de Bode

Dans le diagramme de Bode, le logarithme du moelile déphasage de I'impédance sont tracés
en fonction du logarithme de la fréquence.

log| Z(w)| =/ (logi) (Eq 1.9)
g = f1(log f) (Eq 1.10)

1271

24

-1 0 1 2 3 4 5 6
)

log (®) (Hz)
Figure I.11 : Diagramme de Bode

» Lareprésentation de Nyquist

Le diagramme de Nyquist, est une représentaraphique dans un plan complexe; I'axe
des abscisses d'un systeme de coordonnées car&ssienrrespond a la partie réelle de
I'impédance ), alors que I'axe des ordonnées correspond arse paaginaire. Cette derniere
représentation ne fournit qu'une seule courbe sil irdispensable de repérer les fréquences

auxquelles les points représentés correspondent.
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Impédance de
l diffusion { Warburg)

-lm(2)

\‘ J w—m I/ a
Re(Z)
Figure 1.12: Diagramme de Nyquist

L’'impédance de différents phénomeénes électrochimicg

La spectroscopie d'impédance électrochimique (SfEymet d'étudier les parameétres
électriques de l'interface métal/électrolyte. Lstégne électrochimique utilisé est une cellule a
trois électrodes : une électrode indicatrice, uhectéode de référence et une électrode

auxiliaires.

Résistance de la solution

Du co6té de I'électrode, le potentiel est constantoeit point de la surface. Par contre, dans la
solution, il se crée une variation de potentieletcourant dans I'électrolyte, qui conduit au
concept de chute ohmique. En SIE, I'électrode d&reéce et la contre-électrode sont placées
relativement loin de la surface de I'électrode @evdil. A haute fréquence, la répartition des
courants secondaires peut donc étre négligée. Wz cdihmique est alors classiqguement décrite
comme étant la résistance de la solution et deacrélectrigueRs. L'impédance de la chute

Ohmique est :
Zr{w) = Rs (Eql.11)

Capacité de la double couche

Un phénoméne observé a linterface électéddetrolyte est la formation d’'une double
couche d’iond37]. L’application d’'une perturbation sinusoidale ldes la mesure d'impédance
entraine la charge et la décharge de cette coudghseqomporte, selon le modéle de S{éfi,
comme un condensateur électrique. La réponse teedmible couche génére un coutapgui

dépend de la fréequence de perturbation et de latiar de charge interfaciale. Ce type de
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processus peut étre généralisé a tous les phénemeanentrainent la charge et la décharge de
deux zones séparées par un diélectrique. L'impédatien condensateur de capacité C est

donnée par I'équation :

ZC.H (w)=-—

A
- cavee Ly =g — (Eq 1.12)
JC zw 2

Ou Cy est la capacité de la double couckela permittivité relative du diélectriquey la
permittivité diélectrique du vide, Raire de réaction électrochimique a I'électrodetdail ete

I'épaisseur du diélectrique.

SOLUTION

Electrode Anion adsorbé

Cation solvate

PIH PEH Molécule du solvant

Figure 1.13: Structure de la double couche.

Résistance de transfert de charge
La résistance de transfert de charge est dure grocessus faradique, qui est défini par les
transferts d'électrons a travers l'interface ébeletrde travail/solution. Ce transfert électronique
provoque une réaction d’oxydation ou de réducti@smgices a la surface de I'électrode. En
considérant I'équation suivante :
Ox+ne < Red

Dans ce cas la cinétigue de réaction est limitéguement par le transfert de charge. La
contribution faradique au courant mesuré est indéaete de la fréquence et n’influe que sur
I'amplitude de la réponse du systeme. Cette rémist®; est définie comme la dérivée partielle

de la densité du courant faradiqu€) (par rapport au potenti€k).
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i
z, W=R,=2r-X (Eq 1.13)
; 6E nFI,

OuR est la constante des gaz parfaita températuren le nombre délecterons transférEsda
constate de Faraday lgtla densité de courant d’échange au potentiel diégei(c'est-a-dire le
potentiel auquel la vitesse de diffusion de I'egpeeduite est égale a la vitesse de diffusion de
'espéce oxydée) qui est reliée directement a lastamte cinétique de transfert d’électron

K%selon la relation suivante :
I, =nFACKk® (Eq 1.14)

Ou A est la surface active de I'électrode gla@oncentration du couple redox en solution.
Impédance de Warburg

L'impédance de Warburg est I'impédance résultata défusion d'une espece de la solution
a l'électrode. C’est le premier élément électrodtpmm qui a été présenté dans la description de
l'impédance de la diffusion semi-infinie. Cette #dpnce dépend de la fréquence de la
perturbation, du potentiel appliqué et de la cotregion des especes qui diffusent. L’expression

de 'impédance de Warburg est donnée par I'exprassiivante :

Zpy=cl-j o% (Eq 1.15)

Aveco est le coefficient de Warburg

» Modélisation de I'impédance :

Les spectres d’'impédance obtenus pour n’inepguielle interface, peuvent étre modélisés par
un circuit électrique équivalent. Les parametresrahdéele peuvent étre obtenus en ajustant la
courbe expérimentale avec la courbe théorique.

De fagon générale, vis-a-vis d'une faible excitatginusoidale, une cellule électrochimique
équivaut simplement a une impédance qui peut &pezésentée par un circuit électrique
équivalent. Le modele de Randles est le circuiplles couramment utilisé pour décrire une
cellule électrochimiqué39]. Il se compose de quatre éléments : une résistaprésentant la

résistance due a la chute ohmiq),( un condensateur représentant la capacité de eloubl
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couche Cgq), une résistance de transfert de chargg),(et I'impédance de WarburgZ)

représentant le phénomeéne de diffusion des espedes.

(:
|
I

!
R, ] |

o—in R., L =

Figure 1.14 : Circuit équivalent de Randles

» Application de 'impédance

On observe actuellement quU’EIS est de plus en ptilisée pour le développement des
biocapteurs. Cette technique non invasive qui eguiert pas d’instrumentation complexe
permettant des applications courantes en laboeathbiest possible d’employer cette technique
non seulement pour caractériser le comportemenesetpropriétés des différentes couches
immobilisées a la surface du biocapteur, mais égaté comme un moyen de transduction pour
la détection de molécules cibles comme les pess¢ith-41], les odorant$42] et les bactéries
[43].
La détection de l'urée a été réalisée a l'aide diotapteur impédimétrique utilisant 'uréase
comme agent de bioreconnaissamn¢é|. Les ions produits suite a la réaction enzymatique
provoquent une augmentation significative de I'icigéce.
Un biocapteur a base deseudomonas putida Fa été développé pour la détection de
trichloroethyléne [45]. Des aptaméres ont été également utilisés pourdégection
impédimétrique de thrombingl6] et un immunocapteur pour la détermination de Ietévee
pathogéne&taphylococcus aurelis?].
En général, les mesures impédancemétriques saptésrs a la détection de changements
conformationnels dus a la reconnaissance de mekeud] (changements de dimension et/ou de
constante diélectrique).

e) La voltammétrie cyclique

La voltammeétrie est une technique électmidpie stationnaire couramment employée pour
le contréle des processus qui se produisent susurfigce d’un métal utilisé en tant qu'électrode
de travail. Cette technique est souvent utiliséer gaudier le comportement des especes en

solution (systeme rapide, réversible, nombre dtédes échangés...) et pour avoir des
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renseignements quant aux processus qui ont liea auiface de I'électrode (adsorption,
passivation. etc). Elle consiste a appliquer une différence atemtiel variable, deux balayages
linéaires (aller/ retour) du potentiel en fonctun temps, entre une électrode de référence et une
électrode indicatrice, au contact de laquelle vapsmluire une réaction d’oxydo-réduction
(Ox + ne+— Red) La réponse du systéeme est I'enregistrement duantuen fonction de la
tension appliquée. Cette réponse se présente sofmnhe de la courbé = f (E), appelé

voltammogramme, qui est une caractéristique dpd'es électroactive.

E

E red 5 OX +ne

red e—— oyt ne”

T . d

Figure 1.15 : Allure générale d’un voltammogramme.

Pour un systeme réversible, lors du balayatier), on observe sur le voltammogramme une
croissance du courant situé entre le nanoampédeereicroampere. Pendant cette période, une
réaction de réductio(Red— Ox + ne)commence a se produire, correspondant a l'actéléra
du processus par accroissement du potentiel. Suitette croissance, le maximum du pic
d’oxydation Eps) indique l'intensité du courant anodique pouriése étudiée sur une électrode
donnée. Puis une décroissance lorsque le ralemiésgedd au phénoméne de diffusion
'emporte. Le balayage retour apporte des inforomatiquant a la réversibilité de la réaction
électrochimique par la position et l'intensité desurants faradiques enregistrés. Le tracé
présentera un second pic de réduc{Br) indiquant I'intensité du courant cathodique issual
réduction de I'espece oxydée produite a I'allezratore présente dans la couche de diffusion.

La voltammeétrie cyclique s’applique avantageuset dans le domaine de biocapteurs car elle
permet d’obtenir des informations sur les mécanssmes en jeu. Cette technique non invasive
qui ne requiert pas d’instrumentation complexe mgtamt des applications courantes en
laboratoire. Il est possible d’employer cette tegha non seulement pour caractériser le

comportement et les propriétés des différentestmsionmobilisées a la surface du biocapteur,
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mais également comme un moyen de transductionlpalétection des molécules cibles comme

les pesticide§19-50], 4-Chlorophéno|51] ainsi la mesure de la dopamiie].

1.2.2 Classification des biocapteurs selon la naterde biorécepteur

Le biorécepteur est I'élément principal du bigteur, il sert a identifier I'espéce a détecter
grace a son site particulierement sélectif. Le dmepteur assure ainsi la reconnaissance
moléculaire, associée ou non a la transformatiotiedpece a mesurer. Dans un biocapteur, le
choix de biorécepteur dépend de différents cstéeds que la spécificité de sa réponse, sa

stabilité, sa facilité d’utilisation et son affi@itiis-a- vis I'analyte a détecter.

Plusieurs types de biorécepteur ont été utilisésnce moyens de reconnaissance moléculaire

pour le développement de biocapteurs (figure 1.16).

Réceptenr

Mieroorganisite

proféine

Anticorps Bioréceptenr

} Transductenr

Figure 1.16Représentation schématique des différents biotéuep

Dans ce qui suit, nous nous intéresserons a défsmgnzymes en tant que biorécepteurs utilisés

pour la fabrication des biocapteurs développésoaus de cette these.

.3 Les enzymes
1.3.1 Structure générale
Les enzymes ont été les premieres molécutdsdiues de reconnaissance intégrées dans les

biocapteurs. Ces biomolécules sont tres largentdisées pour la construction du biocapteur du
fait de leur pouvoir catalytique spécifique.
L’enzyme est une molécule de nature protéigue lteddude la condensation d’acideasaminé
de la série L avec formation d’une liaison amidieste groupe carboxyle d’'un acide aminé et le
groupe amine d’'un autre acide aminé. La chainepegliydique obtenue se replie sur elle- méme
grace aux différents types de liaisons pour donmegdifice tridimensionnel bien défifi3],
(Figure 1.17).
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L’enzyme joue le réle d’un un biocatalyseur et asde déroulement de toutes les réactions

métaboliques et empéche la présence des réactioosdaires génantes.

Liaison
lonique Lialsan

hydrogéne

Effet
hydrophobe

Pont
disulfure

Figure 1.17: Structure tertiaire d’'une protéine

Les enzymes sont des biomolécules trés impedgrarce que leur pouvoir catalytique et leur
spécificité sont souvent tres supérieurs a ceuxcdeayseurs chimiques. Elles accélerent des
millions de fois les réactions chimiques dans legoismes vivants sans étre consommées ou
altérer les produits de la réactiond|, d’ou I'appellation de biorécepteurs catalytiques
abaissant I'énergie d’activation de la réactionetja’ catalyse, une enzyme abaisse le niveau
énergétique de l'état de transition et accéléresiala réaction. Les enzymes ont une
stéréospécificité tellement forte qu’elles effectiudes réactions leur permettant de choisir parmi
différents énantioméres ou de discriminer d’augresipes pratiguement identiques entre eux.
Les enzymes sont classées selon la réaction ocatalg®m six principaux groupes: Les

oxydoréductases, les hydrolases, les transfélasdyases, les isomérases, les ligases.

|.3.2 Le site actif

L’activité catalytique des enzymes est déteémipar leur structure tridimensionnelle dans
laquelle, une cavité ou s’effectue la réaction emayque. Cette cavité est appelé le site actif. La
conformation et la composition chimique du sitefdibtent la spécificité de la réaction catalysée
par 'enzyme. On peut concevoir théoriquementtke actif comme composé d’un site de liaison,
comprenant les acides aminés a l'origine de I'aagon du substrat, et d’'un site catalytique

composeé des résidus qui sont directement impligaés la formation et la rupture des liaisons
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chimiques prenant le jeu du mécanisme catalytitylegs, la fixation du substrat et la rupture de

ses liaisons jouent toutes deux un réle insépardis la catalyse enzymatique.

Figure 1.18 : Topographie de site actif de lipase Candida Rugosa.

[.3.3 Les biocapteurs enzymatiques

Historiquement, les enzymes ont été les pramienolécules de reconnaissance intégréees
dans des biocapteurs et restent, de nos jourspdsss de la construction de nombreux
biocapteurs pour des applications tres varieéesp€ur considérer un biocapteur enzymatique
comme la combinaison de tout type de transducteer ane fine couche enzymatique destinée
en général a mesurer la concentration d’'un subsltrat réaction enzymatique assure la
transformation du substrat en produit de réactiéteatable par le transductelir5-56]. La
sensibilité et la sélectivité du biocapteur dépded’affinité du composant biologique pour le

substrat mais également des propriétés physicoighén du transducte(fs7].
Les étapes mise en jeu u cours du fonctionnemeoaplieur enzymatique sont :

a) Transport du substrat de la masse de la solutimlaeouche enzymatique

b) Diffusion de substrat dans cette couche, accomgadada transformation enzymatique
du substrat en produit de réaction.

c) Migration du produit vers le transducteur

d) Conversion de la concentration du produit a cetteriace par le transducteur, en signal

électrique.
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transducteur
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Figure 1.19: Représentation schématique du principe du biszagenzymatique

L’application de la catalyse enzymatique guacessus chimique diminue l'utilisation des
produits nocifs dans I'environnement et réduit ei@so0t de traitement. Les enzymes offrent un
avantage distinct d0 a leur spécificité, la biodégbilité et la limitation de la formation des
sous-produits. Les biocapteurs enzymatiques présemnte multiples avantages tels que la
possibilité de modifier leurs propriétés catalygguou la spécificité de leur substrat par
ingénierie génétique ainsi que l'aptitude a amglifa réponse du capteur en modulant I'activité
de I'enzyme/58]. Néanmoins, il existe certaines limitations a I'déongles enzymes en tant que
biorécepteurs. En effet, des étapes preliminaiegsrdduction, de purification et de conservation
sont nécessaires, engendrant ainsi des contragg@somiques conséquentes. De plus, la
stabilité dans le temps des enzymes, leur besooofatteurs ou coenzymé&s)| de méme que
la fragilité des enzymes lorsqu’elles sont extede leur milieu naturel peut étre a I'origine de
certaines limitations. En outre, I'un des inconedms majeurs réside dans leur manque de
versatilité, essentiellement en ce qui concerne Hexapteurs a enzymes basés sur les
phénomeénes d’inhibition. Ces derniers détectenmdaiére trés spécifigue une catégorie de
composés avec un degré de sensibilité fluctuant ploacun d’entre eux. Le nombre limité de
substrats spécifiques a chaque enzyme ainsi quddaomene de limitation par le substrat
peuvent s’avérer dans certains cas fortement détayeux58].

