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Résumé

Résumé

Les principaux travaux portent sur la conception et la modélisation de
(bio)capteurs électrochimiques. L'objectif de la partie expérimentale est la conception
de (bio) capteur électrochimique basé sur des membranes polymériques comprenant
deux récepteurs différents, a savoir la lipase comme enzyme et la B-cyclodextrine.

Un nouveau biocapteur a base de lipase de Candida rugosa (CRL) a été
développé pour I’amlodipine (AMD) utilisant un mélange d'oxyde de fer polyaniline et
de gélatine). Le comportement cathodique de I’AMD a été mesuré sur le signal de
réduction irréversible a 0,185 V par rapport & Ag /AgCl a pH 7,4 et 30 ° C dans un
tampon phosphate alcalin.

Une nouvelle analyse électrochimique basée sur la p-cyclodextrine (p-CD)
a été développée pour la pénicilline V (Peni-V) a l'aide de la polyaniline. Cette deniére
incorporant la B-CD a été préparée par un procédé de polymérisation électrochimique.
Le phénomeéne d'inclusion des B-CD a été étudié et appliqué pour détecter la pénicilline
V (Peni-V). Le comportement électrochimique de Peni-V a des concentrations
comprises entre 10 8 et 10 2 M a été mesuré par rapport a Ag / AgCl, apH 7,4 et a 30
° C dans un tampon phosphate alcalin. La relation entre la concentration de Peni-V sous
forme logarithmique avec le courant en méthode potentiométrique et avec la résistance
en impédimétrique a été obtenue.

La modélisation numérique présente la mise en ceuvre de solutions
numériques pour la réponse du biocapteur a l'aide d'Excel via les différences finies. Les
résultats montrent la validité et la robustesse de cette méthode d'optimisation avec
I’Excel dans la résolution d'un systéeme mathématique de réaction cinétique-diffusion
dans un processus de biocapteur enzymatique.

Dans la modélisation analytique, la modélisation mathématique de la
cinétique hautement sensible du biocapteur enzymatique est discutée. La méthode
standard d'inversion d'une transformée de Laplace selon le théoréme d'expansion de
Heaviside est appliquée pour résoudre les équations de réaction — diffusion couplées.

Une simulation numérique est également rapportée a l'aide du logiciel MATLAB.

Mot cles: Lipase; amlodipine; B- cyclodextrine; penicilline V; polyaniline;

modélisation numérique ; modélisation analytique.



Abstract

Abstract

The main of this work is the design and modeling of electrochemical (bio)
sensors. The objective of the experimental part is the design of (bio) electrochemical
sensors based on polymer membranes including two different receptors namely lipase
as enzyme and the B-cyclodextrin.

A new biosensor based on lipase from Candida rugosa (CRL) was developed
for amlodipine (AMD) using a mixture of polyaniline iron oxide and gelatin. The
cathodic behavior of AMD was measured on the irreversible reduction signal at 0.185
V versus Ag/AgCl at pH 7.4 and 30 °C in a phosphate alkaline buffer.

A new electrochemical analysis based on p-cyclodextrin (B-CD) was
developed for penicillin V (Peni-V) using polyaniline. Polyaniline incorporating f-CD
was prepared by electrochemical polymerization method. The inclusion phenomenon
of B-CDs has been studied and applied to detect penicillin V (Peni-V). The
electrochemical behavior of Peni-V at concentrations between 10°® and 107> M was
measured versus Ag/AgCIl at pH 7.4 and 30 °C in a phosphate alkaline buffer.
Relationship of Peni-V concentration in logarithmic mathematical form with current in
potentiometric method and with resistance in impedimetric were obtained.

Numerical modeling presents the implementation of numerical solutions for
the response of biosensor using Excel via finite differences. The results show the
validity and robustness of this optimization method with Excel Spreadsheet in solving
mathematical system of kinetic reaction-diffusion in enzyme biosensor process.

In the analytical modeling, the mathematical modeling of highly sensitive
enzyme biosensor kinetics is discussed. The standard method of inverting a Laplace
transform according to the Heaviside expansion theorem is applied to solve the coupled
reaction—diffusion equations. A numerical simulation is also reported using the
MATLAB software program.

Keywords: Lipase; amlodipine; p-cyclodextrin; penicillin V; polyaniline; numerical

modeling; analytical modeling
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Introduction générale

Les instruments classiques d’analyse pour la détection d’une espece chimique
ou biochimique ainsi que I'évaluation de sa quantité ou de sa concentration sont
généralement complexes, volumineux, colteux et souvent difficiles a mettre en ceuvre
avec temps de réponse souvent trés longs (préparation des échantillons, étalonnage,
durée de I’analyse proprement dite, sortie des données...). Depuis une trentaine
d’années, ils font face a I’avénement des capteurs (bio) chimiques appelés plus
couramment biocapteurs. Ceux-ci sont des dispositifs souvent simples et compacts
transformant le signal (bio) chimique en un signal électrique facilement exploitable.
Les biocapteurs sont devenus aujourd’hui primordiaux du fait de leurs nombreuses
applications dans des domaines de recherche scientifique (fondamentale et appliquée)
tres divers. Des besoins tres importants sont apparus récemment dans I'ensemble des
sciences de la vie (biologie, biochimie, médecine et agroalimentaire) et de

I'environnement (pollution).

Ces derniéres années, les données scientifiques mettent en évidence la présence
de médicaments dans I’environnement et essayent d’appréhender cette problématique
depuis les sources jusqu’aux risques sanitaires et environnementaux.

La présence et l'impact des résidus de médicaments dans I'environnement
constituent un sujet de préoccupation récent et qui a pris une ampleur notable ces

derniéres années en Algérie comme dans les pays voisins.

L Algérie possede un grand stock de médicaments périmés qui gisent sur des
milliers de metres carrés... Les responsables principaux de ces déchets sont les grands
laboratoires pharmaceutiques qui générent et stockent des quantités énormes de résidus
toxiques, il faut savoir que tous les types de médicaments périmés doivent étre
incinérés. Malheureusement, cette opération ne se fait pas en Algérie par manque
d’établissements spécialisés. Les quatre établissements (existants) ne peuvent pas
incinérer 150 t de déchet annuellement. Le traitement des produits pharmaceutiques

périmés et des déchets accumulés depuis des années a un colt important.

