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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

Le Cadmium, un métal lourd provenant de nombreuses applications industrielles telles que
la métallisation et la production des batteries Cadmium-nickel, est un danger potentiel pour
I’homme et I’environnement. Plusieurs composés contenant du Cadmium sont classés dans la liste

des produits cancérogenes et peuvent induire beaucoup de types de cancer [1].

De nombreuses méthodes analytiques traditionnellement utilisées pour la détection des ions
cadmium (II) ont été largement examinées dans la littérature; comme la spectroscopie d'absorption /
émission atomique (AAS / AES) [2,3], la spectrométrie ultraviolette-visible [4], la voltamétrie de
stripping anodique a onde carrée [5] et la spectrométrie de fluorescence atomique (AFS) [6]. Malgré
leurs performances, la plupart de ces méthodes sont souvent fastidieuses, prennent du temps et
nécessitent de grandes quantités de solvants, de réactifs et d'appareils sophistiqués. Par conséquent,
des techniques peu cofliteuses, sensibles et sélectives sont trés souhaitables pour la surveillance du

cadmium.

Les biocapteurs constituent I’un des moyens les plus couramment utilisés dans 1’évaluation ou la
détection de Cadmium. Ces nouveaux moyens d’analyses ont connus un essor tout a fait
remarquable grace aux besoins de plus en plus pressants des différents secteurs touchant a la chimie
et a la biochimie (environnement, alimentation, pharmacie, sécurit¢ domestique et industriel,
diagnostic médical...) [7-11]. En effet, ils peuvent étre sélectifs, sensibles et permettent d’obtenir
des mesures rapides in situ. Ceux-ci sont des dispositifs souvent simples et compacts transformant

le signal (bio) chimique en un signal électrique facilement exploitable [12].

Les aptameres sont des molécules d'ARN ou d'ADN avec des structures tridimensionnelles
spécifiques, sélectionnées par un processus de sélection in vitro appelé évolution systématique des
ligands par enrichissement exponentiel (SELEX) [13]. En raison de leurs conformations uniques,
les aptaméres peuvent se lier a un large éventail de cibles telles que de petites molécules, des
protéines et méme des cellules entiéres. Parmi leurs caractéristiques avantageuses, une stabilité
¢levée, leur synthése chimique est simple et la possibilité de les modifier, en ont fait de puissants
concurrents aux anticorps en analyse moléculaire [14-16]. Ils constituent donc de bons éléments
comme matrices efficaces dans I’élaboration des capteurs chimiques. Quelques aptacapteurs ont été

développés dans
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la littérature pour la détection des ions Cadmium. Hamid et al [17] ont développé un capteur
¢lectrochimique de Cadmium utilisant un aptamere d'’ADN, ou le mécanisme de détection a été basé
sur un changement conformationnel induit par la liaison de la cible. Le point critique de la
technologie de fabrication d’un aptacapteur reste lI'immobilisation de biomolécules actives sur la
surface du transducteur. Parmi ces techniques, la fixation covalente a des surfaces de capteur
chimiquement modifiées ; qui est une méthode prometteuse basée sur l'interaction d'un groupe de
marquage et d'une surface chimiquement fonctionnalisée résultant en une couche de film ordonné
d'aptameres. L'attachement covalent chimique peut augmenter la spécificité et la sélectivité de la

stratégie de la détection via les aptameres [18].

Dans le but de détecter le Cadmium a des trés faibles concentrations dans les eaux, nous
avons levé un défit d’¢élaborer deux biocapteurs ¢électrochimiques sur la base d’un aptamere

spécifique au Cadmium.

Le premier biocapteur est a base d’une é¢lectrode en Or modifiée chimiquement par la
réduction électrochimique du sel de Diazonium (CMA) avec de l'acide carboxylique. Ceci a été

utilisé pour I'immobilisation de I’aptamére du Cadmium amino-modifié par réaction Carbodiimide.

Le second biocapteur s’est mis en place par la modification d'une électrode de Carbone
vitreux, d'abord avec des Nanotubes de Carbone — Chitosan (CNTs-CS), puis avec des
nanoparticules d'Or électro-déposées (AuNPs) sur les CNTs-CS, et enfin l'immobilisation de

aptamere-Cadmium par la réticulation via le glutaraldéhyde.

Afin d’atteindre notre objectif, 1’¢laboration de ces biocapteurs a été le fruit du travail réalisé
principalement au sein du Laboratoire des Capteurs, Instrumentations et Procédés (LCIP) de
I'Universit¢ de Khenchela (Algérie) et en collaboration avec I’Ecole Supérieure Nationale de la
Biotechnologie de Constantine (Algérie), le Laboratoire de Sciences Analytiques (LSA) de
I’Université de Claude Bernard Lyon 1 (France) et le Laboratoire des Biocapteurs, Analyse et

Environnement (BAE), de I’Université de Perpignan Via Domitia (France).
La présente thése est subdivisée en quatre chapitres.

Le premier chapitre est consacré pour une bibliographie présentant des généralités sur les
biocapteurs a base d’aptameére et une présentation détaillé des procédés d’immobilisation des

aptameres

Le deuxieme chapitre intitulé «les techniques électrochimiques» qui résume les différentes

techniques électrochimiques appliquées dans ce travail.
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Alors pour le troisieme chapitre, nous présentons la détection du Cadmium en utilisant le premier
biocapteur a base d’aptameére immobilisé sur une plateforme d’électrode d’Or modifiée par les sels

de Diazonium .

Tandis qu’en quatriéme chapitre, qui est dédié¢ aussi a la détection du Cadmium par le second
biocapteur via aptamere-Cadmium sur une matrice composée d’AuNPs/CNTs/CS — Electrode en

Carbone vitreux.

Pour finir, nous donnons une conclusion générale qui résume toutes les démarches avec des

perspectives.
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Chapitre 01

GENERALITES SUR LES BIOCAPTEURS A

1.1. Introduction

Dans ce chapitre nous avons présenté le principe de fonctionnement d’un biocapteur, basé
sur la reconnaissance entre un analyte et son biorécepteur, puis sur la transduction de cette
reconnaissance en un signal quantifiable. Nous avons montré que différentes techniques sont
utilisées pour cela, qu’elles soient optiques, mécaniques, thermiques ou encore électrochimiques,

donnant ainsi naissance a diverses familles de biocapteurs.

A travers les exemples cités dans cette présentation générale des biocapteurs, nous avons pu
voir que I’immobilisation des biorécepteurs a la surface de transducteurs peut se faire de multiples
manieres et influe directement sur les performances du systéme. C’est pourquoi dans la deuxiéme
partie a traité plus en détail des différentes méthodes les plus couramment utilisées pour réaliser de

telles fonctionnalisations de surface.

Nous avons décrit les principales méthodes d’immobilisation des biomolécules d’intérét a la
surface de transducteurs ainsi que les avantages et inconvénients liés a chacune de ces techniques.
En effet, si ils existent des techniques dites douces, telle que ’adsportion, celles-ci n’assurent pas
une bonne sélectivité et une bonne immobilisation dans le temps. A I’inverse, le greffage chimique,
par formation d’une liaison covalente, assure une bonne adhésion du biorécepteur mais peut
dénaturer ce dernier. Nous avons également pu voir que la technique d’immobilisation utilisée

dépend fortement de 1’état de surface du transducteur et de sa nature chimique.

Nous avons traité des différents nanomatériaux d’intérét pouvant apporter un plus dans la

conception de biocapteurs.

1.2. Généralité sur le cadmium

1.2.1. Historique

Le cadmium fut découvert en 1808 par Magnus Martin af Pontin, mais c’est en 1817 que

I’Allemand Friedrich Stromeyer le prépara pour la premicre fois. Le nom de Cadmium vient du
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latin cadmia, « calamine », ancien nom donné au carbonate de zinc, le cadmium était extrait de ce
minerai aux environs de la ville de Theébes, qui fut fondée par Cadmos, et dont la citadelle porte le

nom de kadmeia, en frangais Cadmée [1].

1.2.2. Propriétés du cadmium
Le cadmium est un métal blanc, mou et malléable. Il ternit au contact de I'air.
a. Propriétés physiques

Le cadmium est un métal blanc argenté ayant des propriétés physiques proches de celle du
zinc. Il fond a 320,9 °C et bout a 767 °C. Lors de 1'ébullition du cadmium, il se dégage des vapeurs
jaunes toxiques. Sa masse spécifique (densité) est de 8 650 kg/m?. Il est ductile (résistance a
I’étirement), malléable (résistance a I’aplatissement) et résiste a la corrosion atmosphérique, ce qui

en fait un revétement de protection pour les métaux ferreux.
b. Propriétés chimiques

Les propriétés chimiques du cadmium sont semblables a celles du zinc. L'ion cadmium est

remplacé par le zinc métallique en solution : il est donc plus noble que le zinc.

Il s'oxyde treés peu a température ambiante et briile dans l'air en donnant l'oxyde anhydre
CdO, insoluble dans un exces d'hydroxyde de sodium. Il réagit avec les acides et les bases. Le
cadmium est soluble dans I'acide nitrique dilué¢ et dans les acides chlorhydrique et sulfurique

concentrés et chauds. La masse molaire atomique du Cadmium (Cd) est de 112,4 g/mol.

1.2.3. Utilisation du cadmium

Le cadmium a de multiples utilisations : notamment dans les écrans de télévision, les barres

de controdles des réacteurs nucléaires, les colorants,... etc.

Il entre dans la composition de nombreux alliages a bas point de fusion (soudures, brasures)
et sert a la fabrication de certaines batteries d'accumulateurs (« piles rechargeables ») mais, ses
principales utilisations sont celles de ses composés utilisés comme revétements anticorrosion
(appliqué en couche mince sur l'acier par cadmiage, le cadmium protége contrela corrosion, en

particulier saline), ou encore la fabrication de pigments de couleurs (jaune et rouge).

p. 2
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1.2.4. Toxicité du cadmium

Le cadmium est un métal extrémement toxique qui est largement utilis¢ dans Ia
galvanoplastie. Il est également présent dans la fumée de cigarette, dans certaines peintures

industrielles et dans certains produits destinés aux activités agricoles (engrais phosphorés).

Chimiquement, lorsqu’il est a 1’état élémentaire atomique, tout comme le mercure et le
plomb, le cadmium n’est pas toxique pour les organismes vivants. Mais il le devient apres

transformation chimique ou biochimique en un cation divalent M2+.

Le cadmium est un métal d’origine naturelle, il est généralement présent dans
I’environnement comme un minéral combiné avec d’autres éléments (par exemple, 1’oxygene, le

chlore et le soufre).

La toxicité¢ du cadmium se produit par voie orale ou respiratoire [2], pouvant provoquercourt
ou a long terme des problémes de santé graves car il est capable de remplacer le calcium dans

I’organisme et d’entrainer une fuite calcique.

Cette exposition affecte les poumons, les reins, les os et le systtme immunitaire. Elle peut
conduire au cancer des poumons et a celui de la prostate, étre a 1’origine de troubles
cardiovasculaires, ou encore causer le jaunissement des dents et provoquer de 1’anémie. Le
cadmium semble aussi contribuer aux maladies auto-immunes de la thyroide, il est classé

cancérigene et peut conduire au déces.

1.2.5. Principales sources de pollution
Le cadmium présent dans 1’atmosphére est la conséquence de phénomenes naturels et anthropiques.

Le cadmium contenu dans la crofite terrestre peut €tre dispersé dans 1’air au cours deséruptions
volcaniques. Cependant les activités industrielles, les incinérateurs d’ordures ménageres constituent
les principales sources de contamination atmosphérique. Les fortes concentrations de cadmium dans

I’air sont le lot des villes tres industrialisées.

Dans I’eau le cadmium provient de 1’érosion naturelle des sols et surtout des rejets industriels et
miniers. Le cadmium présent dans les tuyaux des réseaux de distribution d’eau peut contaminer
I’eaude consommation. Le taux de contamination par cette voie est fonction de la durée du séjour de

I’eau dans le réseau de distribution.
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La présence du cadmium dans les végétaux est le fait de I’absorption de ceux-ci a partir de sol
contaminé.« Le tableau 1.2 » donne les concentrations moyennes en cadmium dans différents

milieux [3].

Tableau 1-1 :Concentrations ubiquitaires en cadmium

MILIEU CONCENTRATION
Air <5ngm”
océans <1nglL"”
Sols limoneux <0,1 mgKg"
Sols argileux <0,2mgKg"

1.2.6. Conséquences sanitaires

Environ un tiers du cadmium absorbé par un organisme humain sain provient de denrées d’origine
animale et deux tiers d’aliments d’origine végétale. Les personnes sujettes au tabac ou exergant une
activité a risque sont susceptibles de présenter des teneurs en cadmium supérieures a celles admises

pour I’organisme.

L’exposition chronique au cadmium provoque des cedémes pulmonaires, un ramollissement

généralisé des os et un dysfonctionnement des reins. Ces pathologies peuvent étre irréversibles.

1.3. Les biocapteurs

1.3.1. Historique

L’histoire des biocapteurs a débuté en 1950, lorsque Leland Clark a crée le premier
biocapteur dont le but est de mesurer la concentration de I’oxygéne dissous dans le sang. En 1962,
ce biocapteur est adapté a la mesure de la concentration de glucose dans le sang [4]. Cinq années
plus tard, Updike et Hucks ont congu une électrode enzymatique permettant de doser le glucose
dans des solutions biologiques [5]. Dans les années qui ont suivi, de nombreuses études ont été
réalisées afin de mieux comprendre le fonctionnement de ce premier biocapteur a glucose3 ou dans
le but appliquer son principe au développement d’autres biocapteurs enzymatiques. On peut ainsi
citer par exemple lebiocapteur potentiométrique proposé par Guilbault et Montalvo en 1969 pour la

détection de 1’urée [6].

p. 4



CHAPITRE 01 GENERALITES SUR LES BIOCAPTEURS A BASE D’APTAMERE

1.3.2. Définition

Un biocapteur est un outil ou systéme analytique congu pour transformer une réponse
biologique en un signal électrique [7]. Ce dispositif est basé¢ sur I'accouplement spatial direct d'un
composé biologiquement actif immobilisé, appelé "biorécepteur" ou "¢lément de reconnaissance
biologique", avec un transducteur qui agit en tant que détecteur et un amplificateur électronique [8].
Le biocapteur emploie les systémes biologiques a différents niveaux d'intégration pour identifier
spécifiquement la substance a déterminer. La premiere étape de cette interaction est la formation

d’un complexe spécifique de la substance active immobilisée avec 1'analyte.

Analytes Les éléments d’un biocapteur

. Biorécepteur w Systéme électronique
Sang, urine, salive, ..., MJ - amphflcateur

ADN % dispositif FET ) |.. || designal

v 0@
- Py processeur g P

/

bactéries nanoparticules de signal

o ~- | W\

cellules électrodes

Agro-alimentaire

environnement

Figure 1-1 : Représentation schématique du principe de fonctionnement d'un biocapteur

La « Figure 1.1 » représente le principe de fonctionnement d’un biocapteur permettant
d’obtenir, a partir de I’espéce a détecter dans 1’échantillon, toute information utile a son évaluation.
Cette donnée va ensuite étre traitée, enregistrée et stockée. Le biorécepteur (enzymes, anticorps,
ADN, cellules, organites cellulaires, tissus...) catalyse des réactions biochimiques ou interagit avec
des structures complémentaires conduisant a des changements de propriétés physiques ou
chimiques convertis en signaux électriques mesurables grace au transducteur. Ces signaux seront
ensuite amplifiés et traités par des circuits €lectroniques. Les plus utilisés reposent sur I’optique, la

calorimétrie, la piézoélectricité et I’électrochimie.
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1.3.3. Les performances des biocapteurs

Comme toute méthode d’analyse, les performances des biocapteurs sont caractérisées par

différents parametres :

La sélectivité : I’ aptitude a détecter I’espece cible a I’exclusion de toute autre. Ce paramétre
dépend principalement du biorécepteur, bien que le choix du transducteur puisse contribuer a une

bonne sélectivité.

La sensibilité : le rapport entre la réponse du capteur et la variation correspondante de la

grandeur a mesurer.

La reproductibilité : la capacité du biocapteur a donner des réponses trés voisines pour des

mesures répétées de la méme quantité d’analyte a mesurer.

La limite de détection : la plus petite valeur de la grandeur a mesurer pouvant étre détectée

de fagon significative.

L’exactitude : c'est 1'accord entre le résultat de la mesure et la valeur vraie de la grandeur

mesurée ; 1'écart est appelé erreur absolue.

La durée de vie : période pendant laquelle les caractéristiques du capteur permettent son

utilisation avec un degré de précision suffisant.

La dérive : 1’évolution de la ligne de base du capteur en 1’absence de I’espéce cible.