De nombreux progrés ont pu étre réalisés afin deedéer a ces contraintes. En effet des
modifications génétiques ont été réalisées au nidea microorganismes sécréteurs de certaines
enzymes pour améliorer la sensibilité des essas que la stabilité et le temps de demi-vie de
ces enzymes. De méme, des interfaces et des médigectrochimiques performants ont été

développéss8].
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[.3.4 Mécanisme réactionnel et cinétique enzymatic

Quelque soit le type de la réaction catalysée,yatecenzymatique se déroule généralement en
quatre étapes :

» Diffusion des réactifs dans le milieu

* Reconnaissance enzyme- substrat

* Meécanisme catalytique

* Expulsion des produits

La réaction catalysée par I'enzyme a lieu woe fraction trés faible de la totalité de la
surface moléculaire. Dans cette petite zone app@iactif, 'enzyme catalyse la transformation
chimique d’'une ou de plusieurs molécules réactirédérencées par S (substrat). Ce dernier
diffuse vers le site actif en se liant a I'enzyré&rencée par E pour former le complexe enzyme-
substrat E-S soit par le modéle simple de complémigh stérique ou par celui de l'injustement
induit. La fixation E-S est réalisée par établiseetndes liaisons hydrogenes, interactions
hydrophobes et interactions de Van der Waals. Ggipeoche de substrat vers I'enzyme, peut
induire une modification de la géométrie du sitéf gaour une meilleure orientation du groupe
réactionnel. Apres l'association E-S par différenterces d’interactions, ils constituent un ou
plusieurs intermédiaires réactionnels instablespgumettent d’abaisser I'énergie de réaction et
d’aller vers la formation des produits.
Le produit formé reste transitoirement fixé a I'eme par des liaisons de faible énergie, il est
ensuite libéré afin de permettre a 'enzyme deoteter sa conformation native plus stable. Ces
événements se produisent & une vitesse GdolIminute/molécule d’enzyme, lorsque cette
derniere se trouve a des conditions optimales. cestatations dérivent de la théorie de
Michaelis et Menten qui tient compte de la modélisade I'aspect cinétique enzymatique, qui a
pour objet d'identifier et de décrire les mécanses réactions biochimiques, catalysées par les

enzymes (réaction enzymatique), en étudiant leesse (leur évolution en fonction du temps).
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Enzyme  Subsirat
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L. Diffusion de
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III. Mécanisme catalytique
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de la réaction vers I'hydrolyse ou la

Formation de complexe E-S
transestérification

PAR

Complémentarité
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Ajustement
induit

VI. Expulsion de
produits

Figure 1.20 :Phénoméne mis en jeu dans un cycle catalytiquareatijue.

» La cinétigue enzyamtique :Modele de Micaelis-Menten

Les valeurs de la constante de MichaKlset de la vitesse maximalM, d'une enzyme

peuvent, d’emblée, fournir certains renseignemeantsson activité, bien gu'il faille avant tout
tenir compte du nombre de molécules d’une enzymapodibles dans une cellule pour savoir
quelle sera I'efficacité de son action.
La constante de Michaelis permet de savoir quellestegré d’adaptation de l'activité de
'enzyme a la concentration habituelle de son sabsians la cellule. Pour la plupart des
enzymes, Iy est approximativement égale a la constante ded&sn du complexe enzyme-
substrat.

* Ky est élevée, cela signifie que la fixation du stasur 'enzyme est faible.

* Ky est basse, cela veut dire que l'affinité du sabgtour I'enzyme est forte.

Pour les concentrations en substrats inférieureégales a Ig, la vitesse de la réaction dépend
de la vitesse d’association entre enzyme et substra

Equation de Michaelis-Menten
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k
1 L
E+S o— ™ ES —=» E+P
k.,
E: enzyme S:substrat
P: produit ES:complexe enzyme-substrat

Kwm : représente la constante de Michaelis de I'enzyffeeada dimension d’'une concentration et

s’exprime comme [S] par une molarité

[E][s] &_, + &,

_ — = k (Eq 1.16
[ES ] i, "
La vitesse de réaction est alors donnée par I'equde Michaelis-Menten:
v=V, _ 81
M Ku N [5] (Eq 1.17)

Vie = k 1[E]cu

Ou:
[E] o: la concentration initiale en enzyme

Deux cas limites se présentent :

k. IE
Si[S]<<Ky —> 1~:%{5] (Eq 1.18)

Af

La cinétique de réaction est de l'ordre 1 par rappoS. Le rapport f Ky est fonction des

autres constantes de vitesse :

k., /K, = _koky (Eq 1.19)
Tk, +ky,
Si[S]>> Ky = V=k,[E], (Eq 120)

La cinétique de réaction est d’ordre 0 par rappd@t On atteint la vitesse maximaig.

L’équation (1.17) permet de décrire le comportemengétique de la réaction enzymatique en

fonction de la concentration en substrat spécififigaere.21).
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/€= =Vy[SI/Ky

Vitesse, v

Via/ 2

K [S]
Figure 1.21:Représentation graphique d’'une cinétique Michagbeivolution de la vitesse de la
réaction enzymatique en fonction de la concentatio substrat

1.3.5 Facteurs influencant I'activité enzymatique

» Effet de la température

La vitesse des réactions chimiques augmentérgiement avec la température en raison de
I'énergie cinétique fournie aux molécules pour aagtar le nombre de collisions efficaces
conduisant aux produits de réaction. Cependant, lpstenzymes dont la structure tertiaire, tres
ordonnée et complexe, est nécessaire a la fixatenéospécifique du substrat, I'élévation de la

température peut détruire cette structure condusémperte d’activité enzymatique.

Ainsi que le montre la figure 1.22, il existe uteenpérature optimale qui permet d’obtenir une
vitesse constante pendant toute la durée de I'expe. Il en résulte I'existence d’une

température critique ¢J. Au-dela de laquelle il se produit le phénoméealénaturation.

Les enzymes de faible masse moléculaire portanseuke chaine polypeptidique et des liaisons
disulfures sont plus sensibles a la dénaturatienlegenzymes a grande masse moléculaire. En
géneéral, elles sont plus stables dans I'extrait &nuprésence d’autres protéines ou immobilisées

a I'état insoluble.
La résistance de I'enzyme vis-a-vis de la dénatmahermique dépend d’autres parametres tels

que le pH ou la force ionique et de la présendedads.
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Pourcentage d’activité

Température
Figure 1.22: Effet de la température sur I'activité enzymatique

» Effet du pH

L’effet du pH sur I'activité enzymatiquet di®# souvent a I'état d’ionisation, soit du substr
(dont une forme seulement est catalysée), soit dartain nombre de groupements dissociables
de I'enzyme nécessaire pour maintenir la confomnatiu site actif et participant a I'élaboration
du complexe E-S. Les différents groupements diabbes pouvant étre présents au niveau du
site actif sont :a-COOH carboxyle ow-NH, amine en bout de chaine, NH imidazole de
I'histidine, NH guanidine de l'arginine, SH sulfydrde la cystéine et OH phénolique de la
tyrosine. La valeur des pKa de ces groupementsndéipeaucoup de leur environnement polaire
ou non polaire. La plupart des enzymes sont actiees un domaine limité de pH. On peut
attribuer ce fait a la stabilité de la protéineyenatique dans cette zone de pH. Le pH optimal est
fonction du site actif, de I'affinité de I'enzymeur son substrat.

Dans la pratique, le pH optimal est choisi aussfagction des conditions de mesure dont un

compromis est nécessaire surtout lorsqu’une séegumcéactions enzymatiques est mise en jeu.
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Monoamine oxydase

amylase
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Figure 1.23: Comparaison sur I'effet du pH sur deux enzymef@ifites.

» Influence de la concentration d’enzyme

La réaction d’équilibre entre 'enzyme eh substrat est tres rapifed]. En effet, I'addition

de quelques molécules d’enzymes a la réaction antgnhee concentration du complexe enzyme-
substrat (ES) et par conséquence la vitesse déaldion. Pour des faibles concentrations en
substrat, toutes les enzymes ne peuvent pas éws. IPar contre, cette condition ne sera
satisfaite que pour des hautes concentrations ceagigmente la vitesse de réaction le plus
rapidement possible pour atteindre une valeur mabeiriv,,. La variation de la vitesse de la

réaction enzymatique en fonction de la concentmatio substrat demeure linéaire pour de faibles
concentrations jusqu’a ce qu’elle atteigne uneuwraleaximale pour les hautes concentrations.
Alors, pour effectuer des mesures d’activité cdigle, il sera donc important de se placer en

exces de substrat afin de pouvoir directement reed/y.

1.3.6 Les difféerentes techniques d’immobilisation &nzyme sur la surface du transducteur

Le point critique en technologie de fabricataes biocapteurs demeure dans I'immobilisation
des biomolécules actives (enzymes, anticorps,lesliou tissus...) a la surface du transducteur,
Plusieurs techniques d’'immobilisation du biorécaeptur le transducteur peuvent étre adoptées
selon les biomolécules utilisées et I'applicati@sidée, ces techniques peuvent étre subdivisées
en procédés physiques et en procédés chimiquesgfig24). Plusieurs criteres de sélection tels

que le type de matériel biologique, le substratnalyser ainsi que la configuration du
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transducteur doivent étre pris en compte pour leixclide la technique dimmobilisation,
I'objectif étant de garantir une accessibilité ek uéactivite maximales du biorécepteur. La
meilleure technique, d’apres Bowers, n’existe [6as.

TECHNIQUES D'IMMOBILISATIONS

METHODES PHYSIQUES METHODES CHIMIQUES

ADSORPTION m LIAISON COVALENTE RETICULATION

Figure 1.24 : Représentation schématique des différentes métithidemobilisation de I'enzyme.

Les méthodes physiques d'immobilisation

» L’adsorption

L’adsorption est 'une des méthodes les pimpkes et non dénaturante de I'enzyme. Dans ce
procédé, I'enzyme est retenue a la surface d’'upscadsorbant minéral ou organique, par
I'établissement d'interactions de faible énergie tgpe ionique, polaire ou hydrophobe, ou
encore de liaisons hydrogenes entre le bioréceptaum support non soluble, par I'intermédiaire
d’'un matériau actif tel qu’'une résine échangeugmd’anionique ou cationiquiel], du charbon
actif, de l'argile, de I'oxyde de I'aluminium, duekre poreux, des céramiqué¥’] ou des
nanoparticule§s3].

Malgré sa simplicité de mise en ceuvre, elle demeere utilisée pour la conception des
biocapteurs parce que les enzymes immobiliséesepedacilement se désorber sous I'action
des variations de pH, de la température, de laardration en substrat ou de la force ionique

[30]. La stabilité et la durée de vie des biocapteons donc diminuéeg4].
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» Le piégeage

La méthode d’inclusion physique consiste a incopdeebiorécepteur dans une matrice
organique (polymeére)65], ou inorganique (le chitosane, la gélatine, l'agae) [66-67]. La
maille de la matrice assure de maniere puremensighg la rétention d’enzyme tout en
permettant la diffusion du substrat. L'inconvéniemjeur de ce type de technique réside dans
I'établissement d’une résistance diffusionnellegémentaire qui se traduit par une baisse de la
sélectivité et une augmentation des limites deatiéte[30]. Le relargage du biorécepteur dans
le milieu réactionnel suite a la modification demditions expérimentales telles que le pH, la
force ionique, la température ou encore la présercsolvant peut également constituer, dans

certains cas, une limitation a cette technique.

Les méthodes chimiques d’immobilisation
» Liaison covalente

Cette technique est basée sur la réaction entggaupement fonctionnel de I'enzyme et un
groupement fonctionnel du support préalablemenivactLes groupements fonctionnels
disponibles pour les enzymes ou les protéines gnoent des chaines latérales des acides
aminés, des groupements carboxyliques ou sulflegrit des transducteurs porteurs de
groupement amine, époxy ou tosyles-69]. Une activation du support portant soit des
groupements amines soit des groupements carborgligermet par exemple la formation de
liaisons amides, respectivement, avec les foncttamsoxyliques ou amines de I'enzyniss).
Néanmoins, I'exposition a des conditions chimigagsessives affecte la viabilité et I'activité
cellulaire et peut entrainer la perte en enzymteadallulaires 30].

» Laréticulation

La technique de réticulation ou de co-rédtoh consiste a associer I'enzyme et une
protéine de charge a l'aide d'un agent bi ou nuiitionnel pour former un réseau
tridimensionnel. Le plus souvent, la protéine dargk est I'albumine du sérum bovin (BSA)
[69], et I'agent réticulant est le glutaraldéhyide’]. Cet agent bifonctionnel possede a ces
extrémités deux groupements aldéhyde est utiliseddissurer la liaison entre les enzymes ou
les protéines membranaires au niveau des celloteyes.

La réticulation des enzymes peut étre réal@éertement au niveau du transducteur ou au
niveau d’une membrane qui sera placée par la switemiveau du transductel0]. Cette
méthode est facile & mettre en ceuvre, les membinssformées sur la surface solide sont

insolubles dans I'eau assurant une fixation red@®rde I'élément biologiqgue. Néanmoins, la
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constitution d’'un réseau tridimensionnel peut lenita diffusion de I'analyte et diminuer la
cinétiqgue enzymatique. De plus, la réaction chimigeut étre a I'origine d’un changement de

conformation de I'enzyme, provoquant une pertetd/aé de la membrane co-réticul §&3].

» Cas de la réticulation par glutaraldéhyde

Le glutaraldéhyde (GA) est largement utilgdur le développement de biocapteurs, il
possede une place importante dans le classemengdets de réticulation du fait de sa fiabilite,
son faible colt et sa facilité d'utilisation. C'dst réactif de choix dans les cas nécessitant une
immobilisation rapide et sire de proté[h€]. Il est principalement disponible commercialement
sous forme acide en solution aqueuse de pH coraptie 3,0 et 4,0. Pour I'immobilisation des
enzymes, GA est souvent employé sous sa formed&gunélangé directement avec les
biomoléculed70- 71- 72] Toutefois, il est possible également d’utiliseréactif sous forme de
vapeur saturég/3- 74). Dans des études précédemment effectuées comiffarents modes
d'immobilisation d’enzyme pour le développement liecapteurs, ils ont montré que les
vapeurs de GA conduisaient a de meilleurs résuipagsla forme liquidé75- 76]. Ces résultats
peuvent étre attribués au fait que les conditioqementales sont plus douces en présence de
vapeur (effet de dilution).

Dans certains cas, la protéine immobiliséeplst active et/ou plus stable que la protéine
libre, ou la méme protéine immobilisée par n'impaytelle autre méthode. Ceci peut se produire
parce que les liaisons multiples, présumées saipeodvec le GA, empéchent le déploiement de
la protéine. Alternativement, la nature polymeérigweGA forme une longue chaine, attachant la
protéine a la matrice, qui permet une plus grantbxibilité pour les changements
conformationnels de la protéine nécessaire a sivita¢/7]. De plus, I'utilisation d'une protéine
inactive, telle que la BSA, avec I'enzyme et le G#o-réticulation) permet, grace a une
meilleure répartition des masses des difféerentegeimes, une meilleure maitrise de l'activité

enzymatique sans altérer les propriétés mécanapgemembranes obtenues
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l.4 la modification de la surface d’électrode par és monocouches auto
assemblées et des sels de diazionium

I.4.1 Les monocouches auto assemblés (SAMs) ; machition chimique de la surface

L'auto-assemblage, au sens général du terme |&'Esmation spontanée dassemblages
moléculaires, auto-organisés, par immersion d’lssat dans un solvant organique contenant
des molécules susceptibles d’interagir avec laasartlu solide. Il existe une grande variété de
groupements fonctionnels se liant a un métal, oxydtallique et semiconducteurs spécifiques.

En général, une SAM est constituée de trois grapdeges (Figure 1.25).

Une téte reactive cette premiére partie possede une grande affanrgc le substrat. Une
réaction chimique (chimisorption) fortement exothiue se produit entre ces molécules et des
sites spécifiques de la surface. La liaison paet é@valente, ionique ou pseudo-covalente, elle
intervient dans I'arrangement des molécules SAMs. molécules vont chercher a occuper tous
les sites disponibles a la surface du substratadapt, dans ce processus, les molécules qui
pouvaient préalablement étre adsorbées a la surtaest le phénomene de « self-cleaning». Cet
effet, spontané, implique une certaine mobilité dedécules a la surface du substrat, ce qui
permet un assemblage dense et ordonné.

Un corps c'est la partie centrale de la molécule, elle @ststituée par des chaines alkyles
simples[78] qui peu inclure un ou plusieurs groupement fonctes comme, par exemple, la
fonction amide ou la fonction phénylé9-80]. Lorsque les molécules sont suffisamment proches
les unes des autres, suite au processus du chitissodécrit précédemment, des interactions de
Van Der Waals entre les chaines interviennente Siokps de la molécule SAM comporte des
groupements polaires, alors les interactions dlstdtiques peuvent dominer. Ces forces
contribuent a la formation d’'un assemblage densedeinné de molécules. L’ordre et la stabilité
des SAMs dépendent aussi de la longueur des chajies la longueur des chaines croit, plus
les SAMs sont ordonnées et stables.

Une queue ou fonction terminale, cette partie est consétaéun groupement fonctionnel ou
polyfonctionnel, selon I'expérimentation visée etdomaine d’application (R = GHCOOH,
OH, NH,), les caractéristiques de ce groupement peuverdifiero 'organisation et les
propriétés de la SANB1-82].
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CH,

} Queue de la molécule adsorhée

Squelette de la molécule adsorbée
ou chaine alkyle

. 1  Tétede la molécule adsorbée|
Figure 1.25: Schéma de base d’une couche SAM.

BN

Les SAMs possedent des propriétés remarqudbles que: la facilité a préparer des
monocouches ordonnées, stables et reproductibje@speuvent étre facilement utilisées pour la
fixation de biomolécules comme les enzymes et pgamted’augmenter leur activit&3]. De
plus, les SAMs donnent la possibilité d’étudiertaiges interactions comme l'adsorption des
protéines, l'interaction anticorps-antigene, imnlishtion d’enzyme et I'hybridation d’ADN en
utilisant des techniques de microscopie a eff@étidael et de microscopie a force atomique. Ces

particularités des SAMs les rendent largementséids dans I'élaboration de biocapteurs.