L’Etat en tant que force publique et régulateur du secteur économique doit
intervenir pour assainir le probléme de la pollution chimique nuisible a la santé de la

population.
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Au plan réglementaire, cette catégorie de déchets (déchets pharmaceutique et
médicaux) est régie par le décret exécutif n°03-477 du 9 décembre 2003 fixant les
modalités et les procédures d’élaboration, de publication et de révision du plan national
de gestion des déchets spéciaux (section 3 pour les déchets toxiques).

En effet, les biocapteurs apparaissent aujourd’hui comme des outils tres
“élégants dans différents domaines : biotechnologies, technologies biomédicales,
environnement, agro- alimentaires... En particulier, des besoins réels existent pour la
détermination de divers métabolites et/ou toxiques dans différents milieux complexes.

De plus, les biocapteurs profitent de la sélectivité inhérente aux systémes
biologiques, a savoir la reconnaissance entre une enzyme et son substrat ou encore la
reconnaissance spécifique entre un anticorps et un antigene. Ces différentes affinités
peuvent étre utilisées pour mettre en place des capteurs trés spécifiques a la
reconnaissance d’une molécule ciblée. C’est pourquoi la classe des biocapteurs est
actuellement trés étudiée, la spécificité et la sensibilité étant deux des problématiques
a prendre en compte lors de la conception d’un systéme de détection. Par exemple, si
I’on prend le cas du capteur le plus couramment décrit dans la littérature, a savoir le
capteur a glucose, la modification de la surface, la cible et son environnement jouent
un réle essentiel dans la conception du capteur. L’intérét d’un tel systéme repose sur la
faculté du capteur a doser le glucose directement dans le sang. Or, le sang est un milieu
tres complexe au sein duquel il existe une trés grande variété d’especes chimiques,
rendant la détection d’une molécule ciblée d’autant plus difficile. C’est ici

qu’interviennent les biocapteurs de par leur spécificiteé.

Le but de ce travail est de développer deux types de (bio)capteurs
électrochimiques pour détecter deux principes actifs: I’Amlodipine comme
cardiovasculaire avec une enzyme (lipase) et la pénicilline comme antibiotique avec la
B-Cyclodextrine, suivi par des études de modélisation, analytique et numeérique sur la
cinétique des réactions durant la préparation de biocapteur afin de mieux comprendre

le développement et le design de ces nouveaux (bio)capteurs.
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La premiére partie de ce manuscrit comporte deux chapitres théoriques. Le
premier chapitre a été consacré sur des rappels sur les capteurs chimiques et biologiques
ainsi que les différents types existants, le développement des méthodes
d’immobilisation de biomolécules sur une surface et s’attarde sur le développement des
biocapteurs electrochimiques. Nous avons présenté également quelques notions sur les
enzymes utilisées pour la détection des espéces chimiques. Dans le deuxiéme chapitre,
nous avons décrit les différentes méthodologies utilisées pour la réalisation de différents
types de plateformes de détection électrochimique, en associant quelques éléments
visant a la compréhension des notions de base sur la modélisation.

La seconde partie met en évidence le contexte dans lequel se situe le sujet de these
ainsi que les différents choix technologiques associés a la conception et la réalisation de
deux différents (bio) capteurs électrochimiques. Le premier biocapteur a été utilisé
comme modéle pour la suite des travaux de modélisation et portera sur la détection de
I’Amlodipine par une méthode électrochimique que la voltammétrie cyclique. De
méme qu’une technique d’immobilisation de la lipase du Candida rugosa mettant en
jeu un film polyaniline dopé par Fe,Os a été adoptée. Le second (bio)capteur traitera la
détection de la Pénicilline, une cible de grand intérét, par I’inclusion de la pB-
Cyclodextrine dans une matrice a base de polyaniline.

La troisieme partie est consacrée au développement du modéle
mathématique et a la caractérisation cinétique du biocapteur durant la détection. La
conception du biocapteur est discutée au cours de I’étude ainsi que la modélisation
analytique et numérique
Afin de faciliter la lisibilité du document tout en maintenant la présentation des résultats
complets, des éléments plus détaillés ont été placés en annexes :

- ’annexe A contient des informations bibliographiques détaillées, complémentaires du
chapitre V et VI ; Code Matlab.

- I’annexe B comporte des éléments détaillés de la présentation et I’utilisation des
feuilles d’Excel pour la modélisation numérique moyennant la méthode des éléments

finis.
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1.1 Introduction

Les recherches sur les (bio)capteurs contribuent a la révolution de la détection dans le
domaine de la santé. lls améliorent I’efficacité et diminuent les colts des diagnostics et des
traitements médicaux. Différentes stratégies ont été suivies pour le développement de ces
(bio)capteurs afin d’obtenir un dispositif fiable et performant spécifique a la cible. Dans ce
contexte, ce chapitre est une synthése des nombreuses informations sur les biocapteurs que 1’on
peut trouver dans la littérature. Il aura pour but de présenter le contexte et les enjeux des
(bio)capteurs afin de positionner le travail qui a été réalisé au cours de cette these.

Dans un premier temps, des généralités sur le (bio)capteur seront présentées. Dans un
second temps, nous présenterons les principes de fonctionnement et les applications de quelques
biocapteurs qui sont étudiés. Enfin, nous terminons avec une description des matériaux utilisés
récemment pour le développement des biocapteurs dans le domaine de la nanotechnologie tout en

précisant leur intérét pour I’amélioration de tels dispositifs.

1.2 Généralités sur les capteurs

La chaine d’acquisition permet de transformer une grandeur & mésurer en un signal
électrique exploitable. Les capteurs sont les premiers des quatre éléments d’un systeme
d’acquisition de données. Ils permettent de transformer une grandeur physico-chimigque a mesurer
Gm (température, concentration d’un gaz ...) en un signal electrique de sortie Se (tension, intensité

...). Les capteurs donnent la relation Se = f (Gm), également appelée courbe d’étalonnage

La chaine d’acquisition est intégrée dans des systemes qui nécessitent le pilotage d’une

grandeur. On obtient le schéma classique suivant :

Grandeurs Grandeurs
d'influences d'influences
Gm Sd Sm /
Transformer Ad:':pter le , Trans.mettre , Tra.uter e 1,
Gm en Sd signal le signal signal
grandeur signal électrique signal de mésure signal de mésure signal
amésurer de bas niveau transmis exploitable

Figure 1.1 : La chaine d’acquisition d’un capteur.
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1.2.1. Définition

Par définition, un capteur est un dispositif électronique capable de transformer une grandeur
physique, chimique, biologique... (mesurande) en une grandeur électrique, généralement une

tension ou un courant (la figure 1.2 présente le principe d’un capteur) [1].