1.3.4. Domaines d’application des biocapteurs

Un grand nombre de travaux ont été dédiés ces dernieres décennies au développement de
biocapteurs pour des applications treés variées dans le domaine de la santé [9,10], I’environnement
[11], Pindustrie agroalimentaire [12,13], I’espace [14] ou encore le bioterrorisme [15]« Figure 1.2

»e

p. 6
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Figure 1-2:Principales applications des biocapteurs.

L’évolution des normes de plus en plus strictes de 1’industrie alimentaire a contribué au
développement de biocapteurs pour [’analyse des produits (essentiellement de grande
consommation). IIs permettent 1’étude de la qualité de viandes, de poissons, de la composition de
nourriture ou de la présence de toxines d’origine bactérienne [16,17]. De méme, le contrdle de la
qualité¢ de I’environnement étant une préoccupation majeure, les biocapteurs environnementaux
donnent des informations importantes sur la qualité de 1’eau, allant de la détection de détergents, de
polluants considérés comme perturbateurs endocriniens[18] a la détermination de la composition

chimique de I’eau[19], en passant par la détection d’algues marines toxiques.

Les applications dans le domaine médical et pharmaceutique connaissent les succes les plus
importants et lucratifs. C’est d’ailleurs dans ces domaines que les efforts en termes de recherche et
développement sont les plus remarquables. De nombreux biocapteurs ont été développés pour le
contrdle de biomarqueurs de santé tels que le cholestérol [20], le glucose[21], les applications de
diagnostic rapide en temps réel, de type « point-of-care », et la découverte de nouveaux

médicaments.[22]
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1.3.5. Classification des biocapteurs

Les biocapteurs sont classés selon le mode de transduction en 4 catégories : optique, thermique,
piézoélectrique et €lectrochimique. Dans ce qui suit, nous nous intéressons a définir la transduction
¢lectrochimique qui sera utilisée comme mode de transduction des biocapteurs développés au cours

de cette thése.

1.3.5.1. Transduction électrochimique

Les capteurs électrochimiques peuvent étre classés en quatre catégories selon leur mode de
transduction: potentiometrique, ampérométrique, conductimetrique ou impédimetrique [23]. Le
principe de base d’une mesure électrochimique repose sur le fait que certaines substances
¢lectroactives en solution (molécules ou ions) peuvent échanger des électrons avec une électrode,
ceci dans des conditions analytiques bien définies en particulier par le potentiel auquel cet échange
a lieu. Les différents principes exigent toujours une conception spécifique de la cellule

¢lectrochimique.
a. Potentiométrie

Le fonctionnement des capteurs potentiométriques est basé¢ sur la mesure d’une différence de
potentiel entre 1’¢électrode sélective et une électrode de référence disposées dans la solution a
analyser « Figure 1.3. ». Au cours d’une fluctuation d’activité de 1’espece a détecter, ’interface
membrane —solution est le siege de phénomeénes interfaciaux. Il s’établit consécutivement a ces

phénomeénes un équilibre de potentiels chimiques de part et d’autre de ’interface [24]

Electrode

Electrode i
mdicatrice

de réfeérence

Solution
a analyser

Membrane
selective

Cc*: Cation
A Anion

Figure 1-3 :Principe de mesure potentiometrique : accumulation de charges €lectriques a la surface de

I’électrode indicatrice.
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b. L’impedancemétrie

La spectroscopie d’impédance ¢électrochimique (SIE) est une excellente technique pour étudier les
propriétés électriques interfaciales de n’importe quel matériau solide ou liquide connecté a un
transducteur électrochimique. C’est une technique non invasive qui ne requiert pas
d’instrumentation complexe permettant des applications courantes en laboratoire. Dans la dernicre
décennie, I’SIE a pris une importance croissante dans les domaines des technologies liées a la
biophysique et aux biocapteurs [25]. Cette popularité est due a son aptitude a fournir un bon nombre
d’informations. Elle permet une meilleure et plus compléte compréhension d'un systéme

¢lectrochimique que les autres techniques électrochimiques.
¢. La conductimétrie

La mesure de la résistance d'une solution permet la déduction de la concentration de charges entre
deux électrodes. La conductance d'une cellule de conductivité est fonction de la surface de sa

section ainsi que de sa longueur conformément a la loi de Pouillet, qui stipule:

(1.1)
Ou:

G est la conductance (S).

K la conductance spécifique du corps (S/cm).

A la surface de sa section (sz) et 1 sa longueur (cm).

MEalasewn

electrolyvte

Figure 1-4:Schéma de principe des mesures conductimetrique : Transfert d’électron, migration d’ions.
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La conductance de cellule est proportionnelle a la concentration de 1'¢lectrolyte dans laquelle
elle est plongée. Un étalonnage préalable dans une solution de concentration connue est nécessaire.
Les mesures sont effectuées a courant alternatif afin d'éviter des variations de résistance engendrées

par la polarisation des ¢€lectrodes a courant continu.

Dans un cas général, pour un électrolyte asymétrique (cas de fluides complexes), cette technique ne
possede aucune sélectivité. C'est pourquoi elle est utilisée en conjonction avec des techniques de

séparation, comme la chromatographie liquide a haute performance [27]
d. Amperométrie

Les méthodes ampérométriques exploitent des réactions d'oxydoréduction qui engendrent par
I'application d'un potentiel spécifique de l'espece €lectroactive, des échanges d'électrons entre un
métal d'€lectrode et une solution. Le courant électrique induit par ces réactions chimiques est appelé
"courant faradique" et dépend linéairement de la concentration de la cible dans I'analyte. Dans le cas
des biocapteurs ampérométriques, les éléments de reconnaissance biologique qui réagissent
sélectivement avec l'analyte d'intérét sont principalement des réactions enzymatiques ou des
mécanismes anticorps-antigéne (biomolécules) [28]. Historiquement, nous pouvons distinguer trois
générations de biocapteurs ampérométriques basés sur des réactions enzymatiques, définies selon
les différents mécanismes liés au transport électronique [29]. Les biocapteurs de premiere
génération sont basés sur I'¢lectroactivité du substrat (ou produit) enzymatique. Ceux de deuxiéme
génération utilisent des médiateurs redox, libres ou immobilisés sur la biomolécule. Enfin, la
troisieme génération est basée sur un principe de transfert électronique direct entre la biomolécule

redox et la surface de 1'électrode [30].

— ]
]
| 1

et e B LI M——

AMPEROMETRIE ,
Transfert do'electromns, X
determination de I
VMimtensite du courant

Figure 1-5:Schéma du principe de I’ampéromeétrie
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1.3.5.2. Selon I'élément de reconnaissance ( biorecepteur )

Les ¢léments de reconnaissance biologique, appelés aussi biorécepteurs, sont la clé de la
technologie des biocapteurs. Par définition, un biorécepteur est une espece moléculaire qui utilise
un mécanisme de reconnaissance biochimique spécifique. Son choix est tributaire de plusieurs
paramétres : sa stabilité, sa durée de vie, la spécificité de sa réponse et la facilité de son utilisation
aussi bien que de la nature des molécules a analyser. Les biorécepteurs peuvent étre classés selon
leur type d’activité« Figure 1.6 ». On distingue les biorécepteurs d’affinité, qui fixent simplement
I’analyte sans le modifier, les biorécepteurs métaboliques, qui possédent une activité catalytique, et

une autre catégorie récemment intégrée : les récepteurs biomimétiques[31].

Biorécepteurs Biorécepteurs
Biorécepteurs daffinité > métaboliques biomimétiques

e
.

N

>

> >

ADN Enzymes Celiules Aptaméres Polymer cs_ 3 emprente

Figure 1-6: Les différents types de biorécepteurs

Dans ce qui suit, nous nous intéresserons a définir les aptameres en tant que biorécepteurs

utilisés pour la fabrication de biocapteur développé au cours de cette these.

1.4. Aptamere

Au début des années 1990, trois différents laboratoires ont développé une méthode in vitro
de sélection et d’amplification pour isoler des acides nucléiques spécifiques capables de se lier a
une molécule cible avec une grande affinité et spécificité [32].Cette méthode a été nommée SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by EXponentialenrichment) et les oligonucléotides résultants ont
été appelés aptameres, du latin « aptus », adapté a. Les aptameéres sont typiquement composés
d’ARN, d’ADN simple brin ou d’une combinaison de I’'un d’eux avec des nucléotides de synthese.

I1s ont une taille pouvant aller de 6 a 40 kDa. Ils sont isolés a partir de librairies d’acides nucléiques

p. 11
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extrémement complexes, générées par chimie combinatoire, par un processus itératif de liaison,

d’¢lution et de réamplification.

Aprées un enrichissement suffisant, les aptameres sont identifiés et étudiés pour leur liaison a
la cible en tant que population homogene. Grace a leur structuration tridimensionnelle, caractérisée
par des tiges, des boucles latérales, des épingles a cheveux, des triplexes et des quadruplexes, les
aptameres peuvent se lier a une grande variété de molécules cibles telles que des ions, des
antibiotiques, des petites molécules, des acides aminés, des nucléotides, des peptides, des
oligosaccharides ou des protéines. Ils se lient sélectivement a leur cible par des interactions de Van
der Waals, des liaisons hydrogéne, des empilements de cycles aromatiques, des interactions
¢lectrostatiques ou une combinaison de ces interactions [33].La plupart des aptameres décrits
présentent des constantes de dissociation (Kd) de I’ordre du bas nanomolaire voire du picomolaire,
équivalentes et méme parfois supérieures a celles observées pour des anticorps monoclonaux envers
leur antigéne. Les aptameres présentent une grande spécificité leur permettant de discriminer leur

cible par rapport a leurs dérivés.

Boucile en épingic

-
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Figure 1-7 :Caractéristiques structurales des acides nucléiques, adapté de Hermann et al.[34]

1.4.1. Anticorps versus Aptamere

Les aptameéres constituent une alternative intéressante aux anticorps pour le développement
de nouvelles méthodes d’analyse basées sur la reconnaissance moléculaire de la cible. Les

principaux avantages des aptameres sont résumés dans ce « tableau 1.2 » :

p. 12
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Tableau 1-2 :Comparaison des aptameéres aux anticorps
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Paramétres Anticorps Aptaméres

Identification L’identification des anticorps est | Les aptameéres sont identifiés par un
restreinte a une processus in vitro ne nécessitant ni
production in vivo chez des animaux lignées cellulaires.
animaux ou des lignées
cellulaires.

Production La production d’anticorps est Les aptameéres sont synthétisés

laborieuse et peut étre cotliteuse
pour des anticorps rares
nécessitant le criblage d’un
nombre important de

colonies.

rapidement, a
faible colit et sont purifiés dans
des conditions
dénaturantes permettant I’obtention
d’une excellente pureté.

Limitation par rapport a la cible

Les anticorps dirigés contre des
cibles faiblement
immunogéniques sont difficiles
a obtenir.

Des molécules cibles faiblement
immunoggeniques peuvent étre
utilisées pour

générer des aptaméres a forte
affinité.

Sensibilité a la température

Les anticorps sont sensibles a la

température, ce qui
conduit a des dénaturations
irréversibles. Ils possédent une
faible durée de vie.

Les aptaméres fonctionnels
peuvent étre régénérés facilement
en quelques minutes aprés
dénaturation, de fagon réversible. Ils
sont stables a long terme et
peuvent étre  transportés a
température ambiante.

Reproductibilité de production

La performance des anticorps
semble varier d’un lot a 1’autre,
nécessitant une optimisation des
immunoessais pour chaque lot
d’anticorps.

Les aptameéres sont produits par
synthése chimique avec une
extréme précision et
reproductibilité, il y a peu ou pas de
variation d’un lot a I’autre.

Modification des paramétres
cinétiques

Les paramétres cinétiques des

interactions anticorps-cible
ne peuvent étre

modifiés a la demande.

Les parametres cinétiques des

complexes aptamére-cible
peuvent étre changés en fonction de
la méthodologie SELEX.

Modifications chimiques

Une diminution ou une perte
d’affinité de I’anticorps pour la
cible peut étre causée par

le marquage de I’anticorps

Des molécules chimiques
(biotine,fluorescéine...) peuvent
étre  attachées a ’aptamere a
des positions précises non
impliquées dans la fixation.

p. 14
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1.4.2. Sélection des aptameres

L’identification et la sélection de molécules d’aptameres fait appel a un procédé d’évolution
moléculaire dirigée ou SELEX. Développée simultanément par deux équipes en 1990 [35, 36],le
principe de cette technique repose sur I’extraction de ligands potentiels a partir d’une banque
d’oligonucléotides composée initialement de séquences générées aléatoirement. La coexistence,
dans une méme entit¢ moléculaire, de la structure et de la séquence permet alors, par alternance
d’étapes de sélection (basées sur la structure) et d’amplification (basées sur la séquence), d’isoler le
compos¢ possédant les propriétés recherchées « Figure 1.8 ». Ainsi, il s’agit d’une méthode
combinatoire faisant intervenir trois étapes principales : la synthése de banques de séquences
suffisamment riches, le criblage de candidats potentiels et enfin, I’indentification et purification des

séquences retenues.

La premiére étape, cruciale, nécessite la constitution de banques d’oligonucléotides
présentant une diversité moléculaire suffisante. Sachant que les séquences sont constituées d’une
région aléatoire de n nucléotides (en général de 20 a 100), la diversité de la banque dépendra de la
taille de cetterégion. La limite expérimentale de la richesse de la banque est généralement de I’ordre

de 1013 a 1015 séquences différentes [37].

Cette population est ensuite soumise a une étape de criblage via une sélection basée sur
I’existence d’une activité catalytique, ou le plus souvent, I’affinité pour une cible choisie. La
sélection s’opere par séparation physique et peut faire intervenir diverses méthodes telles que la
chromatographie, la rétention sur filtre ou encore 1’¢lectrophorese. Les séquences sélectionnées sont
alors amplifiées par PCR grace a des amorces qui s’hybrident aux régions fixes. Une banque
enrichie en candidats potentiels est donc obtenue, a partir de laquelle un nouveau cycle de
sélection/amplification peut étre effectué. Le taux d’enrichissement dépend des conditions de
sélection, qui jouent un role déterminant pour 1’évolution de la population. Cette succession
d’étapes de sélection et d’amplification est réitérée sur 10 a 15 cycles, permettant ainsi
I’enrichissement progressif de la population en séquences présentant les meilleures qualités pour la

fonction recherchée.

p. 15
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Bangue . Cible
d'oligonucléotides :
— INCUBATION
/ - E:":)I} \
AMPLIFICATION CYCI e SELECTION
SELEX /
Aptameres -

Figure 1-8 :Principe de la méthode SELEX. Chaque cycle de sélection est composé d’une étape
d’incubation entre la cible et la banque d’oligonucléotides, une étape de sélection des séquences ayant

présenté une affinité pour la cible et une étape d’amplification des séquences sélectionnées.

1.4.3. Applications

La découverte des aptaméres et de leurs propriétés a ouvert la voie a de multiples
applications . Leur potentiel en tant que nouvel outil pour I’analyse médicale ou la thérapeutique,
rivalisant ou complétant celui apporté par les anticorps, est en constante évolution. Les revues de

Luzi et al [38] ainsi que Tombelli et al. [39] en résument les principales avancées.

1.5. Biocapteurs pour la détection de cadmium

Un grand nombre de travaux ont été dédiés ces dernieres décennies au développement de
biocapteurs pour le contrdle environnemental le « tableaul.3». montre quelques exemples des

biocapteurs pour la détection de cadmium

p. 16
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Tableau 1-3 :Exemples des Biocapteurs de cadmium

Molécule Limitede Mécanisme de capteur Références

réceptrice détection (plage

sélective linéaire)

d'ions

Levure 0,2 nM Ampérométrie Jarque et

al.2016

Au NPs 3,5 nM (10-30 | Analyse colorimétrique a 1'aide de NP Au et Wang et

uM) d'ascorbes fonctionnalisés a l'acide al.2018
trithiocyanurique

Colonne d 0,8 nM Chromatographie liquide a haute performance | Thirumalai

monolithe en (0,44 a | en phase inversée al. 2018

silice C18 44 uM)

L-cysteine 0.12 M Voltametrie cyclique et spectroscopie Wenshu
d’impédance utilisant une €lectrode en carbone | Zhou et
vitreux modifiée avec graphene et chitosan. al2015

Nanoparticul | 20 nM Nano composite de nanoparticules d'oxyde de | Sahoo et

es de graphéne réduit — bismuth al.2013

bismuth

CNT 2,2 pM Appareils d'analyse colorimétriques et Rattanarat
¢lectrochimiques a base de papier al. 2014
microfluidique utilisant des NTC multi-parois
sérigraphiées.