Ces derniéres années, de nombreux biocaptirete développés utilisant les mono-
couches auto assemblées pour des applicationesadétitre d’exemple ; la quantification de
glucose dans le lait par un biocapteur de glucagdase 84|, 'antigéne D-Dimere a été utilisé
avec un systeme SAM/ SWCNT pour une déterminatmsible de thrombiné85]. De méme,
un immunocapteur impédimétrique a été développé& powguantification de cytokiné36].
L’alcool oxydase et la glucose oxydase ont égaleérdeEnimmobilisées sur des électrodes d’or
afin de détecter I'éthanol et le glucose respenimat [87-88]. Aussi, un biocapteur a base de

I'acétylcholinestérase a été développé pour perendét quantification de malathio@9].
1.4.2 Les sels de diazonium ; modification électrédémique de la surface

Les sels d’aryle ou alkyldiazonium sont unugp® de composés organiques qui possedent une
structure caractéristiqueR-N,+ X- telle que :

R : un résidu organique comme alkyl ou aryle.

X : un contre-anion tel que les halogénes.
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Ces composés sont connus pour leur caractére sableur grande réactivité. lls sont
caractérisés par leur structure amphiphiles (tétairg diazonium (M.) hydrophile et un noyau
aromatique (hydrophobe).

La modification des microélectrodes par le aglanique de diazonium a été introduite par
Delamar et al en 199290]. Cette alternative est prometteuse pour la madibo des
arrangements de microélectrodes, une électrode figmdpar une couche organique de
diazonium voit son domaine d’électroactivité augtaeeDe plus, la capacité a créer une surface
diazonium-modifiée par I'application d'un potenpekmet une fonctionnalisation sélective de la
surface des microélectrodes étroitement sitli@es Dans cette approche la réduction d'un sel
diazonium va créer un aryl radical centré aprdisigation spontanée de dinitrogéne. Le radical
aryl résultant peut alors former une liaison contdeavec une surface conductrice ou semi-
conductrice. Cette approche donne des surfacefobationnelles tres stables. De plus cette
approche est tres facile a manipuler vu la grargaaté a synthétiser des sels diazonium avec
une vaste gamme de groupes fonctionnels. Ceci petiimemobiliser plusieurs biomolécules
(enzymes, anti-corps, ADN, etc). A titre d’exemp@&orgier et al ont démontré ['utilisation
potentielle d’aryl diazonium pour I'électro-immoisition directe des protéines. lls ont montré
que les immunoglobulines de type G (IgG) covalentneenplées avec 4-carboxymethylaniline
(CMA) pourraient étre greffées a la surface d'uleetéode spécifique, par I'électro-réduction
d'une fonction de diazonium produite in siti?]. De méme, Delmer et al, ont également
immobilisée la glucose oxydase sur une électrodeadeone vitreux par une liaison covalente
avec 4- nitophenyldiazoniurf®3]. Un immunocapteur impédimétrique basé sur le greffag
électrochimique det-nitrophenyl diazonium a été développé pour leedé&n de la bactérie

pathogenétaphylococcus aurelig4].

|.5 L'ajout des nanomatériaux pour le développementles biocapteurs

Le développement récent de la nanotechnolagieouvert des nouvelles frontieres
fondamentales appliquées a la science des matéstaanta technologie. Ce domaine comporte
I'étude, la manipulation, la création et l'utilisat de matériaux, dispositifs et systemes en
général avec des dimensions inférieures a 100 lemnanotechnologie joue un réle de plus en
plus important dans le développement des biocagptéamt au niveau de leur miniaturisation que

du développement de nouveaux systemes d’'immolidisaies biorécepteufs85-96].
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Dans ce dernier domaine, de nouveaux matérigrls que les nanoparticules ou les
nanotubes de carbone se sont avérés extrémemeametpears. lls permettent d’améliorer
nettement leurs performances, en particulier leansipilité. Ces nanomatériaux présentent
différentes morphologies telles que des sphéresiudees, des tige&race a la facilité relative
avec laquelle ils peuvent étre préparés et marspldéir réactivité généralement élevée, leur
surface développée et la nature de leurs proprédaetroniques, catalytiques ou optiques, les
nanomateériaux sont actuellement employées damohaaines de I'électronique, la biomédecine,
la pharmacie, les produits de beauté, I'analysere@mvementale, la catalyse et la science des
matériaux, et d’'une maniere intensive de nos jdarss le domaine des biocaptei®s-98].

Dans ce qui suit, nous nous intéresserons iaid&s nanoparticules et les nanotubes de
carbone en tant que nanomatériaux utilisés podaldacation des biocapteurs développés au

cours de cette these.

[.5.1 Intégration des nanoparticules dans les biogaeurs

Des nanoparticules en métal ou semi- conductde dimensions comparables aux
dimensions des biomolécules comme les enzymesamdéigéenes-anticorps ou ADN, sont
utilisées pour la fabrication des biocapteurs. @asoparticules permettent de maintenir
I'activité des biomolécules une fois adsorbées kursurface. A titre d’exemple des
nanoparticules d'or sont utilisées pour immobildes enzymes par adsorption chimique sur des
monocouches auto-assemblé@s]. Une nouvelle approche de l'utilisation des nambipaes
pour le développement des biocapteurs suscite téméincroissant car elles apportent une
solution idéale dans l'optimisation des moléculegs/as immobilisées. En effet, cette approche
consiste a utiliser des nanoparticules fonctiosgak avec des groupements présentant des sites
d'affinité qui servent & immobiliser, et donc a @amtrer localement, les especes ciblées qui sont
ensuite détectées. Donc, cette approche permet grat de minimiser le probléme de diffusion,
d’augmenter la surface de contact avec le miliadarennant ainsi que la densité de greffage des
biomolécules et d’autre part, de maintenir la ditébet I'activité de la biomolécule. En termes
d’amélioration des performances des biocapteuss;ega leur comportement quasi moléculaire
en raison de leur petite taille, les nanoparticdtasctionnalisées permettent d’augmenter la

sensibilité et d’abaisser le seuil de détection.

Le tableau I.1 présente quelques exemples de h@maapelectrochimiques développés avec des

nanoparticules.
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Tableau I.1: Exemples d’application des nanoparticules pounitiobilisation des biomolécules

Types de Récepteur Analyte Mode de détection Réferences
nanoparticules
. . Pestici s
Au Arthrospira platensis esticides . conductimetrique [100]
organophosphorés
Formaldéhyde . 101
Au . Formaldehyde conductimétrique [101]
dehydrogénase
. Ampé etrie et
Fes04 Glucose oxidase glucose MPErometre € [102]
Voltammeétrie cyclique
Au Oligonucléotides ADN Ampérométrie [103]
Lutéolol . .
Ag Laccase (Fl;vgr?o(')l' de) Voltammétrie cyclique [104]
AU Peronase oxidase glucose Ampéromeétrie [105]
Fes04 Anticoprs- OTA Ochratoxin A impédencémeétrie [106]
Méthomyl s .
Pt Laccase ethomyle Voltammeétrie cyclique [107]
(pesticide)

|.5.2 L'utilisation des nanotubes de carbone

Les nanotubes de carbone suscitent un intérétdimadile dans le monde de la recherche,

comme dans celui de l'industrie, compte tenu deslptopriétés intrinseques exceptionnelles et

de leurs caractéristiques dimensionne[les3]. Observés pour la premiére fois en 1991, les

nanotubes se présentent comme des tubes creuxntimees séparés de 0,34 nanométre

(parfois il n'y a qu'un seul tube), avec un diamétterne de l'ordre du nanometre et une

longueur de l'ordre de quelgues micrometres. Cegtates allongées sont éventuellement

fermées a leurs extrémités par des pentagonesrideneacaractéristiques des fullerenes. Un tel

filament présente une résistance 100 fois supérialiacier, pour un poids divisé par six, et cela

avec une résistance peu commune aux hautes teomgérateur diametre est de l'ordre du

millionieme de millimétre. Les nanotubes de carbsmet subdivisés en deux : les nanotubes de

carbone mono- feuillets, (en angl&mgle-walled Carbon NanotuheSWNT (figure 1.25. A) et

les nanotubes de carbone multi feuillets, (en amdlalti-walled Carbon NanotubedMWNT)
(Figure 1.25, B)109-110]
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(A) (B)

Figure 1.26 Représentation schématique des deux classes daibarde carbone
mono-feuillet (SWCNA) et multi-feuillets (MWCNT(B).

Les propriétés exceptionnelles des nanotdeesarbone ont motivé une intense recherche
scientifique. En effet, ce matériau présente depr@tés mécaniques, électriques, thermiques et
chimiques hors du commun qui permettent d'envisayesieurs applications telles que des
dispositifs électroniques, des dispositifs a éroissa effet de champ, le renforcement de
matériaux composites et des capteurs.

Les nano-dimensions, la chimie de surfaceydphite et les propriétés électroniques des
nanotubes de carbone en font un matériau idéal [@odetection des espéces chimiques et
biochimiques. L'utilisation de nanotubes de carbgoer le développement des biocapteurs
suscite un intérét croissant car il permet d’'uné pa minimiser le probléme de diffusion,
d’augmenter la surface de contact avec le miliadrennant ainsi que la densité de greffage des
biomolécules et d’autre part, de maintenir la sitébet I'activité de la biomolécule. En termes
d’amélioration des performances des biocapteurs, danotubes de carbone permettent
d’augmenter la sensibilité et d’abaisser le semitiétection.

Le tableau 1.2 présente quelques exemples de h@maapdéveloppés avec des nanotubes de

carbone pour la détection de biomolécules.
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Tableau 1.2:Biocapteurs développés a base des nanotubes Herwar

Types de Récepteur Analyte Mode de détection| Références
nanotubes
SWCNT Pseudomonas putida F1 | trichloroéthléne impédancemetrie [45]
MWCNT tyrosinase Bisphénol A Ampéromeétrie [111]
SWCNT Anti-corps D-Dimére Thrombine impédancemeterje  [85]
MWCNT Horseradish peroxidase | Métaux lourds Ampérometrie [112]
MWCNT HRP, ChE)TceZI:é)rol oxidase| Cholestérol impédancemeéterie [113]
MWCNT Glutamate oxydase Glutamate Ampérometrie [114]
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Chapitre Il. Partie A

Partie A

Chapitre Il : Développement d’'un biocapteur enzgtique pour la détection des pesticides
organophosphorés — vers une meilleure compréhensibes parameétres clés influant les
performances d’un biocapteur.

[1.1 Introduction

L'utilisation des produits phytosanitaig@gontribué de facon importante a 'augmentation
significative de la production d’aliments et a l'é@moration des rendements agricoles en
réduisant les pertes dues aux ravageurs des aultues pesticides organophosphorés (OPs) sont
largement utilisés dans I'agriculture en raisoriede forte activité et leur faible persistance dans
I'environnement comparant aux organochloiés$. Parathion méthyl, paraoxon méthyl et
diazinon sont classés parmi les OPs les plus couesrn consommeés dans le monde. Ces
insecticides ont utilisés pour contréler les femjuvéniles d'insectes dans le sol, les plardss, |
fruits, les légumes et de lutter contre les pagasixternes d'animauX-3-4]. Néanmoins, leur
toxicité est une grave menace qui affecte I'éqrelibes systemes aquatiques et la santé humaine,
les pesticides peuvent facilement pénétrer dansoleet les sources d’eau ce qui cause
I'accumulation de leurs résidus dans les alimenht®au, ils peuvent étre charriés par les eaux
de ruissellement et polluer, les lacs, les rivi@ekes mers. Par conséquent, la pollution par les
pesticides a été largement considérée comme I'eseplilis grandes cause de la contamination
des eaux de surfacgs 6-7- 8]

La dangerosité des OPs ne se limite pas seulembemvironnement et les écosystemes, ils
sont également néfastes pour les étre humaimsgissent comme des inhibiteurs de I'activité
acétylcholinésterase (AchE) qui est responsabléhgdrolyse de I'acétylcholine au niveau des
synapses cholinergiques, ce qui est nécessairel@aantréle de la neurotransmissi@n10].
Aussi, ils sont liposolubles et sont capables deéfrér la peau, le placenta et le fogtls).
Leurs effets ont été mis en évidence ; des troultdesystéme nerveux et de la reproductidn

ils étant également mis en cause dans la surveawmtiains cancers ; certaines localisations
tumorales sont réegulierement retrouvées en exaslel agriculteurs notamment des cancers de
la prostate, du cerveau et des cancers hématokxjioRl. 1l est donc nécessaire de trouver des
techniques d’analyse efficaces, faciles a mettreeenre et permettant une détection rapide de

ces polluants.
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Un grand nombre de techniques analytiques sonelbetoent disponibles pour la détermination
des pesticides organophosphorés. Il s’agit essientient de méthodes d’analyse classiques
comme la chromatographie en phase gazeuse ou ea |ipaide, et la spéctrophotometrie gaz-
liquide [13-14]. Les plus performantes d’entre elles nécessit@st apérateurs qualifies et
I'utilisation d’instruments colteux, pour certaiti$ficilement utilisables sur le terraii5]. Ces

inconvénients peuvent étre surmontés grace aidatiibn de biocapteurs.

De nombreux biocapteurs a base d’enzymefyues ou des bactéries ont été proposés
pour I'analyse des OPs dans un milieu aqueuxxjiéogent le pouvoir catalytique de différentes
enzymes telles que la Choline oxidase (Ch§], Butyrylcholinestérase (BuChE)L7],
Organophosphorus hydrolase (OPH}R], Arthrospira platensig19] et I'acétylcholinestérase
(AchE) [16-20-21] Néanmoins, a I'exception du biocapteur OPH qprésente une détection
directe des OPs, tous les autres biocapteurs oneds au dessus sont basés sur I'inhibition des
enzymes. Cette méthode de détection implique uBeatipn des plusieurs étapes y compris le
temps d’incubation, réactivation / régénérationndigne avec un procédé de mesure indirecte
nécessitant au moins 20 min d’analyse. En outeengymes sont inhibées par les neurotoxines,
qui comprennent non seulement les pesticides oplersphorés mais aussi d’'autres composés
tels que les carbamates et les triazines. De tecés outils d'analyse ne sont pas sélectifs et ne
peuvent pas étre utilisés pour la quantificatiaamdomposé organophosphoré ou une classe des
pesticides, qui peut étre nécessaire pour le delwiprocessus de désintoxication, empéchant leur
utilisation pour des applications réelles. Les dgm sont des enzymes importantes dans les
systemes bioligiques, elles ont également étésé# pour la détection des pesticides
organophosphorég??|, ce sont des hydrolases atypiques capables dé/ssatd’hydrolyse
d’esters glycéridiques en milieux aqueux. Parmiilgases, I'enzyme la plus connue est celle de
Candida Rugosal.e site catalytique de lipases est formé de tlé&icatalytique caractéristique
des protéases dites a sérine et du taxyanion”. La triade catalytique est constituée de trois
acides aminés Sérine-Histidine- Acide aspartiqeetrau oxyanion est constitué des deux acides
aminés dont les groupements amides du squelettéique stabilisent I'état de transition du
substrat en formant avec lui deux liaisons hydregéha triade catalytique est cachée sous un

flap constitué de 26 résidus d’aminoacides.

Les lipases sont hétérogenes par leurr@jgelles sont présentes dans nombreux tissus
animaux et végétaux ainsi que chez micro-organisfiés?4| qui constituent une source
importante de production de lipases a grande éghed qui augmente leurs potentialités et
conduisant a une large application des lipases @abiotechnologie notamment dans I'industrie
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pharmaceutique, agm@imentaire et 'agrochimie[25-26-27] En ce qui conceri
'immobilisation de lipase, différentes techniquest été utilisées, notamment l'attachem
covalent avec des supports ac[28], le piégeage dans une matrice gel [29], 'adsorption sur
les surfaces des matérialBO] et la réticulation avec le glutaraldéhyi@1]. Cette derniere est

considérée commaine des plus simples techniques qui peut garénstabilité de 'enzyme

Dans ce travail, nous proposons un biocapteur aimdétrique pour la détection directe
rapide des pesticides organophosphorés, prépail’ immobilisation dela lipase deCandida
Rugosa (CRL) sur la surface de mic-électrodes interdigitées d’oiNous avons choisi
d'immobiliser 'enzyme par réticulation a l'aide deapeurs de glutaraldéhy méthode
d'immobilisation commune a tous les capteurs déymds dans cette thésDifférents
paramétres affectant la sensibilité du biocaptezymatique ont été optimis Les pesticides
organophosphorés détectés sont le diazinon, ldhpamameéthyl et le paraoxon méthyl. Lel

formules et leurs structures sont présentées dahatleau I1.1.