Grandeurs
d'influence

A

Grandeur Cant Signal

- . “apteur . -
hysique a
P Y’ q e elect’rlque de
mésurer mésure

y

Figure 1.2 : Principe d’un capteur [2].

Dans I’analyse chimique, Un capteur chimique est un systeme simple constitué d’une couche
sensible permettant la reconnaissance de I’espéce a mesurer et d’un systéme transducteur
transformant I’interaction chimique en un signal électrique de sortie. Ses fonctions sont soit de
mesurer la concentration d’une entité particuliere dans le cas des analyses quantitatif, soit de
caractériser I’existence d’une entité dans un mélange dans le cas de I’analyse qualitatif. Il existe
plusieurs familles de capteurs chimiques qui se distinguent par le type de couche sensible et le
principe de transduction. Les capteurs chimiques peuvent fonctionner en phase aqueuse comme en
phase gazeuse. Plus précisément, un capteur de gaz est un élément donnant une information
représentative de la concentration d’un composant chimique dans un mélange gazeux dont les

conditions environnementales physiques doivent étre connues (température, humidité relative ...).

1.2.2.  Structure générale d’un capteur

Les différentes parties constitutives d’un capteur sont : Le corps d’épreuve, le transducteur, le boitier

et I’électronique de conditionnement [3] (figure 1.3) :

Grandeur

physique a a

meésurer

Signal de
mesure

Corps d'épreuve fo

Grandeur Grandeur
physique physique
intermédiaire exploitable

Figure 1.3 : Structure d’un capteur /3].
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A. Le corps d’épreuve
Le corps d’épreuve est un élément sensible qui réagit avec la grandeur a mesurer. Il a pour

role de transformer la grandeur a mesurer en une autre grandeur physique dite mesurable.

B. Transducteur
Le transducteur est un élément sensible lié au corps d’épreuve. Il traduit les réactions du

corps d'épreuve en une grandeur électrique constituant le signal de sortie.

C. Le boitier
Le boitier est un élément mécanique de protection, de maintien et de fixation du capteur.

D. Lélectronique de conditionnement
C’est un dispositif qui convertit le signal de sortie du capteur en un signal de mesure standard.

Il fait le lien entre le capteur et le systeme de contr6le commande. Il a pour réle d’amplifier et de

traiter le signal électrique.

1.2.3. Différents types de capteurs
Suivant I’origine du signal électrique de sortie, les capteurs peuvent étre classés dans diverses

catégories selon :
X Leur mode de fonctionnement (fonctionnement actif ou fonctionnement passif)
> Les capteurs actifs sont des capteurs modélisables par des générateurs. Ils transforment
directement la grandeur physique a mesurer en énergie électrique.
> Les capteurs passifs sont des capteurs modélisables par une impédance (Z). lls ont
besoin d’un apport d’énergie extérieure pour fonctionner et fournir un signal
électrique.
a. Capteurs actifs
Ce type de capteurs fonctionne en générateur, dont une partie de I’énergie physique prélevée sur
la mesurande est transformée directement en énergie électrique qui constitue le signal de sortie (tension
ou courant) [4]. Les principes physiques mis en jeu sont présentés ci-dessous (Tableau I1.1).

Tableau 1.1 : Grandeurs dentrée et de sortie et effet utilisé pour les capteurs actifs

Grandeur physique a Effet utilisé Grandeur de sortie

mesurer , - .
empérature Thermoélectricite Tension

Photoemission Courant
Flux de ra Bf[‘ir(‘ﬁgent Effet photovoltaique  Tension
Effet photo-¢électrique  Tension

Piézo-électricite Charge électrique

Induction

Acceélération _ _
\/itesse électromagnétique Tension
Position

ouran Effet Hall

Tension
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b. Capteurs passifs

Ils sont constitués d’un matériau spécifique dont I’impédance (résistance, capacité ou
inductance) est sensible au mesurande. Le tableau 1.2 résume, en fonction du mesurande, les

matériaux et les effets utilisés pour réaliser la mesure [4].

Tableau 1.2 : Exemples de capteurs passifs.

Grandeur physique a Effet utilisé Marétiaux utilisés

mesurer e 7 7 7
emperature Résistivité Platine, Nickel, Cuivre ...

Résistivité Matériaux magnetoresistants
Réluctance/Inductance Cuivre

Position déplacement

Capacitit Aluminium
ux de rayonnement optique Ra{=NMHOYIE Semi-Conducteurs
Constante dielectrique Liquides Isolants

Deformation Résistivité Alliages nickel/silicium dopeé
_ Permeéabilité magnétique  Alliages terromagnétiques

Humidite Résistivité Chlorure de lithium
_ Constante diélectrique Alumine, polymeres

X Leur mode d’échantillonnage (échantillonnage actif ou échantillonnage passif). Le mode de
mesure des capteurs est precise lors de la détermination de la concentration des polluants gazeux
dans I’air.
> En échantillonnage actif, un systéme d’aspiration permet de faire passer un
flux de polluants a travers ou sur la surface sensible du capteur. L’air contenant le
polluant est aspiré au moyen d’une pompe et d’un régulateur de débit massique.
> En échantillonnage passif, I’air contenant le polluant est transporté vers le

capteur par diffusion moléculaire jusqu’a la surface sensible.

Le capteur se distingue du détecteur par le fait qu’il ne s’agit que d’une simple interface entre
un processus physico-chimique et une information manipulable. Le détecteur est un appareil
autonome se suffisant a lui-méme, disposant d’un affichage ou d’un systeme de stockage des
données et qui permet d’informer directement de maniére qualitative et/ou quantitative de la
présence d’un composé. Le capteur se compose uniquement d’éléments physico-chimiques qui
réagissent selectivement avec la grandeur & mesurer (Gm). 1l est I’élément de base de la chaine de

mesure et ne peut pas fonctionner seul.
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1.2.4. Caractéristiques meétrologiques d’un capteur

Les caractéristiques métrologiques d’un capteur constituent les liens effectifs entre le capteur

et la grandeur qu’il mesure.

1.2.4.1. Etalonnage

L’etalonnage permet d’ajuster et de déterminer, sous forme graphique, la relation entre le
mesurande (m) et la grandeur électrique de sortie (figure 1.4). Trés souvent I’étalonnage n’est

valable que pour une seule situation d’utilisation du capteur.