Nano-fleurs 81 pM (40-140 | Surveillance des ¢€lectrodes sensibles aux nano- | Wei et

poreuses en | nM) fleurs d'oxyde de magnésium poreux au moyen | al.2012

oxyde de d'une voltampérométrie inverse a anodisation

magnésium en onde carrée

CNT 0,27 nM(0,44— | Voltamétrie de stripage anodique par Lui et

178 nM) impulsions différentielles utilisant une al.2011
¢lectrode en carbone vitreux modifiée avec du
Nafion, du poly (dimercapto- 1,3 thiadiazole-
1,3) et des NTC a parois multiples

Nanofibres 0,7 nM (5-80 | Voltampérométrie inverse stri¢e anodique Zhang et

de nM) utilisant une électrode de carbone vitreux al.2016a, b

Polyaniline modifiée avec des nanofibres de polyaniline ,C
auto-dopée / nitrure de
carbone mésoporeux et bismuth

Electrodesa | 4,4 nM (0-1,3 | Couple électrochimique standard d'é¢lectrodes Prasek et al.

couche uM) solides a couche épaisse de ferrocyanure de fer | 2006

épaisse cyanure de potassium

sérigraphiées

p.17



CHAPITRE 01 GENERALITES SUR LES BIOCAPTEURS A BASE D’APTAMERE

1.6. Méthodes d'immobilisation de biorécepteur

La conception d'un biocapteur nécessite I'immobilisation de I’élément de reconnaissance sur
le transducteur. Le choix de la technique d'immobilisation dépend du type de matériel biologique
fixé, du substrat a analyser ainsi que de la configuration du transducteur. Quelle que soit la
technique utilisée, celle-ci doit conserver la conformation du matériel biologique, garantir I’accés de
I’analyte et permettre la transmission du signal a travers la couche sensible immobilisée sur le

transducteur.

Parmi les différentes méthodes d’immobilisation [41], on distingue :

1.6.1. Adsorption

L’adsorption physique est la méthode la plus simple qui permet I’immobilisation de
I’¢lément biologique sur le transducteur « Figure 1.9 ». Elle met en jeu des interactions faibles de
type Van der Waals, des liaisons hydrogénes, des transferts de charges ou encore des interactions
homophiles entre les groupements fonctionnels de la biomolécule active et la surface du support.
Dans tous les cas, il suffit de laisser en contact le biorécepteur a un pH, une force ionique et une
température convenables. Il s’agit d’une technique non dénaturante qui préserve la structure de la

molécule adsorbée et qui permet la régénération du biocapteur.

L’inconvénient majeur de cette technique est la faible résistance de l’assemblage. Les
phénomenes de désorption sont régulierement observés suite a des variations de conditions du
milieu (pH, force ionique, température). La stabilité et la durée d'utilisation des biocapteurs ainsi

obtenus se trouvent diminuées.

N Biomolécule

support vierge suppor modifié

Figure 1-9:Immobilisation des biomolécules par adsorption.

p. 23
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1.6.2. Liaison covalente

Il s’agit de créer des liaisons fortes et irréversibles entre les groupements fonctionnels du
bio¢lément et les groupes réactifs du transducteur. Une fonctionnalisation et/ou une activation
préalable, soit du biorécepteur, soit du support, est souvent nécessaire. Il est préférable de

fonctionnaliser/activer le support afin de maintenir I’activité de la biomolécule [42].

Cette méthode est considérée comme une méthode simple, efficace et irréversible, toutefois
elle doit faire 1’objet de précautions car elle peut impliquer des changements drastiques des
performances du biorécepteur en termes de sensibilité, de sélectivité et de stabilité, voire méme le

détruire [43].

™ Biomolécule

™
- : e ?‘ ~ i‘_‘.r Liauson covalente
Q -
support vierge support modifié

Figure 1-10:Immobilisation des biomolécules par liaison covalente.

1.6.3. Le piégeage

La méthode d’inclusion physique consiste a incoporer le biorécepteur dans une matrice
organique (polymere) [44], ou inorganique (le chitosane, la gélatine, I’agarose) [45-46].La maille de
la matrice assure de mani¢re purement physique la rétention d’enzyme tout en permettant la
diffusion du substrat. L’inconvénient majeur de ce type de technique réside dans 1’établissement
d’une résistance diffusionnelle supplémentaire qui se traduit par une baisse de la sélectivité et une
augmentation des limites de détection [47].Le relargage du biorécepteur dans le milieu réactionnel
suite a la modification des conditions expérimentales telles que lepH, la force ionique, la
température ou encore la présence de solvant peut également constituer, dans certains cas, une

limitation a cette technique.

p. 24
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Figure 1-11: Immobilisation des biomolécules par piégeage.

1.6.4. Réticulation et co-réticulation

Il s'agit dans ce cas d'immobiliser les éléments biologiques, essentiellement les enzymes, en
utilisant un réticulant. Celui-ci est un agent bifonctionnel qui permet de lier les biomolécules entre
elles par des liaisons chimiques, donnant ainsi des composés de hautes masses moléculaires
insolubles dans l'eau. En présence d’une autre protéine inactive telle que 1’albumine de sérum
bovin, on parle de co-réticulation. L'utilisation de cette protéine permet, par une meilleure
répartition des masses, une meilleure maitrise de l'activité enzymatique sans altérer les propriétés
mécaniques des membranes obtenues. L’agent de réticulation le plus utilisé est le glutaraldéhyde

(GA) [48].

n
2 B
i L'__..-“ & Bwomobécule
= .

- support modafic par co-rétculanon & Protdine ineric

Q — S, Agent réticulsnt
suppoet ¥R Q

support modihie par rétculation
Figure 1-12: Immobilisation des biomolécules par réticulation et co-réticulation.

Le GA est un liquide incolore trés odorant a 1’aspect huileux, soluble dans I'eau, dans
l'alcool et dans le benzeéne. Généralement vendu sous forme de solution aqueuse contenant entre 1
et 50% de glutaraldéhyde et 0,05 a 0,5% d’un agent stabilisant comme le méthanol, il est souvent
utilis¢é comme désinfectant ou agent de stérilisation a froid. En biologie, il est employé¢ comme
fixateur cellulaire ou agent de réticulation de protéines et particuliérement les enzymes et les
aptamers. Sous ses différentes formes (libre, linéaire monohydrate etdihydrate, hémiacétal cyclique

et oligomérique...), le GA réagit essentiellement avec les groupements amines des protéines créant

p. 25
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des ponts intra- et intermoléculaires, ce qui immobilise les molécules tout en préservant leur activité

et leur conformation [49].

Il est primordial, lors de I’étape d’immobilisation par le GA, de controler certains
parametres tels que le temps de réticulation. En effet, pour de faibles temps de réaction, les
connexions formées sont insuffisantes pour obtenir une membrane assez dense et un relargage de
I’enzyme est possible. A l'inverse, pour des temps trop longs, la forte réticulation peut entrainer un
changement de conformation, en particulier une déformation de la structure du site actif, affectant

ainsi I’activité biologique d’aptamere.

Le GA a ¢été abondamment utilisé, sous forme liquide [S0] ou gazeuse [S51], pour

I’immobilisation d’aptamere ou de cellules en vue du développement de biocapteurs.

1.7.La modification de la surface d’électrode par des monocouches auto

assemblées et des sels de diazionium

1.7.1. Les monocouches auto assemblés (SAMs) ; modification chimique de la

surface

L'auto-assemblage, au sens général du terme, c’est la formation spontanée des
assemblages moléculaires, auto-organisés, par immersion d’un substrat dans un solvant organique
contenant des molécules susceptibles d’interagir avec la surface du solide. Il existe une grande
variété de groupements fonctionnels se liant & un métal, oxyde métallique et semiconducteurs

spécifiques.
En général, une SAM est constituée de trois grandes parties.

Une téte réactive: cette premicre partie posseéde une grande affinité avec le substrat. Une
réaction chimique (chimisorption) fortement exothermique se produit entre ces molécules et des
sites spécifiques de la surface. La liaison peut étre covalente, ionique ou pseudo-covalente, elle
intervient dans I’arrangement des molécules SAMs. Les molécules vont chercher a occuper tous les
sites disponibles a la surface du substrat, déplagant, dans ce processus, les molécules qui pouvaient
préalablement étre adsorbées a la surface : c’est le phénomeéne de « self-cleaningy». Cet effet,
spontané, implique une certaine mobilité des molécules a la surface du substrat, ce qui permet un

assemblage dense et ordonné.
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Un corps: c’est la partie centrale de la molécule, elle est constituée par des chaines alkyles
simples [S2] qui peu inclure un ou plusieurs groupement fonctionnels comme, par exemple, la
fonction amide ou la fonction phényle [53-54].Lorsque les molécules sont suffisamment proches les
unes des autres, suite au processus du chimisorption décrit précédemment, des interactions de Van
Der Waals entre les chaines interviennent. Si le corps de la molécule SAM comporte des
groupements polaires, alors les interactions ¢électrostatiques peuvent dominer. Ces forces
contribuent a la formation d’un assemblage dense et ordonné de molécules. L’ordre et la stabilité
des SAMs dépendent aussi de la longueur des chaines : plus la longueur des chaines croit, plus les

SAMs sont ordonnées et stables.

Une queue: ou fonction terminale, cette partie est constituée d’un groupement fonctionnel
ou polyfonctionnel, selon I’expérimentation visée et le domaine d’application (R = CH3, COOH,
OH, NH2), les caractéristiques de ce groupement peuvent modifier I’organisation et les propriétés

de la SAM [55-56].

CH,
]. Queuede la molécule adsorbée

Squelette de la molécule adsorbee
ou chaine alkyle

. | Tetede la molécule adsorbée

Figure 1-13: Schéma de base d’une couche SAM.

Les SAMs possédent des propriétés remarquables telles que: la facilité a préparer des
monocouches ordonnées, stables et reproductibles, qui peuvent étre facilement utilisées pour la
fixation de biomolécules comme les enzymes et permettant d’augmenter leur activité [S7]. De plus,
les SAMs donnent la possibilité d’étudier certaines interactions comme 1’adsorption des protéines,

I’interaction anticorps-antigene, immobilisation d’enzyme et I’hybridation d’ADN en utilisant des
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techniques de microscopie a effet de tunnel et de microscopie a force atomique. Ces particularités

des SAMs les rendent largement utilisées dans 1’élaboration de biocapteurs.

Ces dernicres années, de nombreux biocapteurs ont été développés utilisant les
monocouches auto assemblées pour des applications variées. A titre d’exemple ; la quantification de
glucose dans le lait par un biocapteur de glucose oxydase [58], I’antigéne D-Dimeére a été utilisé
avec un systtme SAM/ SWCNT pour une détermination sensible de thrombine [59]. De méme, un
immunocapteur impédimétrique a été développé pour la quantification de cytokine [60]. L alcool
oxydase et la glucose oxydase ont également ét¢é immobilisées sur des électrodes d’or afin de
détecter 1’é¢thanol et le glucose respectivement [61-62]. Aussi, un biocapteur a base de

I’acétylcholinestérase a été¢ développé pour permettre la quantification de malathion [63].

1.7.2. Les sels de diazonium ; modification électrochimique de la surface

Les sels d’aryle ou alkyldiazonium sont un groupe de composés organiques qui posseédent

une structure caractéristique : R-N2+ X- telle que :
R : un résidu organique comme alkyl ou aryle.
X :un contre-anion tel que les halogénes.

Ces composés sont connus pour leur caractére stable et leur grande réactivité. Ils sont
caractérisés par leur structure amphiphiles (téte polaire diazonium (N2+) hydrophile et un noyau

aromatique (hydrophobe).

La modification des microélectrodes par le sel organique de diazonium a ¢€té introduite par
Delamar et al en 1992 [64]. Cette alternative est prometteuse pour la modification des arrangements
de microélectrodes, une électrode modifiée par une couche organique de diazonium voit son
domaine d’¢électroactivité augmente. De plus, la capacité a créer une surface diazonium-modifiée
par l'application d'un potentiel permet une fonctionnalisation sélective de la surface des
microélectrodes étroitement situées [65].Dans cette approche la réduction d'un sel diazonium va
créer un aryl radical centré apres I'élimination spontanée de dinitrogéne. Le radical aryl résultant
peut alors former une liaison covalente avec une surface conductrice ou semiconductrice. Cette
approche donne des surfaces bio-fonctionnelles tres stables. De plus cette approche est tres facile a
manipuler vu la grande capacité a synthétiser des sels diazonium avec une vaste gamme de groupes
fonctionnels. Ceci permet d’immobiliser plusieurs biomolécules (enzymes, anti-corps, ADN, etc). A

titre d’exemple, Corgier et al ont démontré 1’utilisation potentielle d’aryl diazonium pour 1’électro-
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immobilisation directe des protéines. Ils ont montré que les immunoglobulines de type G (IgG)
covalemment couplées avec 4-carboxymethylaniline (CMA) pourraient étre greffées a la surface
d'une électrode spécifique, par 1’électro-réduction d'une fonction de diazonium produite in situ
[66].De méme, Delmer et al, ont également immobilisée la glucose oxydase sur une électrode de

carbone vitreux par une liaison

covalente avec 4- nitophenyldiazonium [67]. Un immunocapteur impédimétrique basé sur le
greffage électrochimique de 4-nitrophenyl diazonium a été développé pour la détection de la

bactérie pathogeéne Staphylococcus aureus [68].

1.8. Intégration de nanomatériaux dans I’élaboration de biocapteurs

Les nanomatériaux utilisés pour 1’¢laboration de biocapteurs sont des structures dont au
moins une des dimensions est inférieure & 100 nm. Les nanoparticules d’or et les matériaux
carbonés tels que les nanotubes de carbone sont les plus couramment utilisés dans le domaine des
biocapteurs, en particulier des biocapteurs électrochimiques [69-70].Du fait de leur petite taille et
de leur forte surface spécifique, ces nanomatériaux possedent des propriétés différentes de celles
des matériaux a I’état natif. Ces propriétés modulables avec la taille s’averent extrémement

intéressantes.

Ces nanomatériaux interviennent, en outre, dans la miniaturisation des dispositifs ainsi que
dans le développement de nouveaux systémes d’immobilisation plus efficaces des biorécepteurs. Ils

permettent également d’améliorer nettement leurs performances, en particulier leur sensibilité.

1.8.1. Les nanoparticules d’or

Sous la forme de nanoparticules, I’or présente des propriétés intrigantes que les scientifiques

explorent méticuleusement depuis quelques années. On peut citer quelques-unes:

» La réactivité chimique des nanoparticules d'or et leurs propriétés d’adsorption de
molécules sont directement liées a la surface des nanoparticules et en particulier aux
différentes configurations possibles des atomes de surface. Généralement, lorsque la
taille de la particule diminue, non seulement la proportion d’atomes de
surfaceaugmente par rapport aux atomes de volume, mais la proportion d’atomes de

coin et d’aréte augmente aussi alors que celle d’atomes de plan diminue.
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» Des changements dans les propriétés électroniques sont induits par la diminution de
la taille des particules. Les particules perdent le caractére métallique et deviennent

des semi- conducteurs.

1.8.1.1. Applications des nanoparticules dans les biocapteurs

Les nanoparticules sont utilisées comme des nano-émetteurs électromagnétiques pour la
transmission de I’information. Elles sont utilisées dans certaines réactions de catalyse telles que
I’oxydation du CO, la réduction des NOx et la décomposition des composés organique volatils pour
la dépollution de I’air et de 1’eau [71]. En médecine, les nanoparticules d'or ont favorisé 1’évolution
du domaine de I’imagerie [72]et du diagnostic [73,74]. En ce qui concerne les biocapteurs, les
nanoparticules d’or jouent un rdéle de plus en plus important aussi bien au niveau de leur
miniaturisation que de I’élaboration de nouvelles stratégies d’immobilisation de biomolécules de
reconnaissance, notamment des aptamers [75].Elles offrent 1’avantage d’étre biocompatibles, non
cytotoxiques, et facilement fonctionnalisables[76] . En général, les nanoparticules d’or minimisent
le probléme de diffusion, augmentent la surface de contact et la densit¢ de greffage des
biomolécules, maintiennent la stabilité¢ etl’activité biologique de ces dernieres, améliorent les
transferts d’électrons, contribuant a I’augmentation de la sensibilité des biocapteurs élaborés. Ces
aspects ont fait I’objet de plusieurs revues|[77-78]. Les domaines d’applications des NPs d’or sont
tres varies. Leurs possibilites d’applications sont non seulement liees aux proprietes intrinseques de
leurs coeurs métalliques (propriétés optiques et électroniques ainsi que la variation de ces dernieres
en fonction de leurs tailles, leurs formes et leurs environnements), mais €galement a leurs grandes

capacités de fonctionnalisation « Figure 1.14 ».
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Figure 1-14 :Schématisation d’une nanoparticule d’or aux fonctionnalites multiples pour des applications

diverses.