Tableau II.1: La structure et la formule moléculaire des pesgsidrganophosphor détectés

OPs Formule moléculaire Structure chimique
. NN S
Diaiznon C12H21N203PS Py ﬂ\\o,llf\l’\mo’m
O
\
'.\.
S,
Parathion Méthy! CgH100sNPS 0 = P
Ni‘ .'..'l “‘\’_O U
. _“\ J"l
O P
O
CH.0 P OCH,
»
Paraoxon Méthyl CgH1o0NOgP ,ln
NO;-
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[1.2 Matériel et méthodes :

I1.2.1 Réactifs

La lipase de€Candida Rugos4dCRL, type VII,> 700 unit/ mg solide), I'alboumine de sérum
bovin (BSA), le glutaraldehyde (GA) (grade I, 2586lution aqueuse), NMdPO, (>99%),
NaH,POs (>99%), le glycérolx99%), KHPOs (>99%), KeHP O (>98%), le polyhydrochlorure
d'allylamine (PAH), la solution des nanaopartisuféor (10 nm, suspension stabilisée a 0.1 mM
PBS) ont été acheté de Sigma Aldrich ( Saint Quefallavier , France). L'éthanok 96%)
provenait de Fluka. Les pesticides organohospharises ont été fournis par Sigma Aldrich y
compris le diazinon, le parathion méthyl, le pa@oxnéthyl, la triazine, le sevin (carbaryl),
I'atrazine, la simazine. Toutes les solutions agaeswnt été préparées avec de l'eau ultra-pure

(résistivité >18 M2.cm) obtenue a partir d'un systeme de purificaionplicity (Millipore).

11.2.2 le transducteur

Le transducteur utilisé est constitué deixdgaires d’électrodes en or interdigitées
fabriqguées a I'Institut de Physique des Semi-cotelus Lashkaryov (IPSL, Kiev, Ukraine), la
premiere constituant I'électrode de référence esdaonde I'électrode de travail, la surface
sensible de chaque électrode est d’environ ¥ (épaisseur de la couche d’or : 150 nm). Ces
électrodes ont été fabriquées par dépét sur urtratiesr céramique (5x30 mm). Une couche
intermédiaire de chrome (0,1 nm d’épaisseur) aegtployée pour une meilleure adhérence de
I'or. Chaque doigt de I'électrode est de 20 uniadge et 1mm de long, avec un espacement de
20 um également entre les doigts. La partie sendgllel chacune des deux électrodes est
d’environ 1x1,5 mm15] (figure II.1).
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5mm

ww g

Figure 11.1 : Photographie des électrodes interdigitées en or.

[1.2.3 Préparation du biocapteur

Avant la manipulation, afin d’améliorer Ir@tence de la membrane a la surface de
I'électrode et d'obtenir une surface propre et dpkite, le transducteur est traité avec
I'éthanol, ensuite, il est soigneusement rincé deau ultra pure et séché sous flux dazote.
Apres cela, les pistes d’or conductrices des tnaectedrs sont recouvertes manuellement avec
du vernis acrylique BlocJelt (ITW Spraytec, Asngseir Seine, France) pour les isoler.

La membrane enzymatique est constituée a la sutiatensducteur par réticulation de la lipase
(CRL) en présence d’albumine de sérum bovin (BS#)sdune atmosphére saturée en vapeurs
de glutaraldéhyde. Pour cela, deux mélanges antpétparés, le premier est la solution
enzymatique qui a été préparée par dispersiomaesparticules d'orAUNP9 dans 20 mM de
solution tampon phosphate (pH = 7,2) contenanadeRL 5% (m/v), de la BSA 5% (m/v), de
glycérol 10% (m/v). 0.4l de cette solution est homogénéisée et déposgelassurface
sensible d'une paire d'électrodes qui représerdtectrode de travail. La méme solution est
préparée, mais sans enzyme CRL (CRL remplacée $a) Puis déposée sur I'électrode de
référence (0.4 ul également). Le capteur est enplacé 30 min dans une atmosphere saturée
en vapeurs de glutaraldéhyde. Les membranes sumstlalssées sécher a I'air libre pendant 40
min a température ambiante ; elles sont stocké€qusqu’a leur utilisation ultérieure.
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[1.2.4 Mésures conductimétriques

Les mesures sont réalisées a températubgaate. Le capteur est plongé dans un bécher
rempli de 5 ml de tampon phosphate 20 mM pH 5.2 ténsion alternative de faible amplitude
(10 mV) et de fréquence 100 kHz est alors appliquée
Le montage expérimental utilisé pour la mesureat&lactivité au laboratoire est schématisé sur

la figure 11.2. 1l permet une mesure différentieiatre une électrode de travail et une électrode

de référence.

Detection Synchron SR830

M
o B

Signal Réference

Generateur Lock-in >— Carte GPIB

el ] et i i Bl

Enregistreus

1KOhm 4L
18

UL
UL

Figure I1.2: Schéma du montage utilisé pour la mesure condétriope

La détection Synchrone SR 830 de Stanford Resdfigtire 11.3) permet de fixer la phase a
laquelle est mesuré le signal de sortie. En elfetlétection synchrone est utilisée chaque fois
que l'on veut isoler un signal sinusoidal en phassc une sinusoide de référence. Ainsi, le
signal sinusoidal de référence généré est transiédectrode excitatrice de chaque paire. Les
signaux sont ensuite filtrés par la technique dikdo. Cette technique permet de filtrer un
signal avec une bande passante arbitrairementefaibhtrée sur la fréquence du signal
d'excitation[32]. Les signaux ainsi recueillis sont transmis adgection synchrone qui fait la

différence des deux signaux (électrode de référenékectrode de travalil).
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Cette mesure en mode différentiel permet de nésgraious les signaux non spécifiques liés, par
exemple, a l'adsorption d'espéces chargées sertt@de. La différence de tension (dans notre
cas de figure, proportionnelle avec un coefficigna la différence de conductance) est transmise

a un enregistreur ou a un ordinateur par l'interiaiégl d’'une carte GBIP (figure 11.3).

Figure 11.3 : Vue générale du dispositif de mesure conductiongri

Apres la stabilisation du signal, différents voksdes pesticides sont ajoutés. La différence de
signal entre I'électrode de travail et I'électrodie référence est mesurée. Ce mode différentiel

permet d’éliminer les interférences provenant détians de conductivité non spécifiques.

I1.3 Résultats et discussion :
[1.3.1 Caractérisation électrochimique par la speaibscopie d’admittance

Pour obtenir des contrbles de l'immobilisatide I'enzyme, nous avons utilisé la
spectroscopie d’admittance électrochimique comroenigue de caractérisation afin de mesurer
la conductivité des électrodes modifiées. En effette technique permet de différencier les
différents phénomenes qui peuvent avoir lieu daresaellule électrochimique en fonction de la
fréquence avec une grande précision. Ainsi, lem@inénes rapides tels que les transferts
d’électrons se produisent a hautes fréquencesjstanee les phénomeénes lents comme les
transferts de masses et la diffusion sont mis efeéce a basses fréquences. Les mesures ont été
effectuées dans une cellule de verre avec unegroafion de deux électrodes dans un tampon
PBS 20 mM (pH 5.2) dans une gamme de fréquences eh00 kHz et 100 mHz a une
température ambiante, en utilisant un analyseuintttance électrochimique "Volta Lab PGZ
402" (Hach Lange, France).
L’acquisition et le traitement des données sordatfies par le logiciel ‘Volta Master 4’ qui a été
fourni par la méme entreprise. Les spectres d'aiomlectrochimique pour (a) I'électrode nue,

et (b) électrode modifiée sont représentés dansiglae 11.4, Au regard de cette figure, une
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évolution remarquablde spectre a été enregistréee a I'immobilisation de I'enzym ce qui

valide le procédé'dnmobilisation propos.
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Figure 11.4: les spectres d’admittan pour (a) électrode nue et (b) électrode modifiée. Mes
effectuées en présencetdmpor PBS (pH= 5.2) dans une gamme de fréqueled®0 mHz & 100 kH

[1.3.2 Optimisation des parametres d’opératiol

La réponse dhiocapteur enzymatique est optimisée en fonctia plesieurs parametr
tels que la quantité d’enzyme immobilisée sur le transduct le temps de réticulation,
tampon phosphate et la température. Pour celaeffiectué plusieurs expériences ad’étudier
I'effet de ces variables sur la réaction d’hydrelysar la lipas donc surla réponse du
biocapteur, en choisissant le diazinon comme satt CRL catalyse I'hydrolyse du diazicen
Diethyl phosphorothioic acid (DETP) -isopropyl-4 methyb hydroxypyrimidine (IMHP

selon I'équation (I1.1).

P o P
8 h:‘f\i 5 h':(’
M

o 18 /
UE,l-—-F-I"_U'—<\ ’{/“ :‘I:_.pas'a DEt |F|!—5H+ - HO_<\ \J (Eq1l.1)
() :

, \ /
QE1
\”e QEl

]

Diazinon DETP IMHP

[1.3.2.1 Quantité de lipase (CRL

Le comportement de I'enzyme lorsqu’elle est immeb# sur une surface, peut cepeni

étre tout-afait différent de celui qu’elle présente lorsquéedist libre en solution et dépend de
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nature (protéine « dure » ou « molle[3}]. La quantité d’enzyme déposée sur le capteur est
donc un parametre important qu’il est indispensdldptimiser.

Dans ce travail, quatre biocapteurs ont été prépare faisant varier la quantité d’enzyme par
dépot de 0.4 pL de la solution CRL a 3, 5, 10 b6 16/v) de solide. Comme on peut le voir sur
la figure 1.5, une réponse stable et reproduetibh conductance (un signal significatif) a
I'équilibre a été obtenue apres linjection du dwan pour une membrane enzymatique
contenant 5% CRL. Avec 3% CRL, un bon signal aoéténu mais il n’est pas assez stable. Par
contre, un signal de faible stabilité a été obtiemsque on a utilisé un biocapteur contient 15%
(m/v) de lipase. La mauvaise stabilité des répomsetenant des quantités élevées de lipase
peut étre due a des interactions entre certaies si¢ liaison de I'enzyme ou bien due a la
formation des liaisons hydrophobes plus puissagquescelles déja existent, ce qui peut modifier
la structure des protéines, et affecter son aétivit]. Cela signifie que 5% (m/v) de lipase est la
charge enzymatique optimale qui permet de réalseréaction d’hydrolyse des pesticides
organophosphorés et d’avoir le rendement optimal I'attivité enzymatique. Elle sera donc

utilisée pour toutes les expériences ultérieures.
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Figure 1.5 : influence de la quantité d’enzyme sur la réponsbidcapteur.
Immobilisation : vapeur de GA : 30 min. Mesudans du tampon PBS 20 mM, pH 5.2.

11.3.2.2 Influence du temps de réticulation sur laéponse du biocapteur

Compte tenu que l'insuffisance du tempsrélgculation d’'une réaction entraine une
mauvaise stabilisation de I'enzyme, tandis quetemps trés élevé peut entrainer la formation

d’'un réseau polymérique tres dense, ce qui provatpsemodifications significatives dans la
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confirmation d’enzyme, par conséquent une dimimutdee son activit€34]. Donc, il est
vraiment important d’optimiser ce paramétre. Dap#iec étude, la réaction a été réalisée a
température ambiante et les biocapteurs ont égapeg, en utilisant des vapeurs de GA générees
a partir d'une solution aqueuse commerciale a 28%,faisant juste varier le temps de
réticulation de 10 a 60 minutes. Comme montredaré 11.6, la variation de la conductance a
I'équilibre aprés l'injection de 40 uM de diazinangmente avec le temps de réticulation pour
atteindre un maximum a 30 minutes (la meilleurdibté du signal). Une baisse d’intensité du
signal est observée au-dela de cette valeur daep&rte de la flexibilité de la lipase qui est
nécessaire pour son activité. Afin d’obtenir le lilear compromis entre la stabilité et la

sensibilité du biocapteur, on a choisi la valeuB@enin pour la suite des expériences.
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Figure 11.6 : influence du temps de réticulation sur la répodséiocapteur
enzymatiqueshres effectuées dans un tampon PBS 20 mM.

11.3.2. 3 Influence du pH du milieu

L’hydrolyse des OPs par l'activité catalytigde lipase est tres dépendante du pH de la
solution, ce dernier est un facteur pouvant avog unfluence sur la conformation de I'enzyme,
donc il est nécessaire de déterminer le pH optigualaboutira la sensibilité maximal de ce
biocapteur conductimétrique. Pour cette étude,valaur de pH optimale pour un meilleur
fonctionnement du biocapteur est de 5.2 (hydrolggrde et faible temps de réponse). On a
également remarqué que la réaction d’hydrolysepbst lente a pH 7 et 8, cela est di a

I'oxypyrimidine qui est le principal métabolite digazinon dans I'eau et qui résiste I'hydrolyse
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en milieu neutre et basique. Ainsi le rapport optitle pH de ce biocapteur est en bon accord
avec celui trouvé par Dimitrios Karpouzas et [@5]. Par conséquent, pH 5.2 est utilisé pour
toutes les expériences ultérieures.
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Figure I.7: Effet du pH sur la réponse du biocapteur enzyratipite a I'injection
du 40 uM de diazinon. Immohtiisn : vap GA : 30 min. Mesures effectuées
dans un PBS 20 mM

[1.2.2.4 Influence de la concentration en tampon

La concentration en tampon du milieu de mesureuasparametre important qui peut
influencer la réponse du biocapteur en modifiastpl®priétés électriques de l'interface électrode
/électrolyte, la concentration locale des ionestrhobilités ioniques.

Dans ce travail, nous avons évalué l'influenceadedncentration en tampon phosphate sur le
signal du biocapteur enzymatique dans la gamme® 5. Comme on peut le voir sur la figure
1.8, les concentrations situées dans le domair@®@mMhM conduisent aux intensités maximales.
La meilleure reproductibilité étant par ailleurderiue a une concentration en tampon de 20 mM,

c’est cette concentration de mesure que nous almisie pour la suite de notre travalil.

56



Chapitre Il. Partie A

354
PR — —
@)
4 30 —
L
=
© 25+
>
e} 4
c
S 20- o
()
g
S 154
KO
S 10
| ’_X—‘
0 T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30
Concentration du tampon phosphate [mM]

Figure 11.8 :I'influence de la concentration du tampon sur lpoése du
biocapteur CR[Diazinon]= 40uM dans du tampon phosphate pH 5.2

11.3.3 les caractéristiques analytiques

Les caractéristiques analytiques des daapiteur développés ont été déterminées dans les
conditions optimales définies préecédemment.

[1.3.3.1 Temps de réponse

La figure 1.9 montre une réponse typiqde biocapteur obtenue aprés addition de
diazinon. L’injection de diazinon dans la cellule thesure entraine une augmentation rapide et
significative de la conductivité due a la réactaihydrolyse enzymatique du diazinon par la
lipase. L’équilibre est atteint aprés 6 min,dmps de répongen est approximativement de 3
min. une allure de réponse et un temps de répamblables ont été obtenus suite a l'injection
des deux autres pesticides organophosphorés, jgaratiéthyl et paraoxon méthyl.

Le temps de réponse de ce biocapteur directe adeabpase (3 min) est court par rapport aux
autres biocapteurs de cholinestérase qui sontumijmasés sur I'effet d’inhibition par les OPs,
ce qui nécessitent beaucoup de préparation etdduemps (temps d’inhibition, de réponse

indirecte et de régénération) (Tableau Il. 2).
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Figure 1.9 Réponse typique du biocapteur conductimétrique.
[diazinen}i0 uM, pH 5.2, Température 23°C £2°C.

11.3.3.2 Gammes linéaires et limites de détection

La figure 11.10 présente I'évolution deréponse du biocapteur enzymatique en fonction
de la concentration de OPs suivaf#d, b) injection du diazinon en présence et enrafgsees
AuNPsrespectivement, (c) parathion méthyl et (d) paoaaoxéthyl. La variation de conductance
a été enregistrée a I'état d’équilibre du biocaptéwis mesures ont été effectuées a chaque
niveau de concentration.

Ainsi que le montre la figure, la présence des opadicules d’or AuNpd a amélioré la
performance du biocapteur, elles amplifient le sliget la réponse du biocapteur est linéaire
jusqu’a 40 uM avec une limite de détection de M2 De plus,ellesrenforcent sa sensibilité
qui est de l'ordre de 0.85 uS/uM diazinon, plusyéeque celle obtenue sans nanoparticules
d’or : 0.44 uS/uM diazinon (courbe (b)), ce qunfiiome le rdle positif joué pakuNPs

De la méme facon, la réponse du biocapteur estitméle 0.1- 40 uM de concentration de
parathion méthyle et jusqu'a 50 UM pour le paraaxethyle avec une limite de détection de
0.1 pM. la limite de détection obtenue comme étantoncentration conduisant a un rapport
signal sur bruit. La sensibilité de ce biocaptenzymatique vis- a- vis du parathion méthyl et
paraoxon méthyl est de 1.05 pS. ikt 1.38 uS.uM respectivement.