Signal de sortie (S)
A

Smax ‘l/’_/—\

Reproductibilité

S1

Seuil

S
>

moi ml m2 : mmax
Saturation

Mesurande (i)

Etendue demesure

Figure 1.4 : Courbe d ‘étalonnage d’un capteur.

1.2.4.2. Etendue de mesure

L'étendue de mesure est définie sur la courbe d'étalonnage du capteur (figure 1.4). A
I'extérieur de cette zone se trouvent deux valeurs particuliéres : le seuil et la saturation.

Le phénomeéne de saturation est fréqguemment rencontré en physique. Méme si la valeur du
mesurande (m) augmente, la grandeur de sortie ne peut dépasser une valeur maximale Smax : pour
M>Mmax, S=Smax. On ne peut donc pas effectuer de mesurage pour des valeurs au-dessus de Mmax.

Le seuil ou limite de détection correspond a la valeur minimale du mesurande nécessaire

pour obtenir une grandeur de sortie non nulle : pour m=mg, S correspond au bruit de fond de la
mesure [5].

S=LOD=3.3*SD /s Eq.l./

Avec SD : I’écart type de la réponse.

S : la pente

En résumé, on ne peut mesurer que des mesurandes compris entre mop et Mmax.
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1.2.4.3. Domaine de linéarité
Dans ce domaine de linéarité, la variation de la grandeur de sortie est proportionnelle a la

variation du mesurande.

1.2.4.4. Sensibilité

La sensibilité (s) est une caractéristique importante pour I’exploitation et I’interprétation des
mesures. Elle est définie comme étant la variation du signal de sortie (S) par rapport a la variation
du mesurande (m) (pente de la portion linéaire de la courbe d’étalonnage) et s’écrit :

A4S

S_Am

Eq.1.2

1.2.4.5. Temps de réponse
La rapidité est caractérisée par le temps que met le capteur a réagir a une variation brusque
du mesurande. Cependant la valeur finale étant le plus souvent atteinte de maniere asymptotique,

elle correspond au temps nécessaire pour que le capteur délivre une certaine portion o de la pleine
amplitude du signal. Le temps de réponse noté t est tel que o vaut généralement 90%.

La connaissance du temps de réponse d'un capteur est un élément essentiel lors de la

réalisation de mesures.

1.2.4.6. Résolution - Précision

C'est la plus petite variation de mesurande que peut détecter le capteur.

1.2.4.7. Reproductibilité ou répétabilité
Ce paramétre est probablement le plus important, tant pour les capteurs physiques que
chimiques. C'est I'aptitude d'un capteur & donner, dans des conditions définies, des réponses trés

voisines lors de la mesure répétée d’une méme valeur du mesurande.
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1.3. Les biocapteurs
1.3.1. Historique

Vers 1950, Leland Clark a commencé le développement du premier capteur pour la mesure de

la concentration d’oxygene dissout dans le sang. Sa collaboration avec Champ Lyons en 1962, a

permit la mise au point de ce biocapteur associant une membrane enzymatique et renfermant le

glucose oxydase et une électrode a oxygene en vue de I’adapter a la mesure de la concentration en

glucose dans le sang [6]. Cing années plus tard, Updike et Hickson ont élaboré une électrode

enzymatique permettant de doser le glucose dans des solutions biologiques [7]. A la fin des années
70 (1969), George Guilbault a crée un dispositif pour doser I'urée dans le sang et l'urine [8].

Depuis ces premiéres ébauches, les biocapteurs ne cessent de susciter I’intérét des chercheurs

et deviennent de plus en plus employés dans des domaines trés variés. Citons par exemple I’industrie

agroalimentaire, pharmaceutique ou pétrochimique, ou bien encore le domaine biomédical,

I’environnement et I’agriculture.

1.3.2. Définition

Un biocapteur est un outil ou systeme analytique congu pour transformer une réponse
biologique en un signal électrique [9]. Ce dispositif est basé sur I'accouplement spatial direct d'un
composé biologiquement actif immobilisé, appelé "Biorecepteur” ou "élément de reconnaissance
biologique", avec un transducteur qui agit en tant que détecteur et un amplificateur électronique [10-
13]. Le biocapteur emploie les systemes biologiques a différents niveaux d'intégration pour
identifier spécifiqguement la substance a déterminer. La premiere étape de cette interaction est la
formation d’un complexe spécifique de la substance active immobilisée avec l'analyte [14].

La figure 1.5 représente le principe de fonctionnement d’un biocapteur permettant d’obtenir, &
partir de I’espéce a détecter dans I’échantillon, toute information utile a son évaluation.

a i R Biocapteurs (Biosensors) | _ —

c)Amplification

. & ﬁ :
i S signal
NS ) o —— g q

Culture cellulaire £ 5 (detecteur)
b .. FET transisteur
Acide nucléique

<
e

d)

Analyse Médicale e matrice de nanofils Processeur
; de signal
—i Cellule + JJJ
. d9
> ' anticorps Nanoparticules
Analyse S P2 e ® 3 1
Agroalimenataire #‘:g \\ Edstrodes {. ="
q ? 2},-"&‘ Enzymes ~ Electrodes —:——:TT—
a) Biorecepteur D) Interface Electriques e)Affichage

Analyse (Systéme de Transduction )
Envirenmentale

Figure 1.5 : Les biocapteurs.
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1.3.3. Différents types de biocapteur

1.3.3.1. (bio) capteur optique

Le (bio) capteur optique est un dispositif qui transforme la modification biochimique en
information sous forme d’une grandeur optique. Ces informations, transportées par la lumiére, sont
la base du (bio) capteur optique qui forme le plus large groupe de transducteurs qui sont liés a la
mesure de la lumiére absorbée ou émise [15-17]. Les principaux atouts de ces capteurs sont
géneralement leur caractere non destructif qui autorise des mesures in situ et en temps réel, une

insensibilité aux interférences électromagnétiques et une sensibilité de détection élevée (Figure 1.6).

©_© (@)
(®] (@] -~
L Noweweo
. <
D 4 S Viocepteur
& i DN
Lumiére polarisée S Lumiére réfléchie
AN /;f.’ =
X \/ y, T,
// 2NN\ 4 /50 SO
@ %)) 2 e)
N\ 6@ © @/"' < > e}“ ¢°~ 4
\F &

Intesité

Ang;le ’ 7 Tel;lps
Figure 1.6 : Schémas d’un biocapteur optique
La majorité de ces capteurs utilise les techniques d’absorption et de fluorescence ou fait appel

a des phénomenes d’interférence de la lumiére.