1.8.2. Les nanotubes de carbone

Observés pour la premicre fois en 1991 par Sumio lijima, Celui-ci parle alors de
microtubules de carbone graphitique en référence a la structure en forme d’épingle allongée de
plusieurs microns pour un diametre de quelques nanometres. Ces tubes sont formés de feuillets de
carbone hybridé sp2, appelés aussi feuillets de graphéne, enroulés en cylindre « Figure 1.15 ». En
raison de la courbure des feuillets, les atomes de carbone possédent aussi un caractere sp3 partiel
qui augmente avec la diminution du rayon du cylindre. On distingue deux types de nanotubes de
carbone : les nanotubes de carbone mono-feuillets (SWCNT) et les nanotubes de carbone multi-
feuillets (MWCNT) . Il existe au« Figure 1.16 »ssi des nanotubes de carbone double-feuillets aux
propriétés a mi-chemin entre les deux types précédents. Les nanotubes de carbone sont dotés d’une
conductivité ¢électrique et thermique remarquablement élevées. Leur usage a permis également une
grande avancée technologique dans de nombreux domaines, que ce soit en électronique ou en
médecine. Les nanotubes de carbone sont par ailleurs largement utilisés pour 1’élaboration de

capteurs [79-80-70].
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GRAPHENE NANOTUBE

Figure 1-15:Feuillette de graphéne enroulée en cylindre

Figure 1-16: A) Images TEM et représentation schématique de la structure des SWCNT ; B) Image TEM et

représentation schématique de la structure des MWCNT.

1.8.2.1. Fonctionnalisation des nanotubes

La fonctionnalisation joue un role important dans 1’utilisation des CNT. En effet, elle permet
de remédier a la faible solubilité des nanotubes en les rendant plus hydrophiles ou en les stabilisants
grace a la présence de diverses fonctions, choisies selon le solvant utilisé, a leur surface. La
fonctionnalisation permet également de doter les nanotubes de propriétés ou d’affinités qu’ils ne
possédaient pas a I’origine. C’est notamment le cas des modifications a ’aide de protéines ou

d’enzymes, qui viennent offrir aux CNT une sélectivité vis-a-vis d’un substrat.

La fonctionnalisation des nanotubes de carbone peut étre classée en trois catégories mettant
en jeu des interactions et des liaisons spécifiques. La premicre fait intervenir des agents chimiques
agressifs et permet une fonctionnalisation covalente des CNT. La seconde utilisent les propriétés
des nanotubes pour former des liaisons non-covalentes par interaction n-m principalement. Enfin la
troisieme recouvre 1’utilisation de I’électrochimie comme agent de fonctionnalisation. Elle permet
par exemple le recouvrement du CNT par un polymére. Ces différentes techniques de

fonctionnalisation sont représentées au sein de la« Figure 1.17 » ci-dessous [81].
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Figure 1-17: Exemple de fonctionnalisation des SWCNT avec A) la fonctionnalisation des défauts, B) la
fonctionnalisation covalente, C) la fonctionnalisation non-covalente, D) la fonction par des polyméres et E)

la fonctionnalisation endoédrique. Reproduit de [81].

1.8.2.2. Les composites a base de nanotubes de carbone

Un matériau composite est un matériau constitué de la combinaison de deux matériaux ou
plus comportant une grande différence dans leurs propriétés physiques ou chimiques. Le matériau
résultant posseéde alors des propriétés que les matériaux qui le constituent n’ont pas
individuellement. Les ¢léments qui constituent les composites sont une matrice qui assure la
cohésion et un renfort en faible charge qui sert & améliorer une propriété physique ou chimique de

la matrice.

Les matériaux composites a base des nanotubes de carbone sont sujets a des études de plus

en plus nombreuses.

Dans les paragraphes suivants, on s’intéressera de maniere plus détaillée aux composites a

base des NTC et polymere.
Les composites polymére/NTC

L’idée d’améliorer les propriétés physiques des polymeres avec des renforts en nanotubesde
carbone fait I’objet de nombreux travaux. L’intérét port¢ pour ce type de composite est di
principalement a la maitrise de leur fabrication a 1’échelle industrielle ainsi qu’a leur faible cout.

L’¢élaboration de ce type de composites se fait principalement par deux méthodes :
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e la voie fondue, qui consiste a disperser les nanotubes de carbone dans une matricepolymere
portée a I’état fondu. Cette méthode permet donc la mise en forme directe des composites
par les méthodes industrielles comme le moulage, la compression ou 1’extrusion. Cependant,
I’ajout des nanotubes entraine une forte augmentation de la viscosité du polymere, ce qui
nécessite 1’application des taux de cisaillement plus importants pour la mise en forme et

conduit ainsi a la dégradation du polymére.

e la voie solvant, qui consiste a disperser les nanotubes de carbone dans une solutioncontenant
un polymere dans un solvant, puis a contrdler 1’évaporation du solvant pour conduire a la

formation du composite.

Les polymeres peuvent étre utilisés pour améliorer la solubilit¢ des nanotubes ou encore leur
biocompatibilité sans avoir recourt a I’électropolymérisation. En effet, il est possible de simplement
modifier les CNT en utilisant les affinités et interactions. Ces interactions permettent d’enrouler le
polymére autour du nanotube sans en modifier la structure ou les propriétés. Liu et al ont développé
un systeme reposant sur cette méthode et ont ainsi pu recouvrir des CNT d’un polymeére de chitosan
[82-83]« Figure 1.18 ». Le chitosan est un biopolymere présent dans la nature et largement utilisé
dans la recherche. Une fois immobilisé autour du nanotube, il lui confére ainsi une meilleure
solubilité mais aussi une bonne biocompatibilité qui peut s’avérer intéressante pour la réalisation de

biocapteurs. NH*"
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Figure 1-18 :Composite CNTs-Chitosan

Améliorer la conductivité électrique des polymeres est un but trés recherché dans plusieurs

applications comme la dissipation des charges statiques dans des parties extérieures de voitures ou
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les boitiers d’ordinateurs. En raison de leur grande conductivité électrique et leur grand rapport
d’aspect, I'utilisation des NTC comme renfort dans des matrices polymeresa montré la possibilité
d’obtenir de tres faibles seuils de percolation, ces derniers correspondent a la charge a partir de

laquelle on observe une augmentation brutale de la conductivité électrique.

Le chitosane est un biopolymére macromoléculaire composé d’un enchainement hétérogene
de deux monomeres : D-glucosamine et N-acétyle-D-glucosamine, liés par des liaisons B(1-4)

« Figure 1.19».
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Figure 1-19 : Structure chimique du N-acétyle-D-glucosamine (a), de D-glucosamine (b) et du chitosane (c)

[84].

Le chitosane posseéde une structure chimique trés similaire a celle de la cellulose ; la seule
différence se situe au niveau du carbone C2 ou le groupement hydroxyle de la cellulose est
remplacé par un groupement amine (NH2) pour le chitosane 100% désacétylé et acétamide (-
NHACc) pour le chitosane partiellement désacétylé. Les propriétés du chitosane dépendent fortement
de I’origine de la chitine et de sa structure chimique et moléculaire [85,87]. Il est ainsi nécessaire de

définir les parametres qui les qualifient, tels que la masse moléculaire et le degré d’acétylation.

En effet, c'est un biopolymeére naturel polycationique, non toxique, biodégradable et
biocompatible. Contrairement a la chitine qui est insoluble, le chitosane est soluble en milieu acide.
La solubilisation s'effectue grace a la fonction amine (NH2) placée en C2 sur l'unité D-glucosarnine
qui capte un proton pour se charger positivement. Cette particularité lui permet de réagir avec tous
les composés biologiques chargés négativement et ainsi les fixer solidement par liaison ionique.

Cela lui permet d’étre utilis¢é comme agent antibactérien.
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1.8.2.3. Applications des nanotubes dans les biocapteurs

L’utilisation de nanotubes de carbone pour le développement des biocapteurssuscite un
intérét croissant car il permet d’une part de minimiser le probleme de diffusion,d’augmenter la
surface de contact avec le milieu environnant ainsi que la densité de greffage desbiomolécules et
d’autre part, de maintenir la stabilité¢ et 1’activité¢ de la biomolécule. En termesd’amélioration des
performances des biocapteurs, les nanotubes de carbone permettentd’augmenter la sensibilité et

d’abaisser le seuil de détection.

1.9. Conclusion

Dans ce chapitre est consacré aux biocapteurs, principe de fonctionnement, différents
constituants, modes de transduction, techniques d’immobilisation des aptameres. Ces différentes
parties seront illustrées par quelques exemples d’application.
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Chapitre 02

TECHNIQUES ELECTROCHIMIQUES

2.1. Introduction :
L’¢électrochimie est une partie trés importante de la physico-chimie moderne. Son objet est
I’étude des transformations chimiques sous ’influence d’un champ électrique a I’interface liquide-

solide.

On peut définir 1’¢lectrochimie comme 1’étude de transports de charges électriques entre
I'¢lectrolyte et le solide a I’interface et les transformations chimiques qui les accompagnent. Son
domaine d’étude s’étend de la corrosion, aux dépots anodiques, a la détermination des états
énergétiques de surface en s’intéressant aux flux du courant ou de la capacité¢ en fonction du
potentiel de polarisation. Ceci peut étre fait en absence ou sous éclairement. L’étude théorique de
cette interface fait appel a la thermodynamique et a la physique des solides. Du point de vue
industriel, I’¢électrochimie représente une subdivision importante de génie chimique moderne [1].
Pour affronter les nouveaux défis liés aux problémes analytiques, il y a un grand besoin d’effectuer
plusieurs analyses simultanément et rapidement sur les mémes échantillons, par une méthode
analytique performante avec une haute sensibilit¢ et une haute sélectivité¢ [2]. Les techniques

¢lectrochimiques offrent 1’avantage d’étre rapides, sensibles et faciles a mettre en ceuvre.

Ce chapitre présente le principe et la théorie de base d’électrochimie des techniques
expérimentales, seules les techniques qui ont été utilisées seront détaillées. En l'occurrence, la

spectroscopie d’impédance ¢électrochimique (SIE), la voltampérométrie cyclique (VC)

2.2. Voltampérométrie cyclique :
La voltampérométrie cyclique est basée sur la mesure du courant résultant d'unbalayage
linéaire aller-retour du potentiel entre les limites Einr et Egyp choisies par 1'expérimentateur (balayage

triangulaire)|[3].

La Voltampérométrie cyclique permet d’apprécier le degré de réversibilit¢ du processus
¢lectrochimique en appliquant un signal triangulaire a une électrode immobile dans une solution
non agitée[4]. L’allure générale de la courbe voltampérométrique (voltampérogramme) ainsi que

ces principales grandeurs ont représenté par « Figure 2.1 ».
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Figure 2-1L"allure de la courbe voltampérométrique et ces grandeurs caractéristiques.

Les principales grandeurs d’un voltampérogramme cyclique sont :

Ipa, Ipc : courant des pics anodique et cathodique.

Epa, Epc : potentiel de pic anodique et cathodique.

Epa/2, Epc/2 : les potentiels a mi-hauteur des pics anodiques et cathodiques.

AEp : Différence de potentiel entre Epa et Epc[S].

2.2.1. Laloi de nernest

Elle s’applique pour un couple redox unique (Ox/Red) présent dans 1’¢lectrolyte et dont

I’équilibre électrochimique entre les deux especes s’écrit :
Ox+ ne— =Réd

A D’équation de Nernst[6] relie le potentiel standard (E°) du couple redox mis en jeu avec le

potentiel d’équilibre de 1’¢lectrode (E) et les activités des espéces respectives :

Eeq=E + *oLn(22)@.1)

ARed

Avec :

Eeq :potentiel d'oxydoréduction du couple ox/réd en volts.
E° : potentiel standard du couple ox/réd.

n: nombre de charge de ’espéece .

R : constante des gaz parfaits (R= 8,314 J.K™'.mol™).

p. 43



CHAPITRE 02 TECHNIQUES ELECTROCHIMIQUES

T : température (en kelvin « K »).

F : constante de Faraday (F = 96500 C.mol™).

ared(ox ) : activité¢ du réducteur (oxydant).

Si la force ionique de la solution reste inchangée au cours de I'expérience et que les composésse

comportent idéalement en solution. L'équation devient :

Eeq=E + *oIn ()22

CRed

Cox et Creq les concentrations des especes Ox et Red en solution.

La relation de Nernst, a 25°C, s’écrit alors :

e 0.059 [ox]
Ey=E + 22 1og ([Re - )@3)

n

2.2.2. Principe de voltampérométrie cyclique

La voltampérométrie cyclique est une méthode expérimentale qui consiste a mesurer les
variations du courant en fonction de la tension appliquée entre 1'¢lectrode de travail et 1'¢lectrode
de référence dans une cellule ¢électrochimique. Cette méthode permet 1'étude est la mise en
évidence des composés intermédiaires peu stables. Elle est généralement utilisée pour la
caractérisation des mécanismes réactionnels dans lesquels la diffusion est le seul mode de
transport mis en jeu par la substance électroactive. Le potentiel est mesuré entre 1'¢lectrode de
référence et 1'électrode de travail et le courant est mesuré entre 1'électrode de travail et la contre-

¢lectrode. Ces données sont ensuite tracées comme l'intensité (i) fonction du potentiel (E)[7-8] .

2.2.3. Composants

Les unités de base d’un analyseur voltamétrique sont:

Genérateur . . 4
z 1
de signaux Potentiostat | = Ref| -

E contréle

Courant mesura

Figure 2-2 :dispositif expérimental pour les mesures a potentiel contrdlé
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Une cellule basée sur un systéme a trois ¢électrodes immergées dans la solution a analyser.
Les trois ¢électrodes sont:

Une ¢€lectrode de travail (parfois aussi appelée électrode indicatrice).

Une ¢lectrode de référence.

Une ¢lectrode auxiliaire (parfois aussi appelée contre-électrode).

YV VYV V¥V V VY V

Un circuit ¢électronique, appelé potentiostat, permettant de modifier le potentiel

etd'enregistrer le courant du dispositif expérimental) .

2.2.4. Expression mathématique du courant et du potentiel de pic:
2.2.4.1. Dans le cas transfert de charge rapide (réversible) :

Red —»OX + ne-. 2.4)

Le courant de pic est donné par I’expression suivante

1
Ip = 0.269 An*/2 D /2CV"2 (mA)(2.5)

Le potentiel de pic est donné par :

Ep=Ep/ 2+0.029/ n/>  (2.6)

La différence des potentiels de pic d’oxydation et de réduction s’exprime par :

Epa — Epc = 0.059 /n (V) 4 25 Co Q.7

2.2.4.2. Cas d’un transfert de charge semi rapide (quasi réversible).

Le courant de pic est donné par :

Ip = 0.269 An’/2 D'/2Cg KV /2(2.8)

2.2.4.3. Quand la cinétique de transfert est lente (irréversible).

L’expression de courant devient :

1
Ip = 0.299 An(am) /2 D,/?CV/2(2.9)
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D’ou:

Ks: Constante de vitesse.

a:: Coefficient de transfert apparent de la réaction.

Dr: Coefficient de diffusion de 1’espéce électroactive (cm2/s).

Cr: Concentration de I’espece régissante au sein de I’électrolyte (mole/cm3).
v : vitesse de balayage (V/s).

A : surface d’¢lectrode (cm2).

n : Nombre totale d’électron échangés.

Ip : Intensité de courant du pic (A).

2.2.5. Criteres de discrimination entre les différentes systemes et mécanismes,
électrochimiques :

L’¢tude des variations du courant et du potentiel de pic en fonction de la vitesse de balayage

[Ip=f (v'?) et Ep=f (log (v)] peut nous informer sur la nature de I’étape limitant dans un processus

¢lectrochimique et sur le mécanisme a 1’¢lectrode :
Si Ip=f (v'"?) est une droite, la réaction est régie uniquement par diffusion.

Si Ip=f (Vl/ %) est une courbe de concavité tournée vers I’axe des courants, le processus a

I’¢lectrode comporte un transfert de charge accompagné d’une absorption.

Dans le cas ou la concavité est tournée vers I’axe de vitesse de balayage, cela signifie qu'une

réaction chimique est associe au transfert de charge.
Si Ep=f [Log(v)] est une droite :
De pente nulle, la réaction a 1’¢électrode est rapide.

De pente différente de zéro et égale a 30/no (mV), il s’agit d’un transfert de charge lent.

12 . L
2) est une droite, on a affaire & un processus

Si Ep=f [Log(v)] est une courbe et Ip=f (v
semi-rapide. On note que pour un processus qui est régi par la diffusion, le courant du pic est

proportionnel a la concentration analytique de I’espece électroactive.
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2.2.6. Les avantages de la Voltampérométrie cyclique :

Parmi les principaux avantages de cette méthode on peut citer :

» L’¢étude de la réoxydation des produits formés a 1’électrode.