La limite de detection de ce biocpateur CRL esesepre a celles des biocapteurs développés
avec Arthospira platensis19] et d’acétylcholinésterase (AChE)6] pour la détection des
pesticides (Tableau 11.2). Cependant, ces biocapteont basés sur I'inhibition d’AChE qui
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nécessitent plusieurs étapes y compris le tempsubation (minimum 20 min) et la réactivation
/ regénération d’enzyme avec des mesures indiredgplus les biocapteurs AChE ne sont pas
sélectif (la détection des OPs, carbamates, teazirlUne détection directe et rapide des OPs

peut étre obtenue avec ce biocapteur conductimuétia base de CRL et on obtient une limite de

bY

inférieur a celle obtenue auparavant

bY

détection dbiocapteur directe a

base de
Organophosphorus Hydrolase (LOD: 0.5 uM}]. Cette performance est suffisante pour

permettre un suivi du pesticides organophosphdeéss les eaux usées industrielles.
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Figure 11.10 : Evolution de la réponse du biocapteur en fonctlerla concentration de OPs; (a,

b) injection

de diazinon respectivement ers@née et en absence des AuNPs, (c) parathion ethy

(d) paraoxon méthyl. Mesures effectuées en peésgu tampon PBS 20 mM, pH 5.2,
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Tableau I1.2 : Performances analytiques de quelques biocapteurs lpalétection des pesticides organophosphorédiésu

Analyte cible Transduction Linéarité LOD Microorganisme Temps de mesure (min) Référence
Parathion Méthyl | Conductimetrique 5-100 pM 5 uM AchE 20 [17]
Parathion Méthyl | Conductimetrique 10-100 pM 10 puM BuchE 20 [17]
Parathion Méthyl | Voltammeétrie cyclique 10-70 ppb 26.32 ppb Lipase (CRL) 25 [22]
Parathion Méthyl | Amperométrique 0.8-2 uM 0.8 uM OPH / [18]
Parathion Méthyl | Conductimetrique / 10%°M Arthrospira platensis 33 [19]
Parathion Méthyl | Voltammetrie cyclique 2-80 uM 0.5 uM 2815 | E-coli (OPH) / [36]
Malathion Voltammetrie cyclique 100-900 mM uM Lipase (CRL) 25 [37]
Diazinon SiQDs / 2.22.10°M AchE. ChOx 20 [16]
Paraoxon Méthyl | Potentiometrique 1-50 uM 1uM BchE 20 [17]
Paraoxon Méthyl | Conductimetrique 5-50 uM 5uM AchE 20 [17]
Paraoxon Méthyl | Conductimetrique 0.5-50 uM 0.5 uM AchE 20 [17]
Paraoxon Méthyl | Conductimetrique / 108 M Arthrospira platensis 33 [19]
Triazine Conductometrique / 10°°M Arthrospira platensis 33 [19]

AchE : Acétylcholinestéras&duchE : ButyrylcholinestéraseOPH : Organophosphorus hydrolagghox : Choline oxidasek:-coli : Escherichia coli.
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[1.3.3.3 Reproductibilité et stabilité

La reproductibilité de la réponse de cecdpteur conductimétrique a été testée pour
chaque concentration avec trois capteurs différemtsoefficient de variation obtenu a partir de

trois mesures effectuées est bon, il varie enéolet 4 % dans l'intervalle de concentrations
étudiées.

La stabilité de stockage a long terme est tias facteurs clés du capteur pour étre adapté a
une application de contrble des procédés en lighe.biocapteur a été fabriqué suivant le
protocole décrit précédemment et sa réponse a &érge a plusieurs reprises sur une période
de 3 semaines pour une solution de 40 uM de diaziBotre temps, le biocapteur a été stocké a
4 °C dans un tampon phosphate 20 mM, (pH 7.4). Cetermontre la figure 11.11, le biocapteur
est stable sur une longue périoldesignal est resté trés stable, en conservastdd®5% de sa
réponse initiale pendant 3 semaines, une dimingtisqu'a 50 % de la réponse a été observée
aprés 30 jours. Cette excellente stabilité de awaten dépasse celles signalées auparavant du
biocapteur ampéromeétrique a base de tyrosinasp(i€) [38] et celui deSphingomonas s{i8

jours) [39], montrant que la technique d’'immobilisation d’emey ainsi que le protocole de
conservation sont efficaces.

120+

0 & & § & § * @

g

2 %] *

<

]

% 601 LI

c

S

3

& 407

20

0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Temps (Jours)

Figure 11.11 :Etude de la stabilité du biocapteur. Les électsoslent stockées a 4°C dans du
tampon phosphate 20 mM pHente les mesures. Les mesures sont effectuéé€at23
2°CC dans du tampon phosphate pH = 5.2 poupXDde diazinon.
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11.3.3.5 Sélectivité

La sélectivité est un critere importpatir n'importe quel outil analytique. Pour celajo
avons réalisé une étude d'interférence avec d'autgees de pesticides ; les carbamates et les
triazines qui ont une concentration égale a ad#le organophosphorés ainsi que le principal
métabolite du diazinon (oxypyrimidine). L'étude & ééalisée en utilisant le biocapteur CRL,
pour une concentration de 40uM des interférentsni@e on peut le voir sur la figure 11.12,
aucune des substances évaluées, n'affecte de manggificative le signal du biocapteur. Ce
degré élevé de sélectivité pour les composés opdersphorés est un avantage significatif ; le
présent biocapteur sera idéal pour I'applicationigime dans les procédés de détoxification pour
le traitement des eaux usées produites lors detiuption et de la consommation des pesticides

organophosphorés.
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Figure 11.12 :Comparaison des réponses du biocapteur CRL obsezru@résence
d’éventuelles substanoésrférentes. Les mesures ont été réalisées dans
un tampon PBS 20 mM, pH 5

[1.3.4 Application & des échantillons d’eau réels

Le biocapteur enzymatique a égalemengestué pour la détection des OPs dans des
échantillons d’eau réelle. Ces derniers ne néesdsiju’'une seule étape de dilution, afin
d’adapter les concentrations dans la gamme linéi@ra courbe de calibration. L’eau de riviere
La Chaudanne — Lyon a été dopée par le diazinopH.a été ajusté a 5.2, les échantillons ont
ete filtrés et analysés sous 24h apres la colleéeteableau 1.3 résume les résultats obtenus, on

peut constater que les résultats obtenus sont eradmord avec les résultats théorique. Ce qui
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valide I'utilité potentielle de ce biocapteur paure application pratique pour la détection des

pesticides organophosphorés dans I'eau.

Tableau 11.3 :Analyse des échantillons d’eaux dopés avec lerthazi

Diazininon [uM] AG Buffer (uS) 4G River water (uUS) Taux de recouverement (%)

5 3.11 3.35 107
20 17.01 17.17 101
40 33.46 32.78 98

AG : la variation de conductance (US)

[1.4 Conclusion

Cette partie de notre travail a été consagrémptimisation d’un biocaptewonductimétrique
utilisant CRL comme biorécepteur pour une détectapide des pesticides organophosphores,
nous avons choisi trois insecticides qui sont ésagsarmi les OPs les plus utilisés dans le
monde. L'utilisation des micro-électrodes d’or miligitées a permis d’atteindre une bonne
sensibilité tout en garantissant une bonne adhégda biomembrane. Une limite de détection
de 0.1 uM a été obtenue. En outre, ce biocaptedr @Rmet une détection directe avec un
temps de mesure trés court (3 min) par rapportpragédures classiques. Avec une sélectivité
significative aux OPs, Le biocapteur a été appliguéc succes a la quantification de diazinon
dans I'eau de riviere, ce qui démontre le bon fonciement du biocapteur proposé pour des

applications pratiques dans I'analyse des eauxsusée
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Partie "B"

Chapitre Il : Développement d'un biocapteur impédatrique a base des SAMs pour la
détection de diazinon en milieux aqueux : Etude copanative entre lipase de Candida Rugosa
et la lipase du pancréas de porc.

I1.1 Introduction

Dans cette partie de travail, nous avongs@&alne étude comparative entre deux types de
lipase : issue d’'une source microbienneCamdida Rugosé&CRL) et I'autre a base d’'une source
animale ; extraite du pancréas de porc (PPL), déncomparer leurs performances vers une
application biocapteur pour la détection des pigtsc organophosphorés. Comme la partie
précédente, on a choisi le diazinon comme substmatjtilisant la spectroscopie d’impédance
électrochimique tant que mode de détection. Laessthacteurs utilisés pour cette étude sont les
électrodes d’or qui possedent des propriétés igumaales.

L'or est 'un des matériaux conducteurs lasspitilisés de par sa résistance a I'oxydation
[40] et de par ses capacités a réagir avec un grantdreaaie molécules. C’est notamment le cas
des thiols, des composés a base de soufre (foigeualkerale R-SH), pour lesquels il présente une
grande affinité[41]. Ces interactions sont a la base des méthodesmizidnnalisation et
modification de surface sur le principe de monobescauto-assemblées. On notera que les
SAMs ne sont pas spécifiques aux surfaces d'orgpigfies peuvent se former sur d’autres
surfaces métalliques telles que l'arggtii], le cuivre[43], le palladium44] ou encore le platine
[45].

L’autre avantage des surfaces d'or, c’e&ltps se caractérisent aisément par des méthodes
optiques notamment (ellipsométrie, spectroscogranouge, mesure d’angle de contact...) et la
résonance de plasmons de surface, ce qui pernseivde les modifications apportées en surface
de maniére précise.

La formation de SAMs par immersion de la acefd’or dans une solution d’alcanethiol est
la méthode la plus utilisée car trés facile a reettn oeuvre. Le thiol est alors généralement mis
en solution dans de I'éthanol ou un mélange eaaréia des concentrations comprises entre 1
et 10 mM pendant 12 heures a 48 heures, pour ditteime bonne organisation moléculaire. Les
temps longs d’assemblage tendent a donner dedwstsicristallines compactes. Cette couche,
lorsqu’elle est saturée, est composée de chaingsalgues nanométres a quelques dizaines de
nanometres de longueur, séparées d’environ 5 Acéhées d’un angle de 30 degrés par rapport

a la normale a la surface.
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1.2 Matériels et méthodes
I1.2.1 Réactifs

Tous les réactifs utilisés dans cette étutdeété achetés chez Sigma Aldrich (Saint Quentin,
Fallavier, France) y compris lipase @andida RugosaCRL, type VII,> 700 unité /mg solide),
lipase du pancréas de porc (PPL, type I11,30-90éimiy protéine), I'albumine de sérum bovin
(BSA), le glutaraldéhyde (GA) (grade Il, 25% sauataqueuse), N’IPO, (>99%), NaHPO,
(>99%), le glycerolX99%), éthanolX 96%), KHPO, (>99%), KkHPOy (>98%), le diazinon, N-
hydroxysuccinimide (NHS), 1-ethyl-3(3-(dimethyl- &) propyl) carbodiimide (EDC), thiol
acide MHA (16mercacaptohexa-decanoicacid). Acidkisque (96%), peroxyde d’hydrogene
(30%), ferrocyanure de potassiumyF€(CN)g). L'éthanol (99%) a été fourni par Fluka. Toutes
les solutions agueuses ont été préparées avexadeultra-pure (résistivité >18@®cm) obtenue

a partir d'un systéme de purification Simplicityillfore).

I1.2.2 le transducteur

Dans cette partie de travail, nous avonssatildes plaquettes (Si/S)Qrevétues d’or, avec
une épaisseur d’environ 300 nm, comme des éledrddetravail sur laguelle les processus
électrochimiques a explorer. Une couche de résghal@posée sur la surface d'or afin de la
protéger durant la découpe et le stockage. Cestr@dies d’'or ont été fournies par le LAAS

(Toulouse), (figure 111.13).

Figure Il.13Photographie dedlectrodes carrées en or.

[1.2.3 Mesures électrochimiques

Toutes les mesures électrochimiques detsseopie d'impédance électrochimique (EIS)
et de la voltammetrie cycligue (CV) ont été réddis avec un potentiostat- galvanostat Voltalab

80 PGZ 402, connecté a un ordinateur pour le mktdes appareils et I'acquisition et le
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traitement des données et avec une cellule élédtnigque en verre d’un volume de 5 ml a trois
électrodes : une électrode de travail (BDD), urextébde de référence et une contre-électrode.
Toutes les mesures électrochimiques ont été réalidéempérature ambiante dans une cage de

Faraday pour éviter les parasites €électriques (EiguL4).

Pour les mesures d'impédance, cet appareil seatfai3 a générer le signal sinusoidal avec
I'amplitude et la fréquence désirées et a extiagearties réelles et imaginaires de I'impédance
du systeme étudié. L'analyseur d'impédance esttéit@mr un ordinateur a I'aide du logiciel

"Volta Master " et les spectres de Nyquist ont é&i@ités a l'aide du logiciel Zview
(ScribnerAssociate, Inc) qui permet la constructide circuits électrigues équivalents et

I'ajustement des spectres a l'aide de ces circuits.

Cage de faraday

Cellule

electrochimigue

Figure 11.14: Montage expérimental utilisé pour les mesures gebtmiques.

La cellule électrochimique :

Les mesures électrochimiques ont été eféms dans une cellule électrochimique en verre
(Verre Equipements, Collonges au Mont d’Or, Frarecépis électrodes de volume 5 ml (figure
IV.3).La géométrie de cette cellule permet une a#fon bien déterminée des trois électrodes,
elle est congue pour assurer une distance consegmite I'électrode de travail et la contre-
électrode. Dans la partie inférieure de la cellde, notera, par ailleurs, l'existence de deux
ouvertures de positions opposées destinées poitiopasr I'électrode de travail et la contre-
électrode de platine alors que la partie supéridaré cellule permet de positionner I'électrode

de référence.
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Electrode de reférence

Ajout Electrode de pH

Contre électrode

Elcctrode de travail Gontact electrique

Figurk15: la cellule électrochimique

» L’électrode de référence :est une électrode au calomel saturée dont le peitest constant, de

marque Radiometer- Analytical SA (Villeurbanne,ia).

Figure 11.16 : Electrode de référence

» L’électrode auxiliaire (la contre électrode): est une plague en platine massif dont la surface
active, lorsqu’elle est fixée sur la cellule, grécan joint torique, est de I'ordre de 0,52%cim
surface est plus grande que celle de I'électrod&alail pour négliger son impédance et pour

que la contre-réaction puisse se dérouler sansrpertle systeme.

» L'électrode de travail : sur laquelle on examine les différents processastréichimiques a

explorer.
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11.2.4 Protocole de nettoyage

La propreté du milieu ainsi que le matéaitdisé est une étape préliminaire pour réussr |
manipulations. Apres la fermeture des trous deellle électrochimique avec du parafilm, une
solution d’acide sulfochromique est versée darcelle pour la nettoyer. La cellule est ensuite
rincée avec de I'eau distillée puis séché a I'étliraur les électrodes en or, le nettoyage se fait
en deux étape ; une premiere étape consiste aeerlewouche de résine sur la surface d'or,
I'électrode est alors trempée dans I'acétone pendamin sous ultrasons.

Ensuite, elle est séchée sous flux d’azotg.(Nans une deuxieme étape, I'électrode est nattoyé
par un meélange “"piranha”. Cette solution est compode 7 volumes d'acide sulfurique
concentré (96%), $¥$0Oy, avec 3 volumes de I'eau oxygénegDH L'échantillon est laissé 5 min
dans la solution. Apres ce traitement, I'électrederincée abondamment a I'eau ultra-pure puis
I'éthanol absolu et séchée sous un flux d’'azote.

11.3 Préparation des biocapteurs
[1.3.1 fonctionnalisation de I'électrode d’or

L’électrode d’or a été incubée dans uret®&m de thiol-acide (MHA) de concentration 10
mM dissout dans I'éthanol, pendant 12 heures, atanmgérature de 4°C, ce qui permet la
formation dune monocouche auto assemblée (SAM)assurface de I'électrode, puis, elle a été
rincée avec I'éthanol afin d’éliminer les molécutiesthiol non liées.
Les monocouches résultantes qui se terminent gagreipes acides carboxyliques peuvent étre
ensuite activées par le mélange [EDC/NHS] de 0,1lrhblpendant 1 heure. L'électrode
prétraitée a été rincée avec du PBS et a été séohédlux d'azote.