1.3.3.2. (bio) Capteur a effet piézoélectrique

Les (bio)capteurs piézoélectriques mesurent des variations de masse a leur surface (Figure
1.7). Le principe de ces transducteurs repose sur les propriétés piézoélectriques des matériaux
utiliseés. L’effet piézo direct correspond au phénomeéne qui a lieu lorsqu’un solide cristallin est
soumis a une contrainte mécanique appliquée sur ses faces : la déeformation du cristal s’accompagne

d’une polarisation electrique dont I’amplitude est proportionnelle a la contrainte appliquee [18-20].

TR
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Figure 1.7 : Schémas d’un biocapteur piézoélectrique

1.3.3.3. (bio) Capteur thermique

Les (bio) capteurs thermométriques appelés aussi (bio) capteurs enthalpimétriques sont
destinés a déterminer la concentration d’un substrat par la variation d’enthalpie associée a la réaction
enzymatique [23-24]. Les plus utilisés sont enzymatiques mais il existe des biocapteurs thermiques
immunochimiques, appelés « Thermometric Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay » (TELISA).
Cette méthode fait essentiellement appel aux réactions exo ou endothermiques. Le changement de
température, AT, est déterminé par un microcalorimetre et est relié aux variations d’enthalpie, AH,
et la capacité de chaleur du réacteur, Cp par la relation suivante :

AT = nAH/C, Eq.1.4

Avec n étant le nombre de moles de substrat ayant réagit.

Table 1.3 : (Bio) Capteur thermique avec réactions enzymatique.

Analyses Enzyme Chaleur échangée
-AH (kJ * mol-1)
Cholesterol Cholesterol oxidase 53
Esters Chymotrypsin 4-16
Glucose Glucose oxidase 80
Hydrogen Catalase 100
peroxide
Penicillin G Penicillinase 67

1.3.3.4. (bio) Capteurs électrochimiques

Les méthodes de transduction électrochimique sont trés populaires dans le domaine
des biocapteurs [25-28], non seulement pour des raisons historiques, le premier biocapteur
mis au point en 1962 est électrochimique [29], mais aussi pour leur simplicité. Le principe
des biocapteurs électrochimiques repose sur une réaction d’oxydoréduction ou une
modification de conductivité électrique au niveau de I’interface, qui modifie un signal
électrique suite a la fixation de I’élément a analyser. La détection électrochimique est fiable

[




Partie 1-Chapitre | : Généralité sur les (bio)capteurs

avec une limite de détection basse et un codt de revient trés faible. De plus, ces transducteurs
sont facilement miniaturisables. En revanche, ils peuvent manquer de sélectivité.

Un capteur électrochimique est généralement un systéme composé de deux ou trois
électrodes, une de travail, une de référence et une auxiliaire. Il existe différents types de
biocapteurs électrochimiques. Ils sont classés selon leur mode de transduction :

“potentiométrique, mesurant un changement de potentiel entre les électrodes,

“ampérometrique, mesurant un changement de courant a un potentiel donng,

"conductimetrique, mesurant un changement de conductivité ou de transport,

“impedancemétrique, mesurant un changement d’impedance.

Les capteurs potentiométriques et ampérométriques sont les plus répandus. Toutefois, depuis
les années 1980, les capteurs conductimétriques et impédimétrique sont de plus en plus

utilisés compte tenu de leur facilité d’élaboration et de la simplicité du circuit de mesure.

a. (bio) Capteurs potentiométrique

La potentiométrie est une méthode électrochimique basée sur la mesure de la différence de
potentiel entre une électrode de mesure et une électrode de référence. La détermination des potentiels
des électrodes permet de mesurer directement la concentration de I’analyte a doser.
Les mesures potentiométriques sont basées sur I’”équation de Nernst qui relie le potentiel d"équilibre

de la réaction d’un couple redox aux activités de ces espéces, de maniere logarithmique.

E, = ES RTL Gox Eq.1.5
p = Eox/Rea T oy n red q.l.

ou Ep représente le potentiel du couple redox ; E°oxred le potentiel normal standard du couple rédox;
R la constante des gaz parfaits (8.314 J.K''.mol!); aox/ared le rapport de I’activité de I’espéce
déterminant le potentiel a I’état oxydé et a I’état réduit; T la température absolue.

Les transducteurs potentiométriques sont nombreux et varient suivant I’application
visée et le dosage que I’on veut effectuer. On peut malgré tout les classer en deux catégories.
Le premier se base sur le potentiel d’électrode. Cette technique se sert d’une électrode de référence.
Sur la surface de I’électrode de mesure est fixé le ligand. Quand I’analyte réagit avec le ligand, cela
fait varier le potentiel de I’électrode de mesure. Notons qu’une membrane imprégnee du ligand peut
étre insérée entre I’électrode et la solution afin de la rendre spécifique a un type d’ion (ISE lon
Specific Electrode), par exemple le proton H*.

Les transistors a effet de champ constituent le deuxiéme volet des capteurs
potentiométriques [30]. lls dérivent directement des MOSFETSs (Metal Oxide Semiconductor
Field Effect Transistor) dont le principe est de pouvoir contrbler le courant entre deux
électrodes semi-conductrices (la source et le drain) par I’application d’un potentiel sur la grille
(Figure 1.8).

[13 1
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Figure 1.8 : Représentation schématique d'un ISFET

b. (bio) Capteurs conductimétriques

La conductimétrie est une technique de mesure électrochimique alternative aux techniques
potentiométriques et ampérometriques (Figure 1.9). Les biocapteurs conductimétriques mesurent les
changements de conductance d’une solution électrolytique ou d’un compose biologique situé entre
deux électrodes.
La conductance d’un corps est donnée par I’équation Eq.1.6 ;

A
G=y 7 Eq.1.6
La constante y (en S.cm™) est la constante caractéristique d’un produit connu, elle est aussi la
conductance ou conductivité spécifique ; A/A (en cm) la constante géométrique de la cellule.

Générateur

Figure 1.9 : Représentation schématique d'un (bio) capteur conductimétrique.