» L’analyse des solutions et la détermination de la concentration des espéces présentes méme
a faible concentration.

» La possibilité de stopper une réaction en jouant sur I’étendue du potentiel balayé : ce qui
permet d’éviter la détérioration des microélectrodes.

» La rapidité des mesures [8].

2.2.7. Application de la voltampérométrie cyclique dans le domaine de capteur
chimique

La voltampérométrie cyclique s’applique avantageusement dans le domaine de
capteurschimique car elle permet d’obtenir des informations sur les mécanismes mis en jeu [9], et
aussipour fonctionnaliser la surface d’électrode de travail par électro-greffage (par exemple
¢lectrogreffage de sel de diazonium sur la surface d’¢électrode [10-12]. Cette technique non invasive
qui ne requiert pas d’instrumentation complexe permettant des applications courantes en
laboratoire. Il est possible d’employer cette technique non seulement pour caractériser le
comportement et les propriétés des différentes couches fonctionnalisées sur la surface d’électrode
de travail, mais également comme un moyen de transduction pour la détection des molécules cibles
comme les métaux lourds [13-15], le brome [16] 1’hydrazine [17], les nitrites[18], et ainsi que le

phénol [19].

2.3. Laspectroscopied’impédanceélectrochimique (SIE)

2.3.1. Généralités

L’impédance ¢électrochimique est généralement mesurée par application d'un potentiel alternatif a
une cellule électrochimique et de mesurer le courant a travers la cellule. On applique une excitation
sinusoidale (potentiel). La réponse a ce potentiel est un signal de courant alternatif qui sera analysé
en fonction du temps et des caractéristiques du signal appliqué (fréquence, amplitude,...) [20-22].
Cette technique non destructive adaptée a 1’étude des propriétés €lectriques inter-faciales [23-24],
permet de différencier les divers phénomeénes susceptibles de se produire dans la cellule
¢lectrochimique en fonction de la fréquence : les phénoménes rapides se produisent a hautes
fréquences, tandis que les phénomenes lents ont lieu a basses fréquences [25].

Différents processus électrochimiques sont observés a I’interface métal/€lectrolyte : le transfert de

charge qui a lieu entre I’interface et le métal défini comme un phénomeéne rapide et le transport de
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matiere qui a lieu entre l’interface et 1’¢lectrolyte, défini comme un phénomene plutdt lent.
L’interface est également le lien ou se retrouvent les produits de corrosion, des réactions chimiques
conduisant a 1’adsorption et a la désorption de molécules au niveau de ’interface

2.3.2. Théorie

La résistance électrique, c’est la capacité¢ d'un élément a résister a la circulation du courant

¢lectrique. La loi d'Ohm définit en termes de résistance : le rapport entre la tension E, et le courant

I
R= ?(2.10)

Bien que cette loi explique le phénomeéne de la résistance, son utilisation est limitée a un seul
¢lément de circuit (la résistance idéale).

Cependant, en réalité¢ un circuit ¢électrique contient des éléments qui présentent un comportement
beaucoup plus complexe (capacité du condensateur, Inductance....). Ces éléments nous obligent a
abandonner le concept simple de la résistance, et de le remplacer par I’'impédance, un parameétre
plus général du circuit électrique. Impédance vient du terme anglais« impede »signifiant faire
obstacle.

Comme la résistance, l'impédance est une mesure de l'aptitude d'un circuit de résister a la
circulation du courant électrique.

La définition d'impédance est une généralisation de la loi d'Ohm dans I'étude des circuits en courant
alternatif.

Selon le vocabulaire et les notations normalisés par la Commission ¢lectrotechnique
internationale (CEI), I'impédance d'un dipdle linéaire passif de bornes A et B est définie en régime
sinusoidal de courant et de tension par le quotient du nombre complexe image U, représentant la
tension entre les bornes, par le nombre complexe image I, représentant le courant électrique a

travers le dipdle.

7= %en ohms (Q) @.11)

Avec :

e Uen Volte.

e [ enampere.
En toute rigueur, il convient de faire la différence entre impédance et résistance : la résistance est
une grandeur réelle, alors que I’impédance fait appel aux nombres complexes, comportant une

composante imaginaire.
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Un nombre complexe est un ensemble de deux nombres réels a et b on écrit :
Z=a+ib(ou Z=a+jb) (2.12)
i est la partie imaginaire avec i° = -1 oui=+v—1
Le symbole habituellement utilis€¢ en mathématique pour représenter un imaginaire pur et la lettre 1.
Les nombres complexes, notés habituellement z, peuvent ainsi étre présentés de forme cartésienne
d’une maniere :
e algébrique:z = x +iy

e ouvectorielle : z = (x, y)

Le réel a est appelé partie réelle de z et se note Re(z), le réel b est sa partie imaginaire et se

note Im(z)« Figure 2.3 ».

- Re

il

Figure 2-3 : Représentation d'un nombre complexe dans 1'espace a deux dimensions

2.3.3. Principes de base

La technique de l'impédance électrochimique utilise un systéme de trois électrodes plongées dans
un électrolyte support placé dans la cellule électrochimique.

Le montage utilis€ pour le tracé des courbes de polarisation et des diagrammes d’impédance
comprend les trois électrodes suivantes « Figure2.4 »:

- Electrode de travail

- Electrode auxiliaire dite aussi (contre électrode)

-Electrode de référence au calomel saturé.

Les trois électrodes sont reliées a un montage constitué de la chaine de mesure, Potentiostat.

Le Potentiostat permet d’imposer un potentiel entre 1’électrode de référence et 1’électrode de travail
et de mesurer le courant entre I’électrode de travail et 1’¢électrode auxiliaire.

Le générateur de réponse en fréquence permet d’obtenir la forme sinusoidale du signal de
perturbation. Le traitement du signal de réponse par 1’analyseur en fréquence permet d’obtenir les

valeurs réelles et imaginaires de I’impédance électrochimique du systeme. [26].
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Contre Electrode

Potentiostat
1E
Electrode
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Figure 2-4 :Schéma de principe d’un montage a trois ¢lectrodes [26].

2.3.4. Equilibre du systéme

La mesure d'un spectre SIE prend du temps. Le systéme mesuré doit étre a un état d'équilibre
pendant tout le temps de mesure. Une cause fréquente de problémes dans les mesures et 1'analyse
par SIE est la dérive dans le systéeme mesuré.

En pratique, un état d'équilibre peut étre difficile a atteindre. La cellule peut étre modifiée par
adsorption des impuretés de la solution, la croissance d'une couche d'oxyde, I'accumulation de
produits de réaction dans la solution, la dégradation du revétement, ou les changements de
température, pour ne citer que quelques facteurs.

Les outils d'analyse de la SIE peuvent donner des résultats trés imprécis sur un systéme qui n’est
pas a 'état stationnaire.

Les systémes ¢€lectrochimiques étudiés n’étant généralement ni linéaires, ni stables dans le temps,
un certain nombre de précautions s’impose. Il faut s’assurer que le systéme reste « quasi stable » sur

toute la durée de la mesure, et que I’amplitude de la sinusoide soit sufisamment faible pour que la

fonction I = f(E) soit linéaire dans le domaine perturbé « Figure2.5 ».

' 4 Courbe | = f(E)/

Figure 2-5.Schéma d’un systéme électrochimique non linéaire soumis a une perturbation
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Le signal d'excitation, exprimée en fonction du temps, est de la forme
E; = E; sin(wt)(2.13)
ou E; est le potentiel au temps t, Ej est I'amplitude du signal, et ® est la fréquence radiale. La
relation entre la fréquence o radiale (exprimé en radians / seconde) et la fréquence f (exprimée en
hertz) est:
w = 2nf (2.14)
Dans un systeme linéaire, le signal de réponse, I; est décalé en phase (@) et posseéde une amplitude

différente de celle de I,

I, = Iy sin(wt + ¢) (2.15)
Une expression analogue a la loi d'Ohm permet de calculer I'impédance du systéme en tant que:
7 = Et _ Egsin(wt) Zo sin(wt) 2.16)

I Ipsin(wt+¢) Y sin(ot+d)

I1 est possible d'exprimer I'impédance en fonction complexe. Le potentiel est décrit comme :
E; = Ey exp(jot)(2.17)

Et la réponse de courant :

I, = I, exp(jot — @) (2.18)
L'impédance est alors représentée par un nombre complexe,

Ziw) = % = Zoexp(jop) = Zy(cos ¢ + j sing)(2.19)
2.3.5. Impédance de déférents phénomenes pouvant se produire a linterface
électrode/électrolyte :

Lors de la mise en contact d’une électrode et d’un électrolyte, déférents phénomenes physiques et
physico-chimiques s’amorcent, chacun suivant sa propre cinétique, et conduisent le systéme vers un
équilibre thermodynamique.
Ces phénomenes vont dépendre en partie du potentiel de surface de 1’¢électrode et de celuiprésent au
sein de la solution.
Ceci a pour conséquence de créer une variation de potentiel et de courant dans I’électrolyte, qui
conduit au concept de chute ohmique. La chute ohmique est classiquement décrite comme étant une

résistance d’électrolyte Re [27]. L’impédance de la chute ohmique est

ZRe (w) = R.(2.20)
2.3.5.1. Impédance de la double couche
Un autre phénomene observé a l’interface électrode/électrolyte est la formation d’une double
couche d’ions [28]. L’application d’une perturbation sinusoidale lors de la mesure d’impédance

entraine la charge et la décharge de cette couche qui se comporte alors comme un condensateur
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¢lectrique. La réponse de cette double couche génére d’un courant /;.qui dépend de la fréquence de
perturbation. Ce type de processus peut étre généralisé a tous les phénomenes qui entrainent la
charge et la décharge de deux zones séparées par un diélectrique. L’impédance d’un condensateur

de capacité C est donnée parl’équation :

Zo(w) = LC Avec, C = &g, %(2.21)

Jw
Ou C’est la capacité, € la permittivité relative du diélectrique, €0 la permittivité diélectrique du vide,

A I’aire de réaction et e 1’épaisseur du diélectrique.

2.3.5.2. Résistance de transfert de charge Ry

L’impédance ¢lectrochimique traduit la contribution électrochimique du systéme a la réponse
¢lectrique observée [29], elle comprend toujours une résistance au transfert d’ions et d’électrons
impliquée dans la dissolution, appelée résistance de transfert de charge Ry,

2.3.5.3. Représentation traditionnelle des données

Habituellement, il existe deux modes de représentation des diagrammes d’impédance
¢lectrochimique. Ils peuvent étre tracés en coordonnées cartésiennes dans le plan complexe de
Nyquist en plagant les valeurs Z(w) en abscisse et —Z(w) en ordonnée. La représentation de Bode
est 'autre représentation classique pour visualiser les diagrammes. Dans ce cas, le module de
I’impédance |Z| (représenté en échelle logarithmique) et le déphasage ¢j sont tracés en fonction de
la fréquence, elle aussi représentée en échelle logarithmique. Ces deux visions déférentes d’un
méme résultat ne sont pas en compétition, elles sont complémentaires ; chacune d’entre-elles
montre un aspect particulier du diagramme d’impédance. La représentation de Nyquist permet de

voir les différentes « boucles et droites » du diagramme mais masque les résultatshaute fréquence
alors que la représentation de Bode offre la vision compléte du domaine de fréquence, tout en étant

moins parlante pour identifier certains phénomenes caractéristiques « Figure2.6».
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Partie imaginaire
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Figure 2-6(a,b). Représentation graphique des diagrammes de Nyquist et de Bode

Dans la construction de ces circuits €lectriques équivalents, certains composants utilisés sont
identiques a de véritables composants électriques, comme la résistance R, la capacit¢é C ou méme

I’inductance L dont I’impédance est donnée par la relation suivante :

2.3.5.4. Schémas électriques équivalents
L’impédance d’un systéme ¢€lectrochimique, quel qu’il soit, peut étre assimilée, par analogie, a une
impédance ¢électrique. Chaque phénomene physico-chimique se déroulant a ’interface électrode de
travail/électrolyte peut étre modélisé par un composant électrique (résistance, condensateur, bobine,
etc....) placé en série ou en parallele avec d’autres composants, constituant un circuit électrique
équivalent. Ces circuits permettent d’ajuster les spectres d’impédance expérimentaux et d’extraire
les parameétres (résistance R, capacité C, inductance L) associés aux phénomenes physico-
chimiques observés [30-32].

Z;, = jLw(2.22)
Qui peut servir dans le cadre d’impédance mesurée sur des systemes complexes (batteries par
exemple) [33].
D’autres composants sont spécifiques aux processus électrochimiques comme 1’impédance de
Warburg, qui caractérise les phénomenes de transport de masse (diffusion), qui apparait lorsque le
porteur de charge diffuse a travers un matériau.
La diffusion des espéces dans une solution d’¢lectrolyte est un phénomene lent, donc mesurable a
basse fréquence. Pour une perturbation sinusoidale du potentiel, le phénomeéne de diffusion se
traduit par I’intervention d’une résistance au transfert de masse et dont 1I’expression en fonction de

la fréquence angulaire est :
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_ o .o V2o
Zy = =~ E0uw = T=.23)

ou ¢ désigne le coefficient de Warburg. L’impédance de Warburg est représentée dans le plan

complexe, par une droite a 45° des axes « Figure2.7. » [34].

Ca

1R H W

- Partie imaginaire

-

Yartie réelle

Figure 2-7. Impédance du circuit équivalent de Randles: cas d’une couche de diffusion

2.3.6. Les avantageset les inconvénients de la méthode :
Parmi les avantages de cette méthode d’analyse on peut citer:

La possibilité¢ d’effectuer des mesures expérimentales de grande précision car la réponse peut étre

stable et &tre moyenne sur une longue période du temps.

Au moyen de cette méthode, on peut aussi identifier aisément a partir de la réponse du systeme, les

contributions liées a I’¢électrolyte et celle liées a I’¢lectrode.
Ces avantages ouvre un champ d’application vaste tel que:

a) La mesure de la conductivité des €lectrolytes, dans les liquides ou dans des matériaux
solides (polymeres organiques conducteurs conjugués).

b) L’étude de la cinétique des réactions électrochimiques aux électrodes, (application a la
corrosion, accumulateurs....) ou les mécanismes réactionnels sont composés d’une séquence
d’étapes, chimiques et électrochimiques et chacune est caractérisée par ses propres parametres

¢lectriques [35].
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L’inconvénient majeur de I'impédance électrochimique réside dans I’interprétationdesrésultats,
parce qu’il est parfois difficile de trouver le circuit électrique équivalentquicorrespond le mieux a

I’interface électrode/solution[35].

2.3.7. Application de la spectroscopie d'impédance électrochimique
La spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE) est la catégorie de la spectroscopie
d’impédance qui a été largement utilisée dans de nombreux domaines de 1’¢lectrochimique, par

exemple, pour étudier la cinétique des réactions aux ¢€lectrodes, la double couche, les batteries, la

corrosion, 1’¢lectrochimie a I’état solide. La SIE s’est montrée comme une technique intéressante
pour la caractérisation, I’analyse et 1’étude des piles a combustible [36], 1’¢lectrodéposition [37], les
batteries[38, 39], et les phénomenes de corrosion [40]. Elle a été largement utilisée comme un outil
pour étudier la cinétique d’¢lectrode, les polymeéres conducteurs, les semi-conducteurs, les tissus
d’origine animale et végétale, et le matériel en général [41]. Grace a sa grande sensibilité pour
sonder les propriétés interraciales d’une surface d’électrode et sa capacité pour la caractérisation des
interfaces ¢€lectrode/électrolyte, la SIE a été largement appliquée aux biocapteurs aux cours des

derniéres années [42- 47].

En plus, de surveiller I’effet du processus de reconnaissance, la spectroscopie d’impédance
¢lectrochimique est une méthode utile pour rechercher 1’état de la surface de 1’électrode aprées
modification [48-50]. Il s’agit d’un pas important dans le développement de différents types de

capteurs €lectrochimiques basés sur des couches polymériques sur des surfaces de matériaux
conducteurs [51-57]

2.4. Conclusion :

Les techniques ¢lectrochimiques permettent d’avoir acces aux transports de charges et de
particules entre une €lectrode et une solution. Elles peuvent étre utilisées aussi bien pour rechercher
des données thermodynamiques sur une réaction, que pour la conceptiond’un nouveau générateur

d’énergie ¢électrique. Elles peuvent étre divisées en méthodes a :

Charge statique : le passage de courant entre les électrodes sans chargement de la

concentration des especes dans la cellule électrochimique

Charge dynamique : le passage du courant entre les ¢lectrodes entrainé des réactions redox

d’en découlent des changements de concentration d’especes en solution.