[1.3.2 Immobilisation d’enzyme

10 ul d’une solution enzymatique conterf@RL 5% (m/v), BSA 5%, glycérol 10% (m/v),
solution de tampon phosphate 90% (m/v),20 mM, pH2=a été homogénéisée et déposée sur la
surface sensible de I'électrode prétraitée. La m&ohdion a étépréparée avec I'enzyme PPL ;
10 ul a également été homogénéisée et déposéaesamutre électrode de travail. Les capteurs
sont ensuite placés 30 min dans une atmosphére2sagm vapeurs de glutaraldéhyde. Les
membranes sont alors laissées sécher a I'air pienelant 40 min a température ambiante, apres,
elles sont stockées a 4°C jusqu’a leur utilisatittérieure.
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II.4 Résultats et Discussions
[1.4.1 Caractérisation impédimétrique

La spectroscopie dimpédance électrochimigest une technique de caractérisation
permettant la mesure de la conductivité du substaatifiée, ainsi, de différencier les différents
phénomenes qui peuvent avoir lieu dans une cadlelgtrochimique en fonction de la fréquence
avec une grande précision. Ainsi, les phénomena@das tels que les transferts d’électrons se
produisent a hautes fréquences, tandis que leopiedres lents comme les transferts de masses
et la diffusion sont mis en évidence a base fréeggenDans ce travail, les mesures ont été
effectuées dans une solution de tampon phosph&8)(P0 mM, pH 5.2. En appliquant un
potentiel de -0.4 V dans une gamme de fréquencepgsementre 100 kHz et 100 mHz. Les
diagrammes de Nyquist obtenus apres formation dM,SAttachement d’enzyme et l'injection
du diazinon sont présentés dans la figure 1l.18m@e on peut le voir, une augmentation d’'un
facteur 2.5 de Ra été observee aprés la formation de la premieuehep se qui reflete
essentiellement les faibles propriétés conductries SAMs 46]. Par contre, l'injection de
diazinon a généré une diminution d’'un facteur dluf de I'impédance et du diamétre de demi-
cercle de diagrammes de Nuquist. Cet effet a géeatservé dans une étude précedente avec un
biocapteur potentiométriqugl7], ce qui confirme que I'hydrolyse du diazinon indune
redistribution de charge a linterface électrodenctionnalisée/ électrolyte et modifie la

conductivité de la membrane enzymatique.
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Diazinon injection
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t
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Figure 11.17: Diagrammes de Nyquist obtenus en présence de 20RBb pH 5.2 dans une gamme de
fréquence de 100 mHz — 100 kHz : (a) or modifiéetipal acide, (b) or modifiée-enzyme et (c) apres
I'injection de diazinon.
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[1.4.2 Réponse de biocapteur enzymatique

La réponse de biocapteur enzymatique de C&E aesurée apres l'injection des différentes
concentrations du diazinon, en présence d'un PB852, (figure 11.18). Les spectres de
Nyquist indiquent une diminution significative démpédance, en corrélation avec la
diminution de R aprés chaque addition de diazinon pour des coratiEmts comprises entre 2-
50 uM. Alors pour des concentrations plus élevass 50 uM, un effet de saturation a été
observé. La diminution dejRest attribuée a l'augmentation des charges ioniguéaterface

apportée par I'hydrolyse du diazinon, ce qui augeennsidérablement la capacité interfaciale.
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Figure 11.18 : influence de la concentration de diazinon sur &panse du biocapteur

impédimétrigue CRLMesures effectuées dans PBS 20 mM, pH 5.2, a entmtde -400 mV et une
gamme de fréquance de 100 mHz- 100kHz.

Le comportement électrique de ce systérmetrélchimique, les modifications apportées
I'interface électrode/électrolyte, peuvent étreréspntées de facon analogue par un circuit
électrigue équivalent. Ce circuit équivalent egiligué pour ajuster les données expérimentales
et extraire les informations nécessaires sur lesnpeires électriques responsables de la variation
impédimétrique. Les spectres de Nyquist obtenusedLlétre modélisés par le circuit électrique
classique de Randles, y compris les deux élémeénistifs Rs et Rp, dans le quel la double
couche capacitive a été remplacée par CPE, ennpetsie I'impédance de WarburgjZ
(figure 11.19). Rs correspond a la résistance ohmique de I'électrelyig, est la résistance de
transfert de charge entre la solution et la surfdééctrode de travail en absence de toute

espece redox.Z,, correspond a l'impédance de Warburg, qui est umeéhé spécifique de
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diffusion électrochimiqueCPE est un élément a phase constante qui est lié capacité de
I'interface électrode de travail /électrolyte eelteflete la non idéalité de la double couchealue

la rugosité et la porosité du biofilm, qui peueétxprimée sous la forme suivante :
&)= CPE" (jo)™
Oou

o : est une fréquence angulaire

n: un parametre décrivant I'écart par rapport aamdensateur idéal, variant de 0 a 1 [21].

La valeur den était 0.95 pour I'électrode nue et comprise efitB6 et 0.91 apres modification,
reflétant une l1égere déviation a l'idéalité et omportement plutdt capacitif correspond au CPE.

(2]

eV

w

Eg

11.4.3 Linéarité, limite de détection

Comme le montre lagfire 11.20,|Ry- Ryo| augmente linéairement avec la concentration de
diazinon jusqu'a 50 UM pour les deux biocapteureld@pes, avec des sensibilités de 0,28 k
uM diazinon et 0.49®/ uM diazinon pour les capteurs a base de CRL etrBspectivement.
Alors, la meilleur limite de détection est donc evhie avec le biocapteur a base de source
microbienne (CRL) qui est de l'ordre de 10 nM, iidar de celle obtenue (0.1 uM) avec le
biocapteur de PPL a base du source animale.
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Figure 11.20 : Influence de la concentration de diazinin sur lai@gon de la résistance de
polarisation des biocapteusr impédimétriques, (Apae de CRL et (B) a base de PPL.
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[1.5 Conclusion

Dans cette partie de travail, nous avonsuae étude comparative entre deux types de
lipase de différentes source : microbienne (CRIgrétnal (PPL). Ces deux types de lipases sont
les plus utilisés dans les domaines d’applicatien ligase. Afin d’attribuer les meilleurs
performances analytiques, nous avons proposé ure méthode d'immobilisation d’enzyme a
base des mono couches auto assemblées. LesteBoli@eés montrent que la lipase issue d’'une

source microbienne est plus active et performaatg pne application biocapteur
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Chapitre 1l

Chapitre lll: Développement d’un biocapteimpédimetrique pour la
détermination dedhospholipase A

[11.1 Introduction

La phospholipase A (PLA,) est une enzyme importante qui se trouve dansdujgap des
tissus des mammiferes ainsi que dans les veninseaties et de serpenis2|. Ces derniers

contiennent de grandes quantités de mélittinejomei le rdle d'activateur des phospholipasgs A

(PLA) est une hydrolase qui libére spécifiquement dacgras, estérifiant I'hnydroxyle
gras du carbone 2 du glycérol d'un phosphoglycérade donner un lysophospholipidé&].
Lorsque l'acide gras libéré de la position2 du @tgtest I'acide arachidonique, la métabolisation
de celui-ci par une cyclo-oxygénaseou une lipoxggérconduisent a des eicosanoides, parmi
lesquels des prostaglandines et des leucotriengésogt des médiateurs de l'inflammatiai.
C'est I'une des raisons des réactions inflammateimentes qui accompagnent les morsures de
serpents et les piqlres d'insectes. Certainesrisefodes phospholipases pourrait favoriser,
la genése de l'athéronig|, d'autres seraient protectrics. Cette enzyme a été rapportée
d’avoir plusieurs avantages car elle représentdamge gamme des effets biologiques, plusieurs
études ont montré un effet puissant de Pténtre plusieurs maladies comme ; le paludisme,
I'athérosclérose et ses sequelles cliniques-9], les tumeurs cancérogenés]. En outre, une
spécificité trouvée pour la phospholipasgd® venin I'abeille et de serpent qu’elle a un teffe
puissant pour l'inhibition de I'activité du virude l'immunodéficience humaine (VIH)1].
Néanmoins, de nombreuses études ont été rappertélel pathogéne de PLAIls ont montré
gu’une concentration élevée de cette enzyme astedtrent associée a plusieurs maladies telles
que ; polyarthrite rhumatoide, ischémie, I'épilepsi2], et a la mise en cause a des troubles
neuropsychiatriquegL3]. Il est donc nécessaire de trouver des technidisslyse efficaces,

faciles a mettre en ceuvre et permettant une détexpide de PLA

Pour effectuer lI'analyse de PLAIl s'agit essentiellement de HPL{4-15], cette
technique est par ailleurs trés performante maisessite du temps, une instrumentation
sophistiquée et des opérateurs bien formés. lasapieurs peuvent constituer une alternative
intéressante permettant une détection rapide de.PBMotre connaissance, un seul biocapteur
électrochimique a été développé pour la quantiioatle lipoprotéine associé de PLALp-
PLA) [16], il a été basé sur I'alcool oxydase pour la dé@actle I'oxydation d’alcool issue
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d’'une réaction d’hydrolyse d’'une chaine carboxydigiles esters. Par contre ce biocapteur ne
permet pas d’'avoir une détermination exacte de PDAns ce travail, nous nous proposons une
nouvelle stratégie pour une détermination direttepide de PLA par le développement d’'un
biocapteur enzymatique basé sur le signal éledtroghe de la Iécithine (substrat) en utilisant la
transduction impédimetrique. Afin d’aboutir les ttairs performances, deux types de Blot

été testés ; la premiere a été extraite de veniabeille et la deuxieme de venin de serpent,. Les
enzymes ont été immobilisées par réticulation deresatmosphere saturée de glutaraldéhyde en

présence des nanoparticules d’or.

CHy

Iy CH;
HiC —N—CH; L,
| H;f,{: --T]J—CHE
L~
\‘x e + HalD = i + Q, t!‘.l
- R™ TOH e
O 07 \ P
/\l/ D/\l/\D ,\D_
R 8]
Phosphatldylcholine Acide gras  2-lysophosphatidylcholine

Figure 111.1 :Réaction d’hydrolyse de lécithine par la phosphadip A.

[11.2 Matériels et méthodes

111.2.1 Réactifs

Toutes les solutions aqueuses ont été prépaavec de l'eau ultra-pure (résistivité > 18
MQ.cm) obtenue a partir d'un systeme de purificaitiQ. Phospholipase A de venin de
I'abeille (1775 Unité/ mg solide), phospholipasg extraite de Naja mossambica mossambica (
> 1600 unité/ mg solide), La-phosphatidycholine (lécithine) extraite de jaurieeuf, type
XVILE (>99 % ), le glutaraldéhyde (GA) (grade Il, 25% diison aqueuse), NBIPO, (>99%),
NaH,PO, (>99%), le glycérol X99%), KHPO, (>99%), KHPOQ, (>98%), la solution des
nanaoparticules d’or (10 nm, suspension stabilsséel mM PBS) ont été acheté de Sigma
Aldrich ( Saint Quentin ,Fallavier , France). Etbh(® 96%) provenait de Fluka. Enzyme PLA

extraite de Naja Cobra est provenait de Thailande.

111.2.2 le transducteur

Dans cette partie de travail, nous avdiis@élle méme transducteur utilisé dans le chapitr
précédent (Partie 11.B). Ces transducteurs sorg pieguettes (Si/SKP revétues d’or, avec une
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épaisseur d’environ 300 nm, une couche de résineémsée sur la surface d'or afin de la
protéger durant la découpe et le stockage. Cestra@dies d’'or ont été fournies par le LAAS

(Toulouse).

[11.2.3 Nettoyage de I'électrode

La premiére étape de nettoyage consistdever la couche de résine sur la surface d'or;
pour ce faire la plaquette d’or est immergée dat®tone dans un bain a ultrason pendant 15
minutes. La surface est ensuite séchée sous ud'dante (N).

L’électrode est ensuite plongée 5 minutes dansahgion de piranha, cette solution est
composée d’'un mélange d’acide sulfurique a 98%eetudoxygénée a 35 % §50,/H,0,, 70.30
v/v). Le mélange est tres exothermique. L'échamiikst ensuite rincé abondamment avec de

I'eau ultrapure.

[11.2.4 Elaboration des biocapteurs

La membrane enzymatique est constituéesaf@ce du transducteur par réticulation des
phospholipase A(PLA,) en présence d’albumine de sérum bovin (BSA) daresatmosphére
saturée en vapeurs de glutaraldéhyde. Pour cal, lmiocapteurs ont été préparés ; le premier
capteur a été préparé par la dispersion des namypes d'or AUNPS dans 10 mM de solution
tampon phosphate (pH = 7,2) contenant du PleXtraite de venin de I'abeille 0.5% (m/v), BSA
2% (m/v), glycérol 3% (m/v). 1@l de cette solution est homogénéisée et déposéelas
surface sensible de I'électrode prétraitée. La méohation est préparée avec I'enzyme Rldé
venin de serpent (Naja Cobra), puis elle a égaledienhomogénéisée et déposée sur une autre
électrode de travail. Les capteurs sont ensudeésl 30 min dans une atmosphere saturée en
vapeurs de glutaraldéhyde. Les membranes sontlalssges sécher a I'air libre pendant 40 min
a température ambiante, apres, elles sont stoeké®s jusqu’a leur utilisation ultérieure.

[11.2.4 Mesures électrochimiques

Les mesures de I'impédance électrochimigugee la voltammeétrie cyclique sont réalisées
en utilisant le dispositif expérimental et I'ingtment décrit dans le chapitre précédent (Chapitre
[1.B). Toutes les mesures de la spectroscopie daapce électrochimique (EIS) sont effectuées
a température ambiante avec une cage faradigus, udansolution tampon phosphate 10 mM,

pH 7.4 avec une gamme de fréquence allant de 108- mEDO kHz. Les mesures de la
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voltammeterie cyclique (CV) sont réalisées en présele couples redox 8mM [Fe (CN)*8}
dissout dans PBS, le potentiel a été balayé edie\-et 0,6 V.

[11.3 Résultats et discussions

[11.3.1 Caractérisation par la voltammeétrie cyclique

La voltammetrie cyclique d'une espéce élactive telle que [Fe(CN)'™ est un outil
précieux pour tester la barriere cinétique et l&ae électrochimique a l'interface. La barriere
cinétique entrave le processus de transfert dfélextet devient de plus en plus grande quand
I'épaisseur augmente et que la densité des défadgsbarriere diminue. La figure 111.2 présente
la caractérisation électrochimique par la voltameatyclique de I'électrode d’or nue et modifiée,
en présence de couples redox [Fe (gN)Y?, le potentiel a été balayé entre -0,4 V et 0,&%&c
une vitesse de balayage de 100 mV/s. Comme illastdans les voltamogrammes, les pics
d’oxydation et de réduction du couple redox sosibles en raison du fort taux d’échange avec
I'électrode d’or nue. Apres le dépo6t de la membrangymatique, une forte diminution de
I'intensité de courant caractérisée par la disjparides pics d’oxydoréduction, ce que I'on peut

attribuer a la diminution du transfert d'électransavers la membrane enzymatique de PLA

120
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Figure Ill. 2:Voltammogrames cycliques en présence de 8 mM F&¥EN
de I'électrode nue (a), apres dépbt de éanmbrane PLA Vitesse de balayage 100 mV/s.
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[11.3.2 Caractérisation par la spectroscopie d'impé&ance électrochimique

Les diagrammes d'impédance de I'or nu eté&edtrode couverte par 'enzyme immobilisée
ont aussi été déeterminés en appliquant un potedaied,4V et en faisant varier la fréequence dans
la gamme de 100 mHz a 100 kHz. Ce potentiel a lébésicparce qu'il présente la plus basse
résistance de transfert de charge de la dernia@reheode I'élaboration de biocapteurs, qui est
I'immobilisation de la phospholipase,ALes résultats montrent une augmentation sigtiviea
du diagramme d’'impédance apres la modification 'deedtrode d’or qui correspond a une

augmentation de la résistance de transfert de el@afmterface électrode/électrolyte.
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Figure I11.3 : Diagrammes de Nyquist de I'électrode d’or avatdt aprées (b) le dépbt de la
membrane enzymatique de BLAes mesures ont été effectuées dans un tamp@@i@BM, pH 7.4 a -
0.4V.

[11.3.3 Influence de la quantité d’enzyme fixéesur la réponse des biocapteurs

Des expériences ont été réalisées surdax types de biocapteurs afin de déterminer la
guantité optimale d’enzyme a fixer pour obtenisignal maximal. Pour cela, quatre biocapteurs
impédancemétriques ont été prépares avec différep@ntités d’enzymes, les réponses ont été

mesurées suite a I'ajout de™AM de lécithine.

La figure 1ll.4 montre que la réponse duchisteur augmente avec la quantité d’enzyme
jusqu’a 0.5 mg puis diminue au-dela .Un accroisserde la charge de PLAavorise la réaction
enzymatique mais une densité trop élevée empéxrtkffusion et sert a la formation des

liaisons hydrophobes plus puissantes que celleésaégtantes, ce qui modifie la conformation
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de I'enzyme et entraine une diminution de la répotg capteur et augmente son temps de

réponse.
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Figure 11l.4: Effet de la quantité d’enzyme (mg) sur la répodsebiocapteur impédimétrique.
Injection de 16 M de lécithine dans du PBS (10 mM) pH 7.4 & ungézature de 20 +3 ° C.

[11.3.4 Caractéristiques analytiques

111.3.4.1 Linéarité, limite de détection

La figure 1.5 montre linfluence de la ocmentration de lécithine sur la réponse des
biocapteurs (a) a base de RlLéxtraite du venin de serpent et (b) a base de,Rixfraite du
venin de l'abeille, Nous avons remarqué une augatient de limpédance lorsque la
concentration de lécithine augmente. Cette vanapeut étre attribuée a la génération de
composeés chargés, suite a I'hydrolyse de la léeithjui provoque des changements de la
conductivité a proximité de linterface biofilm/amsducteur. En outre, nous avons observe
clairement que l'augmentation de la concentration lécithine augmente la résistance du
transfert de charge, caractérisée par l'augmentatio diameéetre de demi-cercle. Cette
augmentation pourrait résulter d'un changementadeonformation de I'enzyme suite a son

interaction avec le substrat.