T
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A la différence des autres méthodes électrochimiques, la conductimétrie ne peut s’effectuer

qu’en courant alternatif pour éviter une électrolyse qui viendrait perturber la mesure du signal. De
plus, elle ne nécessite pas de réactions électrochimiques a la surface de I’électrode. Il est possible
de mesurer la conductivité de surface entre deux électrodes aprés immobilisation de biorécepteurs
a sa surface et de suivre la modification de la conductivité due a la formation du complexe.
Cette technique est de plus en plus utilisée pour la mise au point de biocapteurs car ils sont tres
sensibles pour les analytes a fortes concentrations, simples d’utilisation et faciles a miniaturiser.
Cependant, leur sélectivité est trés faible, c’est pourquoi les transducteurs conductimétriques sont
souvent associés a des biorécepteurs catalytiques.

c. (bio) Capteurs ampérométriques [33-34]

L’ampérométrie est une technique qui repose sur la détermination de I’intensité de courant qui
traverse une cellule électrochimique a un potentiel imposé. Elle est fonction de la concentration des
corps électroactifs qui seront oxydés ou réduits a une électrode indicatrice, la seconde étant en
géneral une électrode de référence (Figure 1.10). 1l est donc possible, apres étalonnage, de déterminer

la concentration de certains corps présents, par la mesure de I’intensité [33-34].

Figure 1.10 : Représentation schématique d’un (bio) capteur ampérométrique.

Les biocapteurs ampérométriques utilisent généralement des biorécepteurs catalytiques. Il
existe trois genérations de capteurs catalytiques ampérométriques [35] :

> Les biocapteurs de premiere génération ou I’espéce produite est directement oxydée
ou réduite a I’électrode. Ils sont basés sur la détection ampérométrique du peroxyde

d'’hydrogéne et/ou de I’oxygéne.
> Les biocapteurs de seconde génération qui emploient un médiateur redox, tel que le
ferrocéne, des quinones ou des sels organiques, permettant le transfert d'électrons.
L'élimination de la dépendance a I'oxygeéne a permis de mieux contrdler la réaction

enzymatique et les performances par rapport a celui de premiere génération.

[15 1
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» Les biocapteurs ampérométriques de troisieme génération permettent un transfert
d’électrons direct des électrons de I’enzyme jusqu’a la surface de I’électrode et
offrent tous les avantages des capteurs de seconde génération, avec une nouvelle
autonomie et une meilleure répétabilité des mesures

Cette technique de mesure a I’avantage d’étre rapide, plus sensible que la potentiométrie,
avec une limite de détection faible, et peu colteuse. Il n’est pas nécessaire que I’équilibre
thermodynamique soit atteint et la réponse est linéaire en fonction de la concentration de I’analyte
sous certaines conditions. Cependant, la sélectivité est faible car des substances électroactives
interférentes peuvent étre oxydées ou réduites dans les conditions de travail et le courant mesuré
peut donc inclure plusieurs especes différentes.

La miniaturisation des transducteurs ampérométriques a permis d’améliorer la sensibilité et les

temps de réponse.

d. (bio) Capteurs impédancemétrique

La méthode impédancemétrique est surtout basée sur la mesure de la
conductivité ou de la capacité entre des électrodes interdigitées. La conductivité peut étre mesurée
en solution a tension constante. Elle dépend alors de la concentration des ions. 1l est aussi possible
de mesurer une conductivité de surface entre électrodes en ayant immobilisé les ligands a la surface
des électrodes. Enfin, avec une tension alternative, il est possible de mesurer I’épaisseur diélectrique
formée par une monocouche auto-assemblée sur laquelle est greffé le ligand [36-38]. Lorsque le
complexe est formé, I’impédance électrique de cette couche s’en trouve modifiée (Figure 1.11).
Cette méthode capacitive permet deux applications : la mesure de la qualité de la couche de ligand
fixée au-dessus des électrodes, et la mesure d’épaisseur effective du diélectrique due a la fixation
de I’analyte.

Potentiostat

Electrode
auxiliaire

Electrode
de travail

Electrode
de référence
Figure 1.11 : Représentation schématique d’un (bio) capteur impédancemétrique.
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1.3.4. Méthodes d’immobilisation

L’immobilisation du biorécepteur a la surface du transducteur joue un rdle clé lors de
I’élaboration d’un biocapteur puisqu’elle impacte directement les performances de ce dernier, a
savoir son temps de réponse, sa spécificité, sa sélectivité ou encore sa durée de vie. De plus, lors de
I’immobilisation de matériel biologique, il faut que celui-ci conserve ses propriétés de
reconnaissance, dans le cas de protéines ou d’anticorps notamment, mais aussi son activité
catalytique dans le cas des enzymes. Enfin, il faut s’assurer que la méthode d’immobilisation choisie
permet la réalisation de dépot reproductible et homogéne [39-42].

L’immobilisation des biorécepteurs représente aussi un intérét financier. Elle permet,
notamment dans le cas des capteurs enzymatiques, de conserver le matériel biologique entre
différentes mesures et donc d’assurer la réutilisation du biocapteur, ce qui diminue drastiquement le
codt de production.

C’est pourquoi de nombreuses méethodes d’immaobilisation ont été développées au cours des
différentes études menées sur la réalisation de biocapteurs et seront présentées pour les plus

courantes d’entre elles dans ce chapitre.

1.3.4.1. Immobilisation par adsorption

L’immobilisation par adsorption ne fait intervenir aucun élément chimique externe.
L’adsorption repose sur la capacité de certains corps minéraux ou organiques a fixer une molécule
donnée a leur surface [45-49] (Figure 1.12). L’adsorption s’effectue grace aux forces ioniques de
Van Der Waals, liaisons hydrogeéne, transfert de charges (liaisons ioniques), échanges d’ions ou
encore a des interactions homophiles (hydrophobes et/ou hydrophiles). La fixation de I’espéce
chimique a détecter se fait directement sur le transducteur par I’intermédiaire d’un matériau actif.
Les matériaux actifs peuvent étre des résines échangeuses d’ions anionique ou cationique, du
charbon actif, des gels de silice, de I’argile, de I’oxyde d’aluminium, du verre poreux ou des
céramiques.

Inconvénients :

De par sa nature, cette méthode d’immobilisation souffre principalement d’un manque de
sélectivité mais aussi d’un manque de stabilité dans le temps di au phénomene de désorption.
Cette technique offre une simplicité de mise en ceuvre et un faible cot, ce qui justifie son
utilisation trés répandue dans les tests cliniques.