Ces méthodes utilisent ce que I’on appelle un potentiostat.
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Chapitre 03

DEVELOPPEMENT D'UN APTACAPTEUR
ELECTROCHIMIQUE BASE SUR
L'ELECTRODEPOSITION DE DIAZONIUM:
APPLICATION A LA DETECTION DU CADMIUM
DANS L'EAU

3.1. Introduction

Dans ce chapitre, un nouveau aptacapteur é€lectrochimique a été élaboré sur la base d’un
aptamére amino-modifié et qui a ét¢ immobilisé sur une électrode en Or sérigraphiée explorant le
mécanisme de réaction de couplage des sels de Diazonium pour la détermination de Cd* *. Pour
cette étape, l'aptamére Cd® * a été immobilisé sur des électrodes en Or a travers des molécules de 4-
carboxyméthyl aryl diazonium (CMA) qui sont réduites ¢€lectrochimiquement sur la surface de
I'¢lectrode. Contrairement aux méthodes de greffage conventionnelles, le dépdt électrochimique a
base de sel de Diazonium implique des réactifs simples sans étapes d'isolement et de purification [1-
4]. Les ¢lectrodes de travail en Or (ET) ont été caractérisées par Voltamétrie Cyclique (VC) et
Spectroscopie d'Impédance Electrochimique (SIE) avant et apres les modifications chimiques de
surface de (ET). La technique SIE a ensuite été utilisée pour surveiller I'étendue de la liaison entre

le Cadmium et son aptameére de capture spécifique.
3.2. Matériel et méthodes

3.2.1. Réactifs

Nitrate de cadmium (II) [Cd (NO 3) 2], acide 4-aminophénylacétique (4-Carboxy méthyl aniline
CMA), Nitrite de Sodium (NaNO2), alcool isopropylique (IPA) 96%, N-hydroxy succinimide
(NHS) et N- (3 le chlorhydrate de —Diméthyl amino propyl) -N'-éthyl-carbodiimide (EDC) ont été

obtenus de Sigma-Aldrich, France.
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Les solutions tampons de phosphate PBS (NaH,PO4.H,0; Na,HPO4.,H,0) et de chlorure de
Potassium KCI contenant du ferricyanure K3 [Fe (CN)g] et du ferrocyanure K4 [Fe (CN)g]) ont été
utilisés comme ¢électrolytes. L'aptamére de Cadmium a été synthétisé et acheté par Microsynth
(Suisse). La séquence spécifique de I’aptameére é€tait la suivante: (5 amino-modifi¢): 5'-ACC GAC
CGT GCT GGA CTC TGG ACT GTT GTG GTA TTA TTT TTG GTT GTG CAG TAT GAG
CGA GCG TTG CG-3'|[5].

3.2.2. Mesures électrochimiques

Les mesures ¢électrochimiques ont été réalisées avec un Potentiostat (Biologic EC-Lab SP-
300, France)connecté a un ordinateur pour le pilotage des appareils et I’acquisition et letraitement
des données. Toutes les mesures ¢€lectrochimiques ont été effectuées dans le PBS a pH 74 a
température ambiante dans une cellule en verre électrochimique « Figure 3.1 »contenant électrode
de travail en or (ET), électrode de référenceen argent / chlorure d'argent (ER) et contre électrode en
platine (CE) intégrés ont été achetées de BVT (type AC1.W1.R2, BVT Technologies, Brno, Czech
Republic) « Figure 3.2 »[6].

Les mesures de la Voltamétrie Cyclique (VC) ont ét¢ menées avant et apres les
modifications chimiques de la surface de 1'Or dans 5 mM de solution [Fe (CN) 6] 3 /% avec un
potentiel de -0,2 V a4+ 0,6 V avec une vitesse de balayage de 80 mV.s™.

La Spectroscopie d'Impédance Electrochimique (SIE) a été utilisée pour étudier les propriétés de
barriére de I'¢lectrode modifiée [7, 8]. Les mesures SIE ont été effectuées a un potentiel de 128 mV
sur les ET sur une gamme de fréquences entre 100 mHz et 200 kHz. Les données d'SIE ont été
ajustées en utilisant un modele de circuit équivalent de Randles. La modélisation des données SIE
obtenues a été réalisée par le logiciel EC-Lab en utilisant la méthode Randomize + Simplex. Ici, la

randomisation a été arrétée sur 100 000 itérations et I'ajustement s'est arrété sur 5 000 itérations.

p. 60



CHAPITRE 03 DEVELOPPEMENT D'UN APTACAPTEUR ELECTROCHIMIQUE BASE SUR L'ELECTRODEPOSITION DE
DIAZONIUM: APPLICATION A T.A DETECTION DU CADMIUM DANS L'EAU

Figure 3-1 :Montage expérimental utilisé pour les mesures électrochimiques

3.2.3. Préparation du biocapteur

Fonctionnalisation du la surface de biocapteur a été réalisée par la réduction électrochimique du sel
de diazonium. Pour se faire, le diazonium a été préparée dans un bécher par I’addition de 20pL

NaNO2 (1M) et de HCI1 (1M) dans une solution contenante 4ml CMA 4mM a 4°C.

Ensuite le mélange a ¢t¢€ mis pendant 1 min dans un réfrigérateur avant la réduction
¢lectrochimique, en utilisant la voltammétrie cyclique avec une gamme de potentiel 0.3 a -1V.
Aprés le dépot électrochimique, électrode d’or a été rincée avec de l'eau distillé et immergée
pendant 60 min dans une solution éthanol contenant 0.4 M EDC NHS 0.2M ; pour activer les
groupes acides carboxyliques. Electrode d’or prétraitée a été rincée avec du PBS et séchée sous flux
d'azote.l’¢électrode a été transférée dans la solution d’aptamere spécifique au Cadmium (0.75umol)
pendant une nuit. Ensuite, laver avec le PBS a pH 4.5. L’aptamére a été précédemment activé a

90°C pendant 10mn et ensuite a température ambiante pendant 30mn.

3.2.4. Analyse d’échantillons réels

Afin de valider et d'évaluer la précision et I'applicabilité de notre aptacapteur, des analyses
ont été effectuées sur des échantillons réels d’une eau de riviére polluée par des déchets de travaux
publics et contenant du Nitrate et du Cadmium [9, 10]. Cette riviére est traversée par une source
d'eau volcanique de la vallée du Hammam Essalihine (Khenchela, Algérie) qui est riche en
minéraux, tels que les Bicarbonates, les Sulfates, le Calcium et le Magnésium. Des prélévements

ont été effectués a partir de la riviere contenant du Cadmium et d'autres interférents potentiels.
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Ces échantillons réels ont été testés par la technique SIE combinée avec la méthode des ajouts dosés
Cette méthode consiste a ajouter des quantités connues d'une solution étalon a un échantillon
d'intérét avec des concentrations inconnues. Ensuite, les signaux analytiques des solutions standards
sont enregistrés en réponse a chaque ajout [11]. En bref, un volume constant (2,5 ml) d'échantillon
réel d'eau a été ajouté a chaque flacon de 25 ml. Ensuite, dans le premier flacon, 22,5 ml de PBS ont
été ajoutés aux 2,5 ml d'échantillons réels afin d'atteindre un volume final de 25 ml et ce ballon a
été appelé niveau 1. La solution standard contenant l'analyte a ensuite été rajoutée dans des volumes
croissants. : 0,25, 2,5 et 5 mL, impliquant I'ajout de 10, 100 et 200 nM de Cd*" aux flacons suivants
2, 3 et 4. Enfin ces flacons ont été réalisés au volume de 25 mL avec du PBS et correspondent au

niveau 2, Niveau 3 et niveau 4 respectivement.

3.3. Résultats et discussion

3.3.1. Préparation électrochimique de I'aptacapteur

La « Figure 3.2 » illustre le principe de la détection du Cd ** en utilisant l'aptacapteur
électrochimique. L'immobilisation de I'aptamére Cd*" a été réalisée par la liaison covalente entre les
groupements amines de l'aptamere et les groupements carboxyliques réactifs abondants sur la
surface de 1'or. La surface de I'¢lectrode a d'abord été modifiée par un dépdt d'un film de sel de
Diazonium et activation des groupements carboxyliques terminaux avec EDC/NHS. Ensuite,
I'aptamere était li¢ a la surface de lor via ses groupements carboxyliques activés. En présence de
Cd*”, une variation de la conformation de I'aptamére se produit d'une structure de bobine aléatoire a
un complexe aptamére — Cd2+[12, 13]. Cette interaction aptamere-cible entrave le transfert
d'¢lectrons, augmentant ainsi la résistance de la surface qui est proportionnelle a la concentration de

Cadmium dans I’échantillon.
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Figure 3-2:illustration schématique de la modification chimique de la surface de I’Or (ET) par CMA suivi
d'un aptamére et d'une immobilisation pour la détection de Cadmium [12, 13] en utilisant électrode de

référence (ER) et contre électrode (CE) intégrés.

3.3.2. Caractérisation de la surface fonctionnalisée de I'électrode en Or

3.3.2.1. Caractérisation par la Voltamétrie cyclique (VC)

Pour les études de voltamétrie cyclique, la « Figure 3.3 » montre les différents voltamogrammes
cycliques obtenus lors des étapes de la construction de cet aptacapteur. Les pics d'oxydo-réduction
du couple redox sont visibles pour 1’¢lectrode de travail ou électrode nue. « Figure 3.3 A(a) »
montre une paire de pics quasi-réversibles caractéristiques de 1'oxydo-réduction avec un rapport de
pic de courant cathodique et anodique d'environ un et pic- séparation a pic de 0,1V. Ensuite, une
diminution significative du courant « Figure 3.3 A (b) » a été observée aprés le greffage
¢lectrochimique du sel de Diazonium « Figure 3.3 B ». Ici, la réduction électrochimique du sel de
Diazonium généré in situ par une réaction de CMA avec NaNO, dans une solution de HCI, avec une
vitesse de balayage de 80 mV.s”, et un potentiel variant de -0,2 4 -1V. Dans le premier cycle, la
variation de courant a montré une onde de réduction localisée a -0,6V. Ce courant correspond a la
réduction du sel de Diazonium en solution qui conduit a la formation d’une radicale amine. Ensuite,
nous avons remarqué a partir du deuxieéme cycle de la scrutation que le courant de réduction
diminue remarquablement. Cela peut étre attribué a la diminution du taux de transfert d'électrons
qui a été créée par la couche de blocage CMA. Cela a été confirmé par une diminution significative
du courant « Figure 3.3 A (b) ». Aprés l'immobilisation de I'aptameére, les pics a I'électrode ont
considérablement augmenté par rapport a I'¢lectrode de travail en Or modifiée par CMA « Figure

3.3 A (c¢) » Cela implique que la majeure partie de la surface de 1'électrode a été recouverte
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d'aptamére et démontre une immobilisation réussite de l'aptamére. Ensuite, 1’¢électrode de travail
d'Or modifiée a été incubée dans une solution de PBS contenant 1 nM de Cadmium Cd*" pendant
30 min suivi d'une mesure VC« Figure 3.3 A (d) ». Ici, nous avons une autre diminution des pics
VC, ce qui signifie que le Cd> " a été adsorbé avec succés sur la surface de I'électrode en Or.
L'adsorption de Cd*" empéche ou diminue le transfert d'électrons entre la surface de 1'Or et les
couples redox en solution en raison de l'ouverture de la partie tige d'aptamére et de la formation du

complexe Cd** — aptamére.
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Figure 3-3: voltamogrammes cycliques de (a) 1’électrode en Or nue, (b) aprés dépot de CMA (c) apres
immobilisation d'aptamére et (d) aprés la détection de 10°M de solution Cd*". (B) Voltamogrammes

cycliques de I'électrodéposition de CMA d’un potentiel de -0,2 V a -1 V avec une vitesse de balayage de 80

mVs™'.

3.3.2.2. Caractérisation par la Spectroscopie d'Impédance Electrochimique (SIE)

Les spectres d'impédance devaient évaluer le comportement électrochimique de la
fabrication d'aptacapteur et réalisés dans une solution de ferrocyanure de potassium ferrique. Les
demi-cercles tracés de Nyquist permettent d'évaluer la résistance de la charge de transfert R
générée par toute modification a la surface des électrodes en Or. Plus la surface est passive, plus la
valeur de résistance R est élevée « Figure 3.4». Ici, le premier demi-cercle de Nyquist au « Figure
3.4 (a) » correspond a 1I'Or nu qui présente une résistance négligeable R Ensuite, la formation
d'une couche organique de CMA sur la surface de 1'0Or a augmenté le R a 25 290 Q« Figure 3.4 (b)
» . Cela était da a la couche CMA qui diminue le transfert d'électrons des groupements d'aptamere
et les groupements carboxyliques réactifs abondants de CMA. L'immobilisation des aptameres a
induit une forte augmentation du diamétre semi-circulaire, avec un R, de 28 096 Q « Figure 3.4 (c)

». Enfin, 1'aptacapteur développé a été testé pour la détection de Cadmium en incubant I'aptacapteur
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dans une solution de Cd*" a 10°M pendant 30 min. Nous avons observé une augmentation de R a
42 537Q) « Figure 3.4 (d) »en raison des changements conformationnels induits par le changement

de I'aptamere d'une structure de bobine aléatoire & un complexe aptamere-cible [12, 13].
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Figure 3-4: diagrammes de Nyquist de 1'¢lectrode en or nu (a), le CMA greffé électrochimiquement (b),
aprés dépot de l'aptamére (c) et aprés incubation d'Aptamére/CMA/Au dans 10°M Cd** (d) en présence de 5
mM de solution [Fe (CN) 6] * /* dans une gamme de fréquences de 100 mHz - 200 kHz. La polarisation

potentielle utilisée pour ces mesures a ét€ optimisée a 128 mV.

3.3.3. Optimisation de la concentration de 'aptameére

La concentration d'aptamére détermine sa densité finale sur la surface de I’¢électrode en
Or[14]. L'optimisation de la concentration d'aptameére est une €tape cruciale qui affecte la détection
des ions Cd*" et les performances analytiques de l'aptacapteur. Par conséquent, trois concentrations
différentes d'aptamere qui sont : 0,25, 0,5 et 0,75 uM ont été testées dans la plage de 103 10°M
de Cadmium en utilisant I'SIE. La « Figure 3.5 »montre la variation de R en fonction de la
concentration de Cd*" pour les trois concentrations d'aptamére. Comme on peut l'observer en
utilisant la concentration d'aptamére 0,25 uM, le Ry était presque le méme dans une gamme de 107
410 M de Cd*, en raison de la faible compléxation de l'aptamére avec sa cible. De plus, cette
concentration d'aptamére a généré un signal faible avec une pente (1.744 kQ), R? = 0,927. En
parallele, la concentration d'aptameére de I’ordre de 0,5 uM a abouti a une gamme étroite de linéarité
avec une faible pente (3.891 kQ) avec une corrélation R = 0,911. Enfin, en utilisant la

concentration d'aptamere de 0,75 pM, le signal a ét¢ amélioré et la réponse analytique de
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l'aptacapteur était linéaire dans la gamme de 10 2 10* M avec un LOD de 2,75 * 107'° M. De plus,

la sensibilité a augmenté a 4.683 kQ par rapport a celle obtenue avec les concentrations inférieures.
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Figure 3-5: Optimisation de la concentration en Cd”" -aptamére par SIE: (A) 0,25 uM, () 0,5 uM et (m)

0,75 uM d'aptamere.

3.3.4. Caractéristiques analytiques de I'aptacapteur

Dans les conditions optimales, 1'aptacapteur a été utilisé pour la détection du Cadmium dans un

tampon PBS en utilisant la technique SIE. Pour y parvenir, la surface de I'aptamere-Or modifiée a

¢té incubée avec différentes concentrations du Cadmium pendant 30 minutes. Les résultats

expérimentaux ont montré une augmentation significative du diameétre des demi-cercles de Nyquist

en augmentant la concentration de Cd*'« Figure 3.6 (A) ». Le premier demi-cercle de Nyquist

correspond a 1’¢électrode d’Or modifié par ’aptameére avant I'ajout du Cadmium. Apres l'incubation

de l'aptacapteur avec des concentrations croissantes de la cible, les demi-cercles de la parcelle de

Nyquist continuent d'augmenter indiquant l'interaction entre le Cadmium et son aptameére

spécifique.
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Figure 3-6: (A) Diagrammes de Nyquist de la surface Cd* " -aptamer-ET(or) incubés avec des concentrations
croissantes de Cd* " allant de 10 4 107" M, (B) sensibilité de l'aptasensor par normalisation des données vers
les différentes concentrations de cadmium . Encart: circuit équivalent utilisé pour 1'ajustement des demi-

cercles du tracé SIE Nyquist.