Le comportement électrigue de ce systemetrétdimique, les modifications apportées
I'interface électrode/électrolyte, peuvent étreréspntées de facon analogue par un circuit
électrique équivalent. Ce circuit équivalent egiligjué pour ajuster les données expérimentales

et extraire les informations nécessaires sur lesnpeires électriques responsables de la variation
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impédimétrique. Les spectres de Nyquist obtenuseydlétre modélisés par le circuit électrique
présenté dans la figure II1.6, y compris les déléments resistifs St R,, dans le quel la
double couche capacitive a été remplacée par CREesence de I'impédance de Warburg)(Z
Rs correspond a la résistance ohmique de I|'électr@yte, est la résistance de transfert de
charge entre la solution et la surface d'électdmlgavail en absence de toute espéce redgx.

correspond a limpédance de Warburg, qui est unméhd spécifigue de diffusion

électrochimique.
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Figure 111.5: Influence du la concentration de lécithine surdponse des biocapteurs impédimetriques
(a) a base de PLAdu venin de serpent et (b) PLAu venin de I'abeille. Mesures effectuées dans un
tampon PBS 10 mM, pH 7.4, & un potentiel de -0att Whe gamme de fréquence de 100 mHz- 100kHz.
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() R, - W

Figure 111.6 Circuit électrique équivalent.

En reportant la variation relative du la résistadeepolarisatiodR,/ Ry en fonction de la
concentration de lécithine, on obtient les courdbesalibration des biocapteurs, sachant que la
variation ARy pour chaque concentration a été calculée par ragpda valeur R avant
I'injection de lécithine. Ainsi que le montre ligidire 111.7, la réponse du biocapteur de Bldu
venin serpent présente une large gamme de liné@ii®'°M jusqu'a 10M avec un facteur de
corrélation de l'ordre de 0.99586. Le domaineidédrité obtenu par ce capteur est bien plus
large que celui du biocapteur & base du Pdé venin de I'abeille qui est dea & 10°M. La
limite de détection 18" M obtenue comme étant la concentration conduiatrois fois le
rapport signal sur bruit (S/N=3) est donc trouveecae premier biocapteur et elle est de loin
beaucoup bien inférieure a celle du capteur durveeil’abeille qui a été de Tm1.

La reproductibilité de la réponse du bideap impédimétrique a été testée sur différents
biocapteurs pour quatre niveaux de concentratos db gamme de0%- 10°M. Le coefficient de
variation déterminé avec trois mesures est tréschoiil se situe entre 5% et 6% dans l'intervadle d

concentrations étudiées.

80+ = \enin de l'abeille
= \enin de serpent

, (KQ,cm?)
3
G
.

AR /R
8 5

3 4 5 6 7 8 9 10 1
-logCM

Figure 111.7 : Courbes de calibration des biocapteurs impédimeagide PLA
(a) venin de serpent, (b) venin de I'abeille.
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[11.3.4.2 Injection de cobra Naja et de cobra mossabica mossambica

Afin de déterminer l'activité enzymatique LA, nous avons fixé la concentration de
lécithine & 18 M et nous avons injecté différentes aliquotes'elezyme. Pour ce faire, 0.002 g
de cobra Naja est dissout dans 125 ul PBS, pHengljite elle est diluée 100 fois pour avoir le
domaine de linéarité. Nous avons refait le mémetopode avec I'enzyme Naja cobra
mossambica mossambica (Thailande). L’influenceadmhcertation d’enzyme sur la réponse de
biocapteur est présentée dans la figure II1.8,slesctres de Nyquist obtenus montrent une
diminution de I'impédance avec l'augmentation degleantité d’enzyme injectée, ce que lI'on
attribue, a l'influence du l'activité enzymatique BLA, présente dans le venin de serpent (effet
de compétition).

Comme le montre la figure Il.ARy/ Ry augmente linéairement avec la concentration du
PLA, de Cobra mossambica mossambica commerciale ésesge une gamme linéaire de 10-
400 ng correspondant a 16- 640 unités, plus langecelle obtenue avec PLAu cobra Naja de
Thailande qui a une linéarité de 100 a 300 ngn Bjee nous ne connaissons pas l'activité
spécifique de cette PL,Anous pouvons en déduire qu’elle est plus faible celle de PLA de

cobra mossambica mossambica.

-=-0ng
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Figure 111.8 : Influence de la quantité de PLECobra Naja, Thailande) sur la réponse du biocapte
impédimétrique . Mesures effectuées dans PBS 10ptM,4, a un potentiel de -0.4V et une gamme de
fréquance de 100 mHz- 100kHz.
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Figure 111.9 : Courbes de calibration du biocapteur impédimeteaqlie PLA

[11.4 Conclusion

Dans cette partie de travail, nous avonldgpeé un biocapteur impédimetrique original

pour la détermination de phospholipase Aeux types de biocapteurs ont été testés ;,RILA

venin de l'abeille et du venin de serpent (Naja1@phbLes résultats trouvés montrent que PLA

extraite de Naja cobra est plus active, permettatitenir une limite de détection de l'ordre de

10* M avec une large gamme de linéarité et une boep@ductibilité.

Ce biocapteur a également été utilisé poatétarmination de l'activité de la PbAans un

venin de serpent et sera également utilisé pouwtétaction de la PLAdans des boissons

énergisantes.
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Chapitre 1V : Développement d’'un biocapteur éleattomique pour la détection de
Bisphénol A

V.1 Introduction

Le Bisphénol A (BPA) est un composé organilgmgement utilisé comme monomere dans la
production des polycarbonates et de résines époXyde3] qui sont employés principalement
dans les contenants plastiques alimentaire, lesitsnde surface des récipients pour l'eau et la
nourriture, les biberons, les canettes et I'élentoager4-5], Il est également utilisé comme un
antioxydant dans les plastifiants, et en tant quimhibiteur de polymérisation dans le
Polychlorure de vinyle (PVC). Le bisphénol A eségent sous forme libre dans un grand nombre
de tickets de caisse (papier thermique) et danschclage de papie6]. Néanmoins, sa toxicité
est un grave probleme qui affecte I'environnemend santé humaingl-7-8], Le BPA constitue
un perturbateur endocrinien cestrogéno-mimétiquelda de mimer les hormones naturelies
10], et conduisant a des effets négatifs sur la sdrg@git notamment des maladies cardiaques,
de diabete, des problemes de reproduction pourdis< sexes (male et femelle), des
malformations génitalgss-11-12-13-14] En 2008, le groupe Lang a rapporté que I'accutioula
de BPA dans le corps humain a été étroitement Egsac cancer15]. En outre, en raison de
ces effets néfastes en particulier sur les enfaintss nourrissons, le Canada et la France ont
interdit l'utilisation de BPA dans les biberons 2010[16-17 |, suivie par la Chine, les Etats

unies et la commission européenne en Z0%119-20]

Le bisphénol A est massivement produit et dispeesgs I'environnement par les eaux usées,
provenant principalement des sites de fabricationde décharges des plastiques, provoquant
ainsi la pénétration du BPA dans les eaux de sesfa’-8-21]. D'un point de vue
environnemental, il est nécessaire de limiter etalatrbéler le BPA, mais également d'étre en
mesure de déterminer sa concentration et ses psodai dégradation dans les eaux, et de
développer des stratégies de traitement appropri&as cela, différentes méthodes d'analyse
sont disponibles comme la chromatographie en plqsee a haute performance (HPLZ2)Y],

la chromatographie en phase liquids], la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de mas$eC-MS)[24]. Ces méthodes sont trés performantes mais néagsdit
temps de préparation des échantillons, une insttatien sophistiquée et des opérateurs bien
formés. Les biocapteurs peuvent constituer unenalt@e intéressante permettant une détection
rapide et in-situ du bisphénol A. De nombreux bpeurs électrochimiques de BPA ont été

développés en utilisant différents biorécepteussdae les enzymeg&5-26|, les aptamére 7],
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les anticorps[28], les peptideg15] et les bactéries [29]. Parmi ces biomolécules)zlyene
tyrosinase a été utilisée pour la déterminatiorBB&\. En présence de I'oxygéne dissout, la
tyrosinase catalyse I'oxydation du BPA en O-quigeroduit d’oxydation du catéchol (Eq IV.1-
2). Ensuite, I'O-quinone généré peut étre rédlactéochimiquement a faible potentiel sans
aucun médiateur potentiel, le signal de réductitmermue est normalement utilisé pour la
détermination du BPA (Eq IV.330].

Dans cette étude, nous avons mis a profite cetaction pour le développement d'un
biocapteur électrochimique et comparé ses perforega celles déja présentées précédemment.
Des électrodes en diamond dopé au bore (BDD) gssquent des propriétés remarquables et
uniqgues ont été évoluées. Par ailleurs, nous aw¥w®dé dadapter un nouveau mode
d'immobilisation afin d’augmenter [l'activité catéigue et la  stabilité de I'enzyme.
L’élaboration du biocpateur consiste a fonctiorselila surface de BDD par le greffage
électrochimique d’un sel de diazonium, et a utildes nanotubes de carbones afin d’améliorer la
conductivité électrique de surface. L’objectif é@diaboutir une meilleure limite de détection et

une meilleur durée de vie du biocapteur.

Bisphénol A+ tyrosinase §0— catéchol (Eq IV.1)
Catéchol + tyrosinasefQ________,  O-quinone +8 (Eq IV.2)
O-quinone +2H+2e ——— »  catéchol (Eq IV.3)
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V.2 Matériels et méthodes
IV.2.1 Réactifs

Comme précédemment, toutes les solutionsumsps ont été préparées avec de l'eau ultra-
pure (résistivité > 18 K2.cm) obtenue a partir d'un systeme de purificalilhQ. La tyrosinase
(>1000 uniét /mg solide, extraite de champignons)niteéte de sodium (NaNg§) >97%, le
Chlorure d’hydrogene (HCI), le glutaraldéhyde (G@yyade I, 25% de solution aqueuse), le
phosphate de sodium dibasiq(Ma,HPQ,), le phosphate de sodium monobasique (PRMBY),
HydroxysuccinimidgNHS), N-(3-DimethylaminopropylN'-ethylcarbodiimide (EDC), l'acide
sulfirique, I'acide nitrique, le bisphénol A>99 %), le phénok 99%, le 2- nitrophénol, 4-
nitrophénol, C&, KNOs, Cu™, Ni*? ont été fournis par Sigma- Aldrich. Le 4-aminabgamine
et I'éthanol> 99 % ont été achetés respectivement chez Acroanixg et chez Fluka. Des
nanotubes de carbone multi feuillets (Munti Wall€drbon Nanotubes MWCNTSs) ont été
fabriqués a’Institut Matériaux Microélectronique NanosciencesRtovence (Toulon, France).
Ces MWCNTs sont fonctionnalisés avec des groupesmeatboxyles (COOH) et ont un
diamétre intérieur de 20 nm et un diamétre extédeunoins de 100 nm.

IV.2.2 le transducteur

Dans cette partie de travail, nous avondscHe transducteur en diamant dopé au bore
(BDD) qui est considéré comme un excellent matépiaur différentes applications en raison de
ses propriétés physiques et chimiques particulitedss que sa haute résistivité électrique, sa
forte conductivité thermiqugs1l], sa grande résistance a la corrosi@il, son inertie chimique,
son extréme dureté ou encore sa transparence epgumatériau a été largement étudiés pour
des applications environnementales, biomédicalegleetroanalytiques, en particulier pour la
guantification de traces de substances biochimigaes le corps humain et de composés nocifs
dans les eaux polluéé¢s3-34-35] car il possede plusieurs propriétés remarquadtlesmiques,

qui le rend supérieur aux autres matériaux d'@des, citons par exemple :

Une large fenétre de potentiel électrochimique dremaqueux et non-aqueuX6]. La largeur
de cette fenétre diminue suivant la qualité du &finiincorporation d’impuretés de carbone non-

diamant de type sp?2.
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Une tres faible capacité de la double-couche, etoumant résiduel faible et stable, ce qui conduit
a un bon rapport signal sur bruit, permettant édisation des mesures rapides avec I'amélioration
de la sensibilité pour la détection de faibles emtiations37].

Une reproductibilité élevée du signal obtenu awee stabilité de la réponse a long terme, et une
forte tendance a résister a la désactivdti@n.

Une biocompatibilité avec une excellente résistanbencrassement de I'électrddé].

Une transparence optique dans les régions de lidWle et de I'IR du spectre
électromagnétique, une propriété particulieremieéressante pour des mesures spectro-

électrochimiques.

L’électrode de diamant dopé au bore utilisée dzette étude a été élaborée par la société
Neocoat (La Chaux-de-Fonds, Suisse). Un film dendiat polycristallin d'une épaisseur de 300
nm, dopé au bore d’'une concentration comprise erd@ a 8000 ppm, est déposé par la
technique de dépbt chimique en phase vapeur (CUbuse couche de silicium recouvert par
deux couches isolantes; une couche d'oxydelidausi et une autre de nitrure de silicium
(Si/SIC/SizsN4). L'épaisseur totale est de 0,5 mm (Figure IVLB.surface active de I'électrode

de travail est de I'ordre de 0,07 Ttdéfinie par un joint torique).

Figure V.1 : la structure d’'une électrode BDD

IV.2.3 Mesures électrochimiques

Toutes les mesures électrochimiques dedetspscopie d'impédance électrochimique et
de la voltammetrie cyclique sont réalisées ersatit le dispositif expérimental et I'instrument

décrit dans le chapitre Il (partie B). Toutesressures de la voltammeterie cyclique (CV) sont
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effectuées a température ambiante avec une cagbdae. Les mesures de la spectroscopie
d'impédance électrochimique (EIS) sont réaliséesréaence de couples redox [Fe (CNj ™8],
dissout dans PBS [ 8 mM], avec une gamme de freagualtant de 100 mHz- 100 kHz a 195
mV.

IV.2.4 Caractérisation de surface par la microscom a force atomique (AFM)

Le microscope a force atomique (AFM) permeate cartographier les surfaces avec une
précision pouvant aller jusqu’a I'angstrom et ytdtBer des interactions ou des déformations
dynamiques sur des échelles inférieures au micremiead microscopie a force atomique (AFM)

a été realisée en milieu ambiantes en utilisanbhservateur Nano (CSI Société, France), avec
une résolution maximale de 110 firhes mesures ont été effectuées en mode tappim e
pointe silicium (Europa, Allemagne) ayant une raidd’environ 75 N/m et une fréquence de
200- 400Hz. Le rayon de la pointe est < 10 nmétdsntillons ont été analysés dans une zone (5
X 5 um).

IV.2.5 Préparation de biocapteur

IV.2.5.1 Nettoyage de I'électrode BDD

Avant utilisation, I'électrode de BDD estprétraitée avec I'éthanol, ensuite, elle est
soigneusement rincée avec I'eau ultra pure et séohsé flux d'azote.

IV.2.5.2 Fonctionnalisation du laisface de BDD par la générationn-situ de sel diazonium

L'étape la plus importante pour la consmn d'une électrode modifiee est la
fonctionnalisation du transducteur, cette étaperésisée par la réduction électrochimique du
sel de diazonium génére in-situ. Pour se fairedidzonium a été synthétisé dans une cellule
électrochimique par I'addition de 0.1 M Nak® une solution électrolyte contenant 2 mM de 4-
aminobenzylamine (4-ABA) et 0.5M HCI a 4°C. Ensuié mélange a réagit pendant 5 min
avant la réduction électrochimique, en utilisantvédtammeétrie cyclique qui est la technique
généralement adoptée pour la réduction électrocienidu diazonium, car elle permet
d’observer au mieux les phénomeénes réactionnet¢sderla fonctionnalisation de surface. Le
potentiel a été varie dans une gamme de 0.6 a Apves le greffage électrochimique,

I'électrode a été rincée avec de I'eau ultrapure.

Ce dépdbt électrochimique du sel de diazonium dwigstpar un groupement NH4-ABA)
implique des réactifs simples et ne nécessite pasme les méthodes classiques de greffage

I'isolement et la purification du sel diazoniunmsstius dans les solutions acidés)|.
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IV.2.5.3 Immobilisation d’enzyme

Les MWCNTSs sont dispersés dans un tampasghate pH 7 contenant 0.4 M EDC et 0.1
M NHS, le mélange réagit pendant 90 min afin deligéa I'activation des groupements
carboxyles. Ensuite, une solution enzymatique cante0.3 mg de tyrosinase (20 pL) dissout
dans un tampon phosphate 10 mM, pH 7 plus 5 pl M&CNTs sont soigneusement
homogénéisées, puis, 10 pl de ce mélange est@kepas la surface de I'électrode modifiée par
le greffage électrochimique, le capteur est ensplecé dans une atmosphére saturée de
glutaraldéhyde pendant 10 min. le biocapteur essaardé a sec a 4° C jusqu'a son utilisation. Il
est par ailleurs conservé a 4°C dans un tamponpphats 10 mM pH 7 entre deux jours de

mesure. Le schéma IV.2 résume les étapes de ptiépada biocapteur.
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Figure IV.2: les étapes de préparation du biocapteur.
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V.3 Résultats et Discussions

IV.3.1 Réduction électrochimique du sel diazonium

La Figure IV.3 présente le voltammogrammeasd’'une réduction électrochimique du sel
diazonium généreé in situ par une réaction de 4 ABAc NaNQ@ dans une solution de HCI, avec

une vitesse de balayage de 100 mY/ & une gamme de potentiel variant de 0.6 & -1 V.