Toutefois, elle présente quelques inconvénients tels que :

- Les risques de désorption spécialement en milieux aqueux.
- La distribution aléatoire et irréguliere de la couche biologique
- L’impossibilité de contrdler la qualité et la quantité des biorécepteurs

immobilisés.
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Figure 1.12 : Adsorption des enzymes sur un support.

Avantages :

Cette technique d’immobilisation présente plusieurs avantages. C’est une méthode tres
simple a mettre en ceuvre nécessitant seulement de mettre en contact 1’enzyme et le support dans
des conditions de pH, température et de force ionique données. De plus elle est facilement réversible,
économique et ne requiert aucun réactif chimique pouvant dénaturer I’enzyme. Cependant, elle
présente un inconveénient majeur a cause des interactions faibles liant I’enzyme au support. Ces
systemes sont peu stables, I’enzyme se désorbe au cours du temps. De plus, il peut étre nécessaire
de procéder a des modifications de la surface du support afin de permettre I’adsorption du
biorécepteur [50-51].

1.3.4. 2. La réticulation

La réticulation de biomolécules, et plus particulierement d’enzymes, est une technique qui
consiste, a créer des liaisons chimiques a I’aide d’un agent réticulant pour renforcer la cohésion de
la membrane [52-53]. Quant a la co-réticulation, elle est basée sur le méme principe. L’utilisation
de cet agent permet, par une meilleure répartition des masses des différentes protéines, une meilleure
maitrise de I’activité enzymatique sans altérer les propriétés mécaniques des membranes obtenues.
Cependant, a cause de la réaction chimique, une perte d’activité enzymatique de la membrane co-
réticulée peut étre observee pendant les mesures [54-55].

Deux méthodes de réticulation peuvent étre utilisées. La premiére est la méthode classique,
utilisant simplement un agent réticulant et la protéine a immobilisé. La seconde est appelée co-
réticulation et fait intervenir une seconde protéine, ne présentant pas d’activité catalytique,
permettant de stabiliser la structure tridimensionnelle.

La figure 1.13 présente les structures chimiques de certains agents de couplage utilisés.
Le plus connu des agents de couplage est le glutaraldéhyde qui a été abondement utilisé pour la
réticulation d’enzyme. D’autres agents de couplage sont aussi fréeqguemment utilises tels que ceux

portant des fonctions époxydes ou esters actives.
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Figure 1.13. Immobilisation des biocapteurs sur un support par la méthode de réticulation.

Cette méthode d’immobilisation présente I’avantage d’étre assez simple a mettre en ceuvre et de
plus de par les liaisons chimiques, elle offre une bonne stabilité au systéme. Par contre, une baisse
de I’activité catalytique est observée avec cette méthode d’immaobilisation car la formation de liaison
avec I’agent de réticulation peut dénaturer les protéines ou diminuer I’activité et la spécificité des
biomolécules. De plus, cette technique ne permet pas une immobilisation reproductible des

biomolécules.

1.3.4.3. L’>encapsulation

L’immobilisation se fait de maniére physique et pas de maniére chimique contrairement au
greffage covalent. Il faut s’assurer que la taille des mailles de la matrice est suffisante pour permettre
la diffusion du substrat tout en assurant la rétention de la biomolécule (figure 1.14). Ces matrices

peuvent étre inorganiques, organiques ou composites [56-59].

o""
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—
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Figure 1.14 : Immobilisation des biocapteurs sur un support par la méthode d ‘encapsulation.

Les principaux avantages de cette méthode d’immobilisation sont les suivants : économique,
facile a mettre en ceuvre et peut s’appliquer & un nombre éleve d’enzymes. Cependant, I’enzyme
peut diffuser a travers la matrice au cours de I’utilisation et de plus elle n’est applicable que pour
des substrats de petite taille. Par ailleurs, les groupements actifs de I’enzyme peuvent réagir avec la

matrice et donc entrainer une diminution de I’activité catalytique de celle-ci.
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1.3.4.4. Les assemblages moléculaires

L assemblage moléculaire repose sur I’utilisation des différentes affinités existant entre
molécules pour assurer I’immobilisation de la biomolécule d’intérét. Ces affinités peuvent étre de
natures variées avec par exemple la complexation métallique, la reconnaissance anticorps-antigene

ou encore la reconnaissance entre une enzyme et son substrat.

Un exemple courant d’architectures utilisant ce type d’assemblage moléculaire est le couplage

avec #-Cyclodextrine (Figure 1.15).

ot Ho
wo, - OH
o 0“ '4| T =0 = o

HO
O LoH HOM S5 ) ,P"
ot

3 GH HO, OH Ho c:nc@ﬁ
) Oy o =
%; 3 —
HO HO
o OH lﬁg?]
CIH OH

HO

Figure 1.15 : Structure de la g-Cyclodextrine

L’exemple d’architecture moléculaire d’intérét est celui de I’association entre
I’adamantane et la p-Cyclodextrine [60-61]. Dans ce type de complexe, un des composants, I’h6te
(la B-cyclodextrine dans ce cas), forme une cavité au sein de laquelle la seconde partie du complexe,
I’invité (I’adamantane), va venir se loger. Cet assemblage peut ainsi étre utilisé pour immobiliser
différentes molécules marquées par une cyclodextrine sur des surfaces préalablement modifiées par
des groupements adamantanes (représente par S) tel que présenté sur la figure 1.16.

Le systeme adamantane/cyclodextrine est également utilisé pour réaliser des assemblages
supramoléculaires et posséde une constante d’association de I’ordre de 10° L.mol ™!,

Les cyclodextrines permettent une forte reconnaissance avec certains types de substrats en
s’inserant a I’intérieur de leur cavité hydrophobe. De nombreuses publications déecrivent notamment

I’interaction entre des dérivés ferrocéne et d’adamantane avec les cyclodextrines [62-63].
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Figure 1.16 : Formation d’un complexe d’inclusion avec g-cyclodextrine.

Un autre exemple courant d’architectures utilisant ce type d’assemblage moléculaire est le
couplage avidine-biotine. ce qui rend le complexe résultant de I’association de ces deux molécules

tres stable et résistant a différents solvants [64-69].

"
[l
| [/

7\

C o N

Groupement porteur
Avidine

d’une fonction biotine Complexe Avidine-Biotine

Figure 1.17 : Représentation schématique de la formation du complexe avidine-biotine.