La résistance de charge de transfert R a été extraite des demi-cercles des courbes de Nyquist
en utilisant le circuit équivalent de la « Figure 3.6 (B) »[1], ou R, représente la résistance de la
solution, R; la résistance de transfert de charge et Q1; I'élément de phase constante (un modéle
équivalent de la capacité a double couche). La partie réelle de I'impédance (Re (Z)) a augmenté en
fonction de la concentration du Cadmium. L'équation de régression linéaire a été normalisée a AR
= R (Aptamere-Cadmium) - Ry (Aptamere) en fonction du logarithme de la concentration du
Cadmium. Rct (aptamére-cadmium) est la valeur de la résistance de transfert d'électrons apres la
liaison du Cd*" a l'aptamére immobilisé sur la surface de I'¢lectrode modifiée. R (aptamere)
représente la valeur de la résistance du transfert d'électron apres I'immobilisation de l'aptamere sur
la surface d'¢lectrode modifi¢e CMA. La résistance de l'aptacapteur présentait une corrélation
linéaire avec la concentration de cadmium dans la gamme de (10°-10*M), avec un bon coefficient
de corrélation de (R* = 0, 9954) et une sensibilité de 4.683 kQ par décade de concentration de
cadmium. La limite de détection (LOD) de I'aptacapteur est la concentration de cadmium
correspondant au rapport 3 fois «s / my», ou «s» est I'écart type du signal d'impédance a blanc (trois
répliquas) et «m» est la pente de la courbe d'étalonnage correspondante [15]. Ici, la limite de la
détection (LOD) calculée était de 2,75%107'° M. La LOD obtenue dans ce travail était inférieure aux

limites de détection des stratégies d'aptamére Cd”>" et d'autres méthodes «Tableau 3.1».
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Tableau 3-1: Comparaison d'autres capteurs avec différentes méthodes de détection pour la détermination

du Cd*".

Méthodes de détection Linéarité (nM) Limite de détection (LOD) Refs.
(nM)

Aptacapteur fluorescent 0 to 1000 40 [16]

Aptacapteur fluorescent 7,19 to 200 2,15 [17]

Aptacapteur 10 to 400 4,6 [5]

colorimetrique

Aptacapteur 1t01000 0.337 [18]

électrochemique

Aptacapteur 250 to 1000 92 [19]

électrochemique

Aptacapteur 0.1t010° 0,27 Ce travail

électrochemique

Cet aptacapteur montre qu'un écart type de 4,49% a été calculé, indiquant une précision
acceptable et une reproductibilité de fabrication.
La production de l'aptacapteur développé a été testée avec une précision interessai. La précision
interessai a été évaluée en incubant trois électrodes, préparées indépendamment dans les mémes
conditions expérimentales avec une méme concentration de cadmium de 10°M. Un écart-type
relatif de 4,49% a été calculé, indiquant une précision et une reproductibilit¢ de fabrication
acceptables.
Pour 1'¢tude de spécificité, la « Figure 3.7 »représente les changements d'impédance apres
incubation avec du Cd*" et d'autres métaux lourds tels que Hg” *, Pb*" et Zn*" pendant 30 minutes.
Trois concentrations ont été testées pour chaque analyte; 10°, 107 et 10° M. A ce stade,
l'interactivité de l'aptacapteur et la détection du cadmium ont été¢ effectuées uniquement dans le
tampon PBS. Comme on peut l'observer dans la « Figure 3.7 »; les réponses de l'impédance
montrent clairement que l'aptacapteur était tres sélectif au Cadmium par rapport aux autres métaux
lourds testés. Aucun signal significatif n'a été enregistré, méme en présence de Pb*" et Zn’'
Cependant, une l1égére réactivité croisée a été notée avec Hg” ™ elle peut étre attribuée a la paire de
bases spéciale T — Hg — T mésapparié¢e entre Hg*" et Cd*" - aptamére [20-22]. Ces résultats
montrent que I'aptamére sélectionné immobilisé sur I'électrode la surface conserve son affinité et sa
spécificité en réaction avec le Cadmium, ce qui donne une augmentation significative de AR Ceci
peut étre considéré comme une validation de la sélectivité des aptacapteurs proposés, car il permet

la discrimination entre les métaux lourds testés dans toute la gamme sélectionnée.
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Figure 3-7: Etudes de la sélectivité de 1'aptacapteur en présence de Hg, Pb et Zn

3.3.5. Application dans des échantillons d'eau par la méthode des ajouts dosés

L'aptacapteur développé a été appliqué pour la détection du Cadmium dans des
¢échantillons d'eau de la riviere de Hammam Essalihine en utilisant la méthode des ajouts dosés
comme décrit précédemment. Quatre flacons contenant les échantillons d'eau réels ont été préparés
comme mentionné dans la partie expérimentale, puis analysés par des mesures SIE. La « Figure
3.8 »représente la premiere courbe de Nyquist correspond a la surface de 1’électrode de 1’Or
modifiée par l'aptamere avant l'addition du Cadmium, tandis que la seconde est attribué a
I'aptacapteur apres avoir été incubée dans le premier niveau 1 pendant 30 min. Un décalage du
demi-cercle par rapport au premier a €té observé, il s'explique par I'augmentation de la résistance
apportée par la réaction de l'aptamére avec le Cadmium. Le deuxiéme ballon, correspondant au
niveau 2, a montré le méme comportement que le premier ballon. L'analyse des autres flacons a été
effectuée dans les mémes parametres. Une augmentation du diamétre semi-circulaire a été
remarquée et a été absolument expliquée par l'augmentation de la quantité de cadmium dans les
flacons. Afin de déterminer la concentration de Cd*" dans l'échantillon réel, la pente (m) et
l'ordonnée a l'origine (b) de la courbe d'étalonnage résultante (R* = 0, 987) ont été utilisées, et la

concentration inconnu Cd*" de 1'échantillon réel a été estimée étre 4,29.10'8M.
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Tableau 3-2: détermination du Cd*" par les aptacapteurs proposés et la Spectroscopie d'Absorption

Atomique (SAA) dans les échantillons d'eau et étude de récupération de l'aptasensor pour la détermination

du Cadmium.

Ion dans AAS(C) L’aptacapteur (Cs) Récupération (%)
I’échantillon
cd™ 4.76%10°M 4.29%10"M 90.12

Récupération % = Cs/Cx100%][23]

Dans le but de valider notre aptasensor, 1'échantillon testé a également été analysé par spectroscopie
d'adsorption atomique (AAS) qui est une méthode de référence habituellement utilisée pour la
détection du cadmium [24, 25]. Les résultats obtenus sont présentés dans « Tableau 3.2 ». Ils sont

en bon accord avec ceux obtenus par la méthode d'addition standard.
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Figure 3-8: (A) courbes de I'impédance de Nyquist obtenues a partir de l'application sur un échantillon réel.
(m) PBS; (0) Niveau 1 (correspondant a une addition de 0 M); (®) Niveau 2 (ajout de 10*M); (o) Niveau 3
(ajout de 10"M) et (A) Niveau 4 (ajout de 2*107"M). (B) Courbe de sensibilité utilisée pour calculer la
concentration d'analyte dans 1'échantillon inconnu par la méthode des ajouts dosés. Les barres d'erreur

représentent I'écart type relatif sur les mesures effectuées en triple.

3.4. Conclusion

En résumé, un aptacapteur é€lectrochimique a été développé pour la détection du Cadmium.
L'aptameére a été immobilisé a travers la méthode de I'immobilisation covalente sur des électrodes

d'Or par l'intermédiaire de molécules CMA. Les aptacapteurs étudiés ont montré une relation
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linéaire entre les changements de I'impédance et le logarithme de la concentration de Cd*" dans une
large gamme de 107 a 10"° M, avec une LOD d'environ 2,75*10"'°M. En effet, I'aptacapteur actuel
présente une excellente sensibilité et sélectivité, en plus d'une bonne reproductibilité. De plus,
l'aptacapteur était trés sélectif au Cadmium en présence d'autres interférences, telles que Hg®', Pb*"
et Zn*". Afin de prouver l'applicabilité du procédé, le capteur aptamére construit a été utilisé pour
détecter le Cadmium dans des échantillons d'eau d’une source d’eau (riviére) avec une grande
précision. Ces résultats prometteurs montrent que la méthode développée pourrait étre une
excellente alternative aux techniques traditionnelles en raison de sa précision, sa fiabilité, sa
simplicité¢ et son faible colt. Ce capteur miniaturisé peut étre utilis€ dans de larges appareils
portables dans les riviéres ou directement dans les sources d'eau. De plus, I'électrode de travail
pourrait étre fonctionnalisée par d'autres aptameres pour permettre la détermination concomitante

de plusieurs métaux lourds.
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Chapitre 04

ELABORATION D’'UN APTACAPTEUR SELECTIF
AU CADMIUM A BASE D'ELECTRODE DE
CARBONE MODIFIEE PAR DES NANOPARTICULES
D'OR (AUNPS) ET NANOTUBES DE CARBONE
(CNT)

4.1. Introduction

Nous présenterons dans ce chapitre, les résultats expérimentaux de 1’application du
biocapteur électrochimique a base d’aptamére pour la détection du Cadmium. Nous décrirons tout
d’abord le protocole d’immobilisation du biorécepteur a la surface de transducteur. Ensuite, nous
présenterons les résultats de la caractérisation par la VC (Voltamétrie Cyclique) et la SIE
(spectroscopie d’Impédance Electrochimique). Nous poursuivrons en exposant les résultats
expérimentaux obtenus pour la détection du Cadmium, la sensibilité, la limite de détection et la
sélectivité.

L’aptamere utilis€¢ dans ce travail était le méme appliqué au chapitre 03 avec une membrane et

méthode tout a fait différentes.

4.2. Matériels et méthodes

4.2.1. Réactifs

Les nanotubes de Carbone (CNTs) ont été préparés dans le Laboratoire de Biologie Moléculaire a
Constantine (Algérie). Ces CNTs sont fonctionnalisés avec des groupements Carboxyles (COOH) ;
Chitosane (CS); glutaraldéhyde (a 0.25%); PBS (pH 4.5); HAuCls; Na,SO4; Sulfate du
Cadmium ; ont été achetés aupres de Sigma — Aldrich (France). L'aptamere du Cadmium a été

synthétis¢ et acheté par Microsynth (Suisse). La séquence spécifique de I’aptamére était la suivante:
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séquence d’aptamere (5° modifiée en amine): 5'-ACC GAC CGT GCT GGA CTC TGG ACT GTT
GTG GTATTA TTT TTG GTT GTG CAG TAT GAG CGA GCG TTG CG-3'1].

4.2.2. Les électrodes

4.2.2.1. Electrode detravail

Une électrode de travail ; encore nommeée électrode indicatrice ou au niveau de laquelle
s'effectue les réactions d’oxydo-réductions. C’est est une électrode sur laquelle on examine les
différents processus €lectrochimiques a explorer. A la base, elle est nettoyée avant et apres toute
mesure avec de I’acétone et 1'eau distillée, comme on peut utiliser un papier abrasif. Dans ce travail,
une ¢€lectrode de Carbone vitreux faisait notre choix. Ce matériau est considéré comme bon pour les
différentes applications en raison de ses propriétés physiques et chimiques telle que sa haute
résistance aux températures élevées (jusqu'a 3.000 °C sous gaz inerte). Il est méme plus résistant a
une température €levée qu'a la température ambiante. Il présente également une extréme résistance

a l'oxydation, a la corrosion et aux attaques chimiques [2].

Figure 4-1 : Electrode de travail en Carbone vitreux.

4.2.2.2. Contre électrode

Ou ¢électrode auxiliaire ; qui d’une part permet au courant de traverser la cellule sans endommager
I’¢électrode de référence et d’autre part, de minimiser les effets de la chute ohmique. Elle peut étre

un fil de platine de Imm de diamétre.
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4.2.2.3. Electrode de référence

Electrode de référence ou Electrode Normale & Hydrogéne (ENH) est ainsi nommée par convention
internationale pour exprimer les potentiels d’électrode relatifs correspondant au systéme

¢lectrochimique:

2H'+26 ————» H,

Dans la pratique, I’ENH étant d’une utilisation difficile, on lui préfere des ¢électrodes de référence
«opérationnelles» basées sur d’autres systemes électrochimiques. Pour les solutions aqueuses, les

deux principales sont:
v' Hg/Hg,Cly/KCl saturé, électrode de Calomel saturée (ECS).
v' Ag/AgCl/KCI saturé, électrode de référence au Chlorure d’argent (Ag/AgCl)

Enfin, I’¢électrode de référence sert uniquement a mesurer des variations de potentiel car elle reste a

un potentiel fixe grace a une concentration maintenue constante en ions en son sein.

Figure 4-2 : Electrode de référence (a) et contre électrode (b).

4.2.3. Mesures électrochimiques

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a étudier un biocapteur a base d’aptamere
congu pour détecter les ions du Cadmium. Toutes les mesures électrochimiques de la Voltamétrie
Cyclique (VC) et la Spectroscopie d’Impédance Electrochimique (SIE) ont été réalisées avec un
Potentio/Galvanostat (Biologic EC-Lab SP-300, France) (voir la « Figure 4.3 » piloté par un

logiciel de travail Ec-Lab dans une cellule électrochimique en verre.
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Figure 4-3: (a) montage expérimental de la cellule électrochimique a trois électrodes connectée au (b)

Potentio/Galvanostat SP300 utilisé pour les mesures électrochimiques.

La cellule électrochimique de (25cm’®) « Figure 4.4 »consiste & trois électrodes, ou les
réactions se ménent a la température ambiante et dans une cage de Faraday pour éviter tous

parasites ¢électriques.

Figure 4-4: cellule électrochimique en verre a trois ¢lectrodes

4.2.4. Préparation du biocapteur

4.2.4.1. Nettoyage d’électrode de travail

La propreté du milieu ainsi que le matériel utilisé est une étape préliminaire pour réussir les
manipulations. Le nettoyage de 1’¢lectrode se fait en deux étapes ; la premicre €tape qui consiste a

nettoyer une électrode en utilisant un papier de polissage[3]. Ensuite, une deuxiéme étape dont
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I’¢lectrode est nettoyée ¢électrochimiquement avec une solution de NaOH (0,5M). Ici, la surface du
Carbone vitreux est alors activée en milieu basique en imposant une série de balayages d’un
potentiel de -0.8V a +0.8V, a une vitesse de 50mV/s pendant 10 cycles, ce qui permet de produire
de I’hydrogéne a la surface par 1’¢lectrolyse de 1’eau dans la soude et conduit a une surface propre
et réduite. La stabilisation du voltamogramme indique la fin du nettoyage et que toutes les

impuretés sont désorbées.

4.2.4.2. Préparation du film CS-CNTs

Dans cette étape, la préparation d’une solution de Chitosane s’est avéré nécessaire ou Img
de ce polymere est dissout dans 40ml d’une solution tampon d’Acétate. Ensuite, cette solution est
soumise pendant 30 mn aux ultrasons, puis filtrée avec un papier filtre de 11um de diamétre. Apres,
Smg de nanotubes de Carbone (CNTs) ont été dispersés dans 10ml de la solution de Chitosane (CS)
a 0.2% pour avoir une solution (CS-CNTs)[4].

Par la suite, une goutte de la solution de (CS-CNTs, 0.5 M) 6uL a été déposée sur
I’¢lectrode du CV et laissée sécher a I’air libre. L’¢électrode ainsi modifiée a ét¢ immergée dans une
solution de Na;SO4 (0.2M) contenant 0.1mM de HAuCly. Les AuCly adsorbés sur le film de (CS-
CNTs) ont été convertis en nanoparticules d’Or via une électrodéposition ampérométrique au
moyen de la chronoampérométrie avec un temps de déposition de 400s et un potentiel de -0.2V afin
de former un film de AuNPs-CNTs-CS [S]« Figure 4.6 ». Aprées le dépot des NPs d’Or, 1’¢électrode

a été lavée doucement avec 1’eau distillée et séchée a I’air a la température ambiante.

4.3. Immobilisation d’aptameére-Cadmium

Avant de procéder a I’immobilisation de 1’aptameére-Cadmium, une goutte de 6ul de la
solution du Chitosane (0.2%) a été dispersée sur le film AuNPs-CNTs-CS et séché a air a
température ambiante. Puis, 1’électrode modifiée a été incubée dans une solution de Glutaraldéhyde
d’une concentration de 0.25% pendant 2 heures. Apres avoir €té lavée a I’eau et séchée, 1’¢lectrode
a été transférée dans la solution d’aptamere spécifique au Cadmium (0.75umol) pendant une nuit.
Ensuit, laver avec le PBS a pH 4.5. L’aptamere a été précédemment activé a 90°C pendant 10mn et

ensuite a température ambiante pendant 30mn.
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Figure 4-5: représentation schématique des différentes étapes de la conception de 1’aptacapteur pour la
détection de Cadmium.