Au premier cycle, la variation du courant en fooctdu potentiel appliqué, présente une vague
de réduction localisée vers -0.4 V. Ce courantespond a la réduction du sel diazonium en
solution qui conduit & la formation de radicale aeiA partir de deuxiéme cycle de balayage, le
courant de réduction diminue dramatiquement. Cattge du courant au cours des balayages
ultérieurs témoigne la passivation de I'électrodetravail et résultant de la formation d’un film

isolant sur la surface du BDD.
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Figure 1V.3: Voltammogramme de la réduction électrochimiquselule diazonium,
(1) premier balayage, (2) balayages ultérieutes Vitesse de balayage : 100 mV. s

IV.3.2 Caractérisation électrochimique
IV.3.2.1 Caractérisation par la voltammeétrie cyclique (CV)

la figure V.4 présente les voltammograranenregistrés pour lés différentes étapes
d’élaboration de notre biocapteur dans une solui®r8 mM[Fe(CN)]+* dissout dans le PBS,
avec une vitesse de balayage de 50 fi\C®mme on peut le voir sur la figure, les picsxgtio-
réduction du couple redox sont visibles pour I'lede nue ( courbe a), une diminution
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dramatique du courant aprés le greffage électragniendu sel de diazonium (courbe b) par
rapport a I'électrode nue, et une disparition des ge la sonde redox suite a 'immobilisation de
'enzyme (courbe c), ce qui est attribué a la paggin de I'électrode modifiée, qui par

conséquent empéche l'acces des électrons a laesdidaBDD a travers la barriére interfaciale de

film enzymatique.
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Figure IV.4: Voltamogrammes cycligues de I'électrode BDD nug, (@odifiée par greffage
électrochimique (b) et aprés le dépot de la memdenzymatique () en présence de 8mM de
[Fe(CNe)] ¥*. Vitesse de balayage : 50 mV. s

IV.3.2.2 Caractérisation impédimétrique (EIS)

Pour obtenir des contréles d'immobilisati@upplémentaires, nous avons utilisé la
spectroscopie d'impédance électrochimique comntentque de caractérisation afin de mesurer
la conductivité de surface du substrat modifié. iresures ont été effectuées dans une solution
de 8 mM [Fe(CNJ*™* dissout dans le PBS, en appliquant un potentiel@® mV sur une
gamme de fréquence comprise entre 100 kHz et 109. iné$ diagrammes de Nyquist obtenus
sont représentés dans la figure 1V.5, on remardggredue le diametre des demi-cercles augmente
de maniéere significative apres chaque étape dr#bn du biocapteur, traduisant une
augmentation de la résistance de transfert de el{& expliquée par la diminution du transfert
d’électrons a l'interface électrode/ électrolyte.
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Figure IV.5: Diagrammes de Nyquist de I'électrode BDD nued@&)la BDD modifiée par greffage
électrochimique (b) et aprés dépot de la membraizgraatique (c) en présence de 8mM de
[Fe(CNe)] ¥ dans une gamme de fréquence de 100 mHz — 100 kb& @V.

Le comportement électrique de ce systéieetrochimique et les modifications apportées a
I'interface électrode/électrolyte, peuvent étre réspntés de facon analogue par un circuit
électrigue équivalent. Ce circuit équivalent egtliggé pour ajuster les données expérimentales
et extraire les informations nécessaires sur leanpeires électriques traduisant la variation
impédimetrique. Les spectres obtenus ont été nemdépar le circuit équivalent de Randles, qui
est la combinaison d’'une résistance représentarésiatance due a la chute ohmiq&g),(un
condensateur représentant la capacité de doubleheoly), une résistance de transfert de
charge Ryy), et 'impédance de Warburd () représentant le phénomene de diffusion des espéeces

redox.

Figure IV.6: Circuit équivalent de Randles.

IV.3.2.3 Caractérisation par microscopie a force tmmique (AFM)

Les topographies de la surface de I'ébelet BDD ont été observées par AFM en mode

tapping dans une zone dend x 5um de substrat. La figure IV.7 (a), (bjontre successivement
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les images de la topologie de I'électrode BDD ntie raodifiée avec le film diazonium-
MWCNT- tyrosinase. La figure V.7 (a) montre lawstiure micro-cristalline des électrodes BDD
ou la taille moyenne des cristaux est de I'ordrd@ nm avec un facteur de rugosité de 5 nm.
Apres le dép6t de la membrane enzymatique (Figuré (b)), la surface de I'électrode modifiee
est relativement lisse, ce qui indique la form@ti’'un film homogeéene et dense, recouvrant la
structure micro-cristalline des électrodes BDD.rlugosité (RMS) obtenue est de l'ordre de 3

nm.

0,24 pm

027 ym

0,00 ym 0,00 ym

Figure IV.7: images AFM représente la morphologie de surfackétirtrode
BDD nue (a) et apres dép6t de la membrane enzguetb).

IV.3.3 Caractéristiques analytiques
IV.3.3.1 Gamme de linéarité, limite de détection aeproductibilité

Les voltammogrammes cycliques présentéslauigure V.8 montrent la réponse du
biocapteur enzymatique obtenue apres l'injection diférentes concentrations de BPA dans un
tampon phosphate 10 mM, pH 7.2. La concentrat®@BEA dans la solution peut étre quantifiee
par la mesure du signal électrochimique qui cooedpa la réduction électrochimique des

especes d’O-quinone libérés a la surface de liéldetBDD.

Nous avons observé une augmentation de dodeanéduction lorsque la concentration de
BPA augmente, avec un pic de réduction localis#. &V ce qui est attribuée a la réduction

électrochimigue d’O-quinone issue de I'oxydationcdéchol par la tyrosinase.
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Figure 1V.8 : Voltammogrammes cycliques obtenus apres l'injactie BPA dans un
PBS 10 mM, pH 7.2.

En portant la densité de courditefp fonction du logarithme de la concentratiorB&¥A,
on obtient la courbe de calibration. Comme le nmtarfigure 1V.9, la réponse du biocpateur est
linéaire entre 18" M et 10’ M avec une trés bonne sensibilité de 1.81 pAickti? et une limite
de détection de I'ordre de 1tM. Cette limite de détection est de loin beaucolus passe que
les valeurs rapportés dans la littérature pouralgses biocapteurs basés sur la tyrosinase ou
celles des capteurs chimiques (Tableau 1V.1). Gatribue a l'utilisation des MWCNTSs,
conférant un microenvironnement biocompatible pdenzyme et aux électrodes BDD,
permettant un transfert d'électrons rapide, alssprotocole de préparation du biocapteur qui
conserve l'activité catalytique de tyrosinase at ganséquent facilite la réaction enzymatique
désirée.
La reproductibilité de la réponse du biocapteuretitppé a été testée sur quatre biocapteurs
différents & trois niveaux de concentration dangdmme de 18" -10” M. Le coefficient de
variation déterminé avec trois mesures est tres banil se situe entre 7.7 % et 9% dans

I'intervalle de concentrations étudiées.
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Figure IV.9 : Courbe de calibration de biocapteur enzymatiquaPa.

IV.3.3.2 Sélectivité et stabilité

Afin d’évaluer la sélectivité du biocapteamzymatique, nous avons déterminé sa réponse
vis-a-vis différentes substances potentiellemerteri@rents tels que le 2-nitrophenol, 4-
nitrophénol et le phénol et certains ions inorgaei (Ni%, Cd™? KNOs; Cu?). Nous avons
trouvé gu’une concentration 20 fois plus élevée aple de BPA (0.1 puM) du 2- nitrophénol, du
4-nitrophénol et des ions inorganiques n’affects pa signal du biocapteur, au contraire,

I'interférence du phénol est significative, (sigégal a 75 % par rapport de celui du BPA).

La stabilité du biocapteur au stockage atéséée sur une période de 7 semaines, en
conservant le capteur dans un tampon phosphateM,(Qokt 7.2 & 4 °C aprés chaque utilisation.
L’évolution de la réponse du capteur en fonctiontelmps est présentée sur la figure V.10 la
réponse du biocapteur s’avere stable pendant ude die 5 semaines, puis le signal diminue.
Au bout de 49 jours, il reste néanmoins encore @@l % du signal initial. Le biocapteur mis au
point dans ce travail a une durée de vie plus lergue celles rapportées dans la littératite
25-42-47] Cette grande stabilité du biocapteur développétsbuée a la forte liaison de la
tyrosinase avec I'électrode BDD ainsi qu'a la hasttbilité chimique et électrochimique du

BDD.
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Figure 1V.10 : Stabilité de stockage du biocapteur enzymatique,
[BPA]= 0.1uM dans un PBS 10 mM, pH 7.2.

Tableau IV.1: Performances analytiques de quelques capteurstrétdgimiques pour la
détection de Bisphénol A.

' : . Gamme linéaire| Limite de détection
Configuration de biocapteur (M) (M) References
Tyr-diazonium-MWCNTs/ BDD 1.10" - 1.10 10 Ce travail
Tyr-poly (thionine)/ GCE 2.3.10° [25]
Tyr-SWCNT/ CPE 1.107-1.2.10° 2.108 [26]
Tyr/BDD 10° [30]
CoPc-CPE 8.75.10%-1.25.10° 1.108 [40]
Poly(3,4-ethylenedioxythiophene/GCE 4.10°- 4.10* 2.2.10° [41]
Polyglutamic acid-MWCNT-NJAGCE 1.10"- 1.10° 2.10° [42]
MWCNTs/ GCE 1.10%-1.10° 5.10° [43]
MWCNT-mélanine/GCE 1.10%- 4.08.1C¢ 5.10° [44]
Tyr-AuNPs/ SPCE 4.2.10°%-3.6.10° 1.10° [45]
Tyr- NiNPs/ SPCE 9.1.10" - 4.8.10° 7.1.10° [45]
Tyr- FeO/ SPCE 2.2.10°- 4.0.10° 8.3.10° [45]
Titania-Nafion -MWCNT/ GCE 1.10%-5.10° 9.10% [44]

GCE : Glassy carbon electrode (Electrode de carboneuxjr

SPCE: Screen- printed electrode (Electrode imprimée&oaan).

SWCNT: Single- walled carbon nanotube (nanotubes de narbwno-feuillet)
CPE: Carbon paste electrode (Electrode a pate de agybon
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IV.3.4 Détermination de BPA dans des échantillons’édaux dopés

Le biocapteur a été utilisé pour la déieation du BPA dans des échantillons d’eaux réels
(riviere la Chaudanne- Lyon), les échantillons sdilités, ensuite dopés avec différentes
concentrations de BPA (dans la gamme linéaire deolabe de calibration)lLe tableau V.2
résume les résultats obtenus. On peut constatelegu&ésultats obtenus étaient en bon accord
avec les valeurs théoriques, indiquant une bon@egion ce qui valide de le grand potentiel du

biocapteur proposé pour la détection de BPA das®deantillons d'eau naturels.

Tableau 1V.2 : Analyse des échantillons d’eaux depsvec BPA.

Concentration Ajoutée Concentration trouvée Recouvrement
(-log C [M]) (-log C [M]) (%)
11 11.40 103.7
10 09.53 95.4
07 07.21 103.08
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V.4 Conclusion

Au cours de cette étude, nous avons dppélain biocapteur a base de tyrosinase pour la
détermination du Bisphénol A dans un milieu aqueDg. biocapteur a permis une détection
sensible et trés stable de BPA avec une limiteélection trés basse de™0M. La méthode
proposée pour I'élaboration de biocapteur qui &iasia la fonctionnalisation de la surface des
électrodes BDD par le greffage électrochimique eludge diazonium, ainsi qu’a l'utilisation des
nanotubes de carbone pour limmobilisation d’enzynae permis d’avoir des meilleurs
performances analytiques, en particulier en terdeega limite de détection et de stabilité. La
réponse obtenue est linéaire dans le domaine He-10" M.

Le biocapteur a par ailleurs été appligué avec esicc la détermination du BPA dans des
échantillons d'eau réels, ce qui montre le grangriel de la méthode proposée pour des

applications pratique dans le traitement des eaux.
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Conclusion générale et perspectives

Dans ce travail, nous nous sommes intésesau développement de biocapteurs
enzymatiques pour la détection des polluants emewmiaqueux en utilisant trois types de

transducteurs électrochimiques ainsi que difféetegehniques électrochimique.

Nous avons, dans un premier temps, dévélapgux biocapteurs a base de lipase de
Candida Rugosa I'un conductimétrique et l'autre impédimeétriqueour la détection des
pesticides organophosphorés ; diazinon, parathiéthyte et paraoxon méthyle. Nous avons
montré dans le biocapteur conductimetrique l'int@oce du contrdle et de la maitrise des
différentes étapes de fabrication des biocapteamspassant par la préparation de la solution
enzymatique, sa conservation, le choix des comditid'immobilisation, de conservation du
biocapteur et de mesure. Tous ces parametres janadle primordial sur les performances des
outils analytiques développés, en particulier ur ltemps de réponse, leur sensibilité, leur
reproductibilité, leur stabilité. Ce biocapteur ermis d'effectuer une détection directe des
organophosphorés avec un temps de réponse tres (Goumnin) comparant aux méthodes
classiques d’analyses mais aussi par rapport auvesaniocapteurs précédemment rapportés dans
la littérature. Une application sur des échantglogels a été réalisée avec succes.

Dans la partie suivante de ce chapitre, nous aeffestué une étude comparative entre deux
types différents de lipase ; une source microbietm€andida Rugosat I'autre extraite du
pancréas de porc (source animale). Nous avons éante la lipase issue d'une source

microbienne est plus active et plus performante poe application biocapteur.

Dans la partie suivante, nous nous sommesesgés au développement d’'un biocapteur
impédimetrique pour la détermination de I'activité la phospholipasefen se basant sur le
signal électrochimique de la réaction enzymatiquela Iécithine. Deux types de PLAnt été
testés ; la premiére a été extraite de venin dlabei la deuxieme de venin de serpent (cobra
mossambica mossambica).Les enzymes ont été imsedsli par réticulation dans une
atmosphére saturée de glutaraldéhyde en préseacwmdeparticules d’or pour 'amélioration de
la conductivité électrique. Nous avons obtenu leslleures performances analytiques en
utilisant PLA de venin de serpent avec laquelle on a pu avarionite de détection de I'ordre

de 10"M avec une bonne sensibilité et reproductibilité.
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Dans la derniere partie de travail, nausns élaboré un biocapteur a base de tyrosinase
pour une détection rapide de bisphénol A, en atilida technique de voltammeétrie cyclique. Des
électrodes en diamant dopé au bore (BDD) qui pesdates propriétés remarquables et uniques
ont été utilisées. Par ailleurs, afin d’'augmentactivité catalytique et la stabilité de I'enzyme,
nous nous avons adopté une autre méthode d'imrsatddn qui consiste a la modification
électrochimique des surface de BDD par le greffdigesel de diazonium avec l'utilisation des
nanotubes de carbone multi-feuillets. Nous avonstréogue I'ajout des nanotubes de carbone
conduit a 'amélioration des performances analggjdes biocapteurs, en particulier sa limite de
détection et sa stabilité. Ces caractéristiqued swmilleures que celles des biocapteurs déja
rapportés dans la littérature. Le biocapteur aneéiié appliqué avec succes a la quantification de
BPA dans plusieurs échantillons d’eaux réels, ce dgmontre le bon fonctionnement du

biocapteur de BPA proposé pour des applications adomaine de traitement des eaux.

Ce travail avait permis de travailler sieux aspects importants pour améliorer les
performances des biocapteurs : le mode d’'immobitisadu biorécepteur (réticulation, liaison
covalente, fonctionnalisation chimique et électiodue du transducteur) et sur l'aspect
transduction par I'utilisation de microélectrodestypes et géométries différents avec différentes
techniques électrochimiques de transduction. Itfauravailler encore avec les nanomatériaux
comme les nanotubes de carbone, les nanopartididegpour la conception des biocapteurs.
Lors de ce travail on s’est intéressé plutdt awetippement des outils d’analyse rapide, facile a
mettre en ceuvre, avec une bonne stabilité de gjeckkestinés au contréle environnemental en
particulier pour le traitement des eaux. Une extensers la sécurité a été menée en détectant
I'activité de I'enzyme PLA issue du venin de serpent, montrant ainsi 'amg@étdes domaines

d’application des biocapteurs.
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