Une autre approche, peut également étre citée. Elle met en jeu la formation d’un complexe
de cuivre, coordonné a la fois par la fonction acide nitrilo-triacétique (NTA) et la fonction
biotine(Figure 1.18). Afin de pouvoir réaliser ce type d’assemblage, la fonction NTA est
souvent couplé a un monomere de type pyrrole ou pyréene. Ceci va permettre la formation d’un
polymere, notamment par électropolymérisation sur une électrode, porteur de la fonction NTA

a la surface du transducteur pour ensuite procéder a I’assemblage

Poly-pyrrole NTA Biotine

Figure 1.18 : représentation schématique de la formation du complexe de cuivre avec la fonction NTA et deux
fonctions biotines.
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1.3.4.5. Le greffage chimique

L’immobilisation par greffage chimique met en jeu des liaisons covalentes entre la surface du
transducteur et la biomolécule a immobiliser. Cette technique est une alternative de technique par
adsorption directe (liaisons physiques). Pour mettre en place ce type d’immobilisation, il faut
préalablement modifier la surface du transducteur par des groupements fonctionnels capable, aprés
activation, d’initier une réaction chimique avec la biomolécule a immobiliser donnant lieu a la
création d’une liaison covalente (Figure 1.19).

Le choix de la fonctionnalisation est détermine par I’espéce a détecter mais aussi la nature
de la couche sensible, cette couche pouvant étre : du nitrure de silicium, un oxyde métallique, un
métal noble (généralement de I’or).Ces groupements sont en général
Les fonctions amines, -NH>
hydroxyles, —-OH
carboxyliques -COOH
thiol -SH

» 0u encore esters

YV V V V

Ils sont peu réactifs chimiquement et il convient de les activer pour qu’ils réagissent dans des
conditions douces avec des groupements fonctionnels de I’entité biologique. Ils n’intervenants pas
dans le processus de reconnaissance moléculaire.

Cette technique d’immobilisation (greffage chimique) présente principalement comme
avantage de fixer I’enzyme de facon permanente et augmente la stabilité de celle-ci, lui conférant
une durée de vie plus longue. Cependant, les réactifs indispensables au greffage risquent de

dénaturer I’enzyme et donc de provoquer une perte d’activité.

enzyme

Support vierge Support modifié

Figure 1.19. Greffage chimique.
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1.3.5. Biorecepteur enzymatique

1.3.5.1. Généralités sur les enzymes

Comme présenté brievement dans le paragraphe traitant la classification des
biorécepteurs, les enzymes sont definies comme des catalyseurs biologiques
spécifiques a plusieurs points de vue :

0 Une enzyme agit comme catalyseur en se liant au substrat ou
plusieurs substrats de structures voisines (stéréospécificite).

0 En général, chaque enzyme ne catalyse qu'un seul type de
réaction chimique (spécificité réactionnelle).

0 Une enzyme peut étre capable de catalyser la transformation de
son substrat a une position précise de sa molécule (régiospécificité).

Il existe deux grandes catégories d’enzymes. Les enzymes purement protéiques
qui ne sont constituées que d’acides aminés. Les autres, appelées holoenzymes, sont
constituées d’une partie protéique, I’apoenzyme, qui n’est pas fonctionnelle seule et
d’une partie non protéique appelée cofacteur. Le cofacteur peut étre un ion métallique
comme le cuivre, le zinc, le manganése ou une molécule organique appelée coenzyme
(ex. : NAD) ou groupement prosthétique (ex. : heme), ce dernier étant fermement lié a
la protéine.

Les enzymes présentent des points communs aussi bien que des différences avec
les catalyseurs chimiques. En effet, comme les catalyseurs chimiques, les enzymes
n’influencent pas la variation d’énergie libre de la réaction, elles ne catalysent donc que
les réactions thermodynamiquement possibles. Elles augmentent la vitesse de la
réaction en abaissant I’énergie d’activation des réactifs (appelés substrats dans le cas

des enzymes). La vitesse d’une réaction catalysée par une enzyme est multipliée par un
facteur 10 a 1012 par rapport a la méme réaction réalisée en absence de catalyseur et

elle est supérieure de plusieurs ordres de grandeur a celle obtenue avec un catalyseur
chimique. Elles possedent une plus grande spécificité vis-a-vis de leurs substrats que
les catalyseurs chimiques. Ainsi, les réactions enzymatiques ne donnent que rarement
des produits secondaires. Alors que les catalyseurs chimiques nécessitent souvent des
températures et des pressions élevées ainsi que des pH extrémes, les enzymes
fonctionnent dans des conditions plus douces. Cependant elles sont plus sensibles a la

dénaturation a cause de leur structure protéique.
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1.3.5.2. Classification
Il existe deux types de nomenclature :
- Une nomenclature fonctionnelle qui fait apparaitre dans le nom de I’enzyme le nom
du substrat et le type de réaction catalysée

Exemple : le glucose oxydase
- Chaque enzyme est identifiée a I’aide d’un code commencant par EC (pour Enzyme
Commission) et suivie de quatre nombres X1 X2 X3 Xa.
X1 indique la classe de I’enzyme. Il en existe 6, suivant le type de réaction catalysée
(Tableau 1.4)

Tableau 1. 4. Nomenclature des enzymes et réactions correspondantes

EC1 oxydoréductases ]{ Transfert de protons et d’électrons

N

Transfert d’'un groupement fonctionnel

—\

R 4

=

(@]

~
) R — —
' s’ s’ SR

-~

g

1)

=

2

b3

17}

Rupture d’une liaison par fixation ou départ d’'un

hydrolases ][ Hydrolyse de liaisons esters, osidiques, peptidiques, ...
]{ groupement chimique avec création d’une double liaison )

\©

-

=

(!

-
M —
' an R

=

g

2

Isomérases I Modification interne de la molécule
.

( EC6 Jioases Formation de liaisons C-0, C-S, C-N ou C-C nécessitant de
& I'énergie (ATP)

X2, et X3 apportent en général une précision sur le type de réaction catalysée et sur le(s)
substrat(s) de la réaction, X4 c’est le numéro d’ordre de I’enzyme.

Exemple :

EC3 Hydrolases o o

EC 3.4. Peptidases (hydrq(ljyse des liaisons peptidiques) )

EC 3.4.24 Metallo,endopeg)tl ases (hydrolyse de liaisons peptldl_ques internes
et présence d’un ion métallique dans le site catalytique)