4.4, Résultats et discutions

4.4.1. Caractérisation par la Voltamétrie cyclique (VC)

43 est un outil

La Voltamétrie cyclique d'une espece électroactive telle que [Fe(CN)g]
précieux pour tester la barriere cinétique et I’échange électrochimique a I’interface. La barricére
cinétique entrave le processus de transfert d'électrons et devient de plus en plus grande quand
I'épaisseur augmente et que la densité des défauts de la barriere diminue. Cette méthode permet
d’apprécier le degré de réversibilité des systemes redox étudiés, de déterminer dans certains cas le
mécanisme a I’¢électrode, notamment lorsque des réactions chimiques sont associées au transfert
d’¢électrons. Pour pouvoir caractériser toute modification se produisant a la surface de I’¢lectrode de
Carbone vitreux, la technique ¢électrochimique de la Voltamétrie cyclique a été appliquée pour cet
objectif dont un potentiel a été varié entre -1V et +1V avec une vitesse de balayage de 50 mV/s sur
un nombre de cycles.

La « Figure 4.6» présente la caractérisation électrochimique par la VC de 1’¢lectrode de CV

B Les voltamogrammes cycliques

4-3-

nue et modifiée, en présence de couples redox [Fe (CN)g]
démontrent des pics d’oxydo-réductions associé€s au couple redox [Fe (CN)g] ™" et qui sont visibles
en raison du fort taux d’échange avec 1’¢électrode du CV nue « Figure 4.6 (a), Figure 4.6(b) »; qui
présentent l'effet voltampérométrique du ferricyanure sur I'¢lectrode modifiée par les CNTs/CS. Les
nanotubes du Carbone ayant une surface catalytique active, ils peuvent augmenter la surface active
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de 1’¢lectrode modifiée [6]. Mais les pics d’oxydation et de réduction du couple redox ont été
diminués par rapport au CV nue en raison du comportement bloquant du Chitosane [6]. Pour les
AuNPs/CNTs-CS/CV, les pics ont augmenté et la AEp est devenue plus petite par rapport a
1'¢lectrode modifiée par les CNTs/CS « Figure 4.6 (c) ». Les résultats ont indiqué que les AuNPs
ont joué un role significatif dans l'augmentation de la surface catalytique électroactive. Lorsque le
film composé de AuNPs /CNTs-CS a été utilisé pour modifier I'électrode, le pic était le plus élevé
en raison de la grande surface spécifique de l'¢lectrode modifiée et de l'action synergique de
l'activité électro-catalytique des NPs et CNTs.

Les pics qui apparaissent au niveau de 1’¢lectrode modifiée Apt/AuNPs/CNTs-CS/CV
« Figure 4.6 (d) » ont considérablement diminué par rapport a ceux au niveau du AuNPs/CNTs-
CS/CV et le AEp est devenu moins important. Cela implique que la plus grande partie de la surface
de 1'¢lectrode est recouverte d'aptamére [7]. Cette observation démontre que I’immobilisation de
I’aptameére a été réalisée avec succes. L’incubation d’électrode modifiée dans la solution PBS (pH
4.5) contenant 0.1mM de Cadmium Cd*" pondant 30mn a entrainé une nouvelle diminution de pic
et une augmentation de la AEp « Figure 4.6 (e) ». Cela signifie que les ions Cd** ont été adsorbés a
la surface de I'¢lectrode et ce qui entrave considérablement le transfert d'électrons entre la surface
de I'¢lectrode et les couples redox en solution du fait de 1'ouverture de la partie tige d'aptamere et la

formation du complexe Cd*"-aptamére [7].
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Figure 4-6: Voltammogrames cycliques en présence de Fe (CN6)3-/4- de I’électrode nue (a), Cs-CNTs/CV
(b), AuNPs/Cs-CNTs/CV (c), Aptamére/ AuNPs/Cs-CNTS/CV (d), Cd*"/ Aptamére/ AuNPs/Cs-CNTS/CV (e)

a une vitesse de balayage 50 mV/s.
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4.4.2. Caractéristiques analytiques de I'aptacapteur

Une fois I’aptameére est immobilisé a la surface de 1’¢électrode, le biocapteur a été mis en test
pour la détection du Cadmium. Pour cela, différentes concentrations croissantes de Cadmium
préparées dans du tampon PBS a pH 4.5 et dans lesquelles 1’¢lectrode de travail a été incubée
pendant 30min. Les mesures d’impédance ont été effectuées pour chaque concentration de
Cadmium. La sensibilité et la linéarité du biocapteur ont été caractérisées dans une gamme allant de
10" 4 10" M. La technique SIE est trés efficace pour évaluer la résistance du transfert de charge
d'électrons en étudiant le mécanisme de réaction interfaciale sur la surface de I'électrode, les
transformations et les processus associ€s aux changements de conductivité pendant le processus de
construction du biocapteur [8, 9].

La résistance au transfert de charge (Rct) est un paramétre utile reflétant la facilité de réaction des
¢lectrodes qui peut €tre mesurée par SIE a partir du diametre du demi-cercle dans les graphiques de
Nyquist [10].

Les mesures SIE ont été effectuées au potentiel de circuit ouvert en appliquant un potentiel
sinusoidal d'amplitude de -0.5 V sur une gamme de fréquences entre 10kHz et 100 mHz. Les
données SIE ont été ajustées en utilisant le circuit équivalent de Randles pour ajuster les données
expérimentales et extraire les informations nécessaires des parametres électriques traduisant la
variation impédimétrique. Les spectres obtenus ont ét¢ modélisés par le circuit équivalent de
Randles, qui est la combinaison d’une résistance représentant la résistance due a la chute ohmique
(R1) (correspond a la valeur sur I’axe Zr du premier point du demi-cercle), une résistance de
transfert de charge (R2) (se lit sur I’axe Zr et équivaut au diameétre du demi-cercle) et Q2 (élément a
phase constante modele équivalent de la capacité a double couche). La modélisation des données
obtenues de la SIE a été réalisée par le logiciel EC-Lab en utilisant la méthode Randomize +

Simplex. Ici, randomize a été arrété sur 100 000 itérations et I'ajustement sur 5000 itérations.

Figure 4-7: Circuit équivalent de Randles.
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Les valeurs de la résistance du transfert de charge (Rct) ont été améliorées en augmentant la
concentration du Cd*" de maniére logarithmique. Le premier demi-cercle de la courbe de Nyquist
correspond a la surface d’électrode modifiée par l'aptameére avant l'addition du Cadmium. Apres
incubation avec des concentrations croissantes de la cible, les demi-cercles de la parcelle de Nyquist
continuent a augmenter indiquant une interaction entre le Cadmium et son aptamere spécifique.

Le comportement ¢lectrique de ce systeme ¢€lectrochimique était représenté par le circuit électrique
équivalent de Randles « Figure 4.7 » selon lequel les demi-cercles de la courbe de Nyquist ont été
ajustés « Figure 4.8 ». La partie réelle de 1'impédance (Re (Z)) a augmenté en fonction de la
concentration en Cadmium. L'équation de régression linéaire a été normalisée a Rct = Rct (aptamere-
Cadmium) - Rct (aptamere) en tant que logarithme de fonction de la concentration en Cadmium. Rct
(aptamére-Cadmium) est la valeur de la résistance liée au transfert d'électrons aprés la liaison du Cd*"
a l'aptamére immobilisé a la surface modifiée de 1'¢lectrode. Une relation linéaire constante entre les
concentrations de Ret et du Cadmium s’était établie de 107 a 10 M, avec un bon coefficient de
corrélation R* = 0.985 et une sensibilité de 1.2 KQ par décennie de concentration de Cadmium. La

limite de détection était de 2.011*107'*M.
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Figure 4-8: (A) Diagrammes de Nyquist de la surface Cd2 +-aptamere-CV obtenus suite a I’incubation dans des
concentrations croissantes de Cd*" allant de 10* 4 10™° M, a un potentiel de -0.5V et une gamme de fréquence de
10kHz-100mHz. (B) La sensibilit¢ de l'aptacapteur par normalisation des données vers les différentes

concentrations du Cadmium.
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4.4.3. Sélectivité

Le coefficient de variation obtenu a partir de trois mesures effectuées est trés bon lorsqu’il
varie entre 5% et 6 % dans l'intervalle de concentrations étudiées.

La production de l'aptacapteur développé a €té testée avec une précision intéressai, cette derniere a
été évaluée en incubant trois électrodes préparées indépendamment dans les mémes conditions
expérimentales avec une méme concentration de Cadmium de 10 M.

La sélectivité est un critére important pour n'importe quel outil analytique. Pour cela, nous
avons réalisé une étude d’interférence avec d’autres métaux lourds; le zinc, le plomb et le mercure.
L’étude a été réalisée en utilisant le biocapteur a base d’aptamére sur des concentrations de 10™ a
10" pour les interférents. Comme on peut le voir sur la « Figure 4.9 ». Les réponses d'impédance
montrent clairement que le biocapteur était hautement sélectif vis-a-vis du Cadmium par rapport
aux autres métaux lourds testés. Aucun signal significatif n'a été enregistré en présence de Pb*",
Zn*" sauf pour Hg*"; ce qui peut étre attribué a la paire de bases non appariée spéciale (T — Hg — T)

entre Hg”" et Cd- aptamére [11].
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Figure 4-9: comparaison des réponses du biocapteur obtenues en présence d’éventuelles substances

interférentes avec le Cadmium dans un tampon PBS a pH 4.5.
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4.5. Conclusion

Au cours de cette étude, nous avons développé un biocapteur a base d’aptameére pour la
détermination du Cadmium. Ce biocapteur a permis une détection sensible et trés stable de cet ion
avec une limite de détection trés basse de 0.02 pM. La méthode proposée pour 1’¢laboration de cet
aptacapteur et qui consiste a I’immobilisation de I’aptamére spécifique au Cadmium avec
réticulation dans une matrice de Chitosane (CS) sur une électrode de Carbone vitreux (CV) et
’utilisation des nanoparticules d’Or (AuNPs) et des nanotubes de Carbone (CNTs). Nous avons
constaté que 1’application des nanoparticules d’Or NPs et des nanotubes de Carbone ont amélioré
les performances analytiques de cet aptacapteur en termes de la limite de détection, la

reproductibilité et la sensibilité. Une large gamme linéaire est obtenue de 10™* a 10 M.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

La présente these a fait I’objet de 1’¢laboration de deux biocapteurs électrochimiques sélectifs a

base d’un aptameére spécifique a la détection du Cadmium dans des eaux réelles a Khenchela.

La réalisation de ces travaux a été le fruit du travail mené essentiellement au Laboratoire des Capteurs,
Instrumentations et Procédés (LCIP) a Khenchela et la collaboration avec 1’Ecole Supérieure Nationale
de la Biotechnologie (Constantine), le Laboratoire des Sciences Analytiques (LSA) a Lyon-France, et le
Laboratoire des Biocapteurs, Analyse et Environnement (BAE) de 1’université de Perpignon Via Domitia

(France).

Le premier aptacapteur électrochimique a ¢été développé en immobilisant par covalence
I’aptamere spécifique au Cadmium sur des électrodes d'Or par l'intermédiaire des sels de Diazonium
(CMA). L’aptacapteur étudié¢ a montré une relation linéaire entre les changements de 1'impédance et le
logarithme de la concentration de Cd2+ dans une large gamme de 10-3 a 10-10 M, avec une limite de
détection d'environ 2,75*%10-10M. En effet, 1'aptacapteur actuel présente une excellente sensibilité et
sélectivité, en plus d'une bonne reproductibilité. De plus, I'aptacapteur était trés sélectif au Cadmium en
présence d'autres interférences, telles que Hg2+, Pb2+ et Zn2+. Afin de prouver l'applicabilit¢ du
procédé, le capteur aptamere construit a été utilisé pour détecter le Cadmium dans des échantillons d'eau

d’une source d’eau (riviere) avec une grande précision.

Le second aptacapteur a été congu a partir d’une ¢électrode de Carbone Vitreux modifiée avec des
Nanoparticules d’Or (AuNPs) électrodéposées par chronoampérométrie a -0.2 V pendant 400 secondes
sur des Nanotubes de Carbone (CNT) dans un film de Chitosane CS (CNT/CS). Par la suite I’aptameére a
¢été stabilisé dans la matrice de bio-polymere par une réticulation chimique avec le glutaraldéhyde
entrainant la formation de liaisons covalentes stables (GCE/CS-CNTs/AuNPs/Aptamere). Ce biocapteur
permet la détection du Cadmium avec une linéarité de 10-13 a 10-4 M, une corrélation de 0.985 et une
sensibilité¢ de 1.2 KQ.M-1, une bonne sélectivité en présence d’autres ions (Hg2+, Pb2+ and Zn2+) et

une limite de détection de 0.02pM.

A la lumiere de ces résultats, nous avons vu l’'intérét potentiel d’intégrer les nanomatériaux
comme les nanotubes de Carbone et des nanoparticules d’Or aux surfaces des capteurs utilisés pour
améliorer la détection des analytes. De plus, nous recommandons comme perspective 1’application de ces
biocapteurs dans des échantillons biologiques comme le sérum sanguin, la reproductibilité et le temps de

réponse.
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Afin de conclure, ces résultats prometteurs montrent que les méthodes développées pourraient
représenter des alternatives aux techniques traditionnelles en raison de leur précision, leur fiabilité, leur
simplicité¢ et leur faible colit. Ces capteurs permettent la détection du Cadmium, pourraient étre
fonctionnalisés par d'autres aptameres pour permettre la détermination concomitante de plusieurs métaux

lourds.
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Résumé :
Notre thése a été consacrée pour le développement de deux aptacapteurs électrochimiques

pour la détection des ions Cadmium dans des échantillons réels d’eaux.

D’abords, le premier aptacapteur a été développé a base d’une électrode d’Or modifiée
chimiquement par la réduction ¢électrochimique du sel de Diazonium (CMA) et 1’acide
carboxylique, sur laquelle un aptamére-Cadmium amino-modifié a ét¢ immobilisé par la réaction
Carbodiimide. Ce biocapteur a montré une gamme linéaire de 10~ a 10° M de Cadmium avec une
limite de détection (LOD) de 2,75*10"°M. Une sélectivité élevée a été obtenue lors des mesures
d’interférences en présence de Hg®", Pb*" et Zn>". Cette plateforme permet également une

application prometteuse sur des échantillons d’une eau de source a Khenchela (Algérie).

Ensuite, un autre aptacapteur a été mis en place a travers la modification d'une électrode de
Carbone vitreux par des nanotubes de Carbone-Chitosan (CNTs-CS), puis avec des nanoparticules
d'Or électro-déposées (AuNPs) sur les CNTs-CS, et puis 1'immobilisation de aptamere-Cadmium
via le glutaraldéhyde. Parmi les conditions d’optimisation, un temps d'immobilisation de 2 heures,
un pH 4,5, une température de 25 °C et concentration d'aptamére de 0,75 uM. Ce biocapteur
démontre une sensibilité de élevée (1,2 KQ.M-1); une large plage linéaire (10™° =10 M) et une

limite de détection de 0,02 pM avec une bonne sélectivité vis-a-vis le Cadmium.

Mots Clés : Cd-aptamer , Nanotubes de carbone , Nanoparticules d’or ,Chitosan.



Abstract:
Our work was adressed to the development of two electrochemical aptasensors for the Cadmium

ions detection in real water samples.

In the first place, the first aptasensor was developed based on a Gold electrode chemically modified
by the electrochemical reduction of the Diazonium salt (CMA) and carboxylic acid, on which an
amino-modified aptamer-Cadmium was immobilized by the Carbodiimide reaction. This biosensor
showed a linear range of 107 to 10° M of Cadmium with a limit of detection (LOD) of 2.75* 107'M,
High selectivity was obtained during interference measurements in the presence of Hg*", Pb*" and
Zn”". This platform allows also a promising application on samples of spring water in Khenchela

(Algeria).

Then, another aptasensor was put in place through the modification of a Glassy Carbon electrode
with nanotubes of Carbon-Chitosan (CNTs-CS), then with Gold nanoparticles electro-deposited
(AuNPs) on the CNTs-CS, and then immobilization of aptamer-Cadmium via glutaraldehyde.
Among the conditions for optimization, an immobilization time of 2 hours, a pH of 4.5, a
temperature of 25 °C and an aptamer concentration of 0.75 uM. This biosensor demonstrates high
sensitivity of 1.2 KQ.M™, a large linear range 10™"° —10™ M and a detection limit of 0.02 pM with

good selectivity towards Cadmium.

Key Words : Cd-aptamer, Carbon nanotubes, Au nanoparticles, Chitosan.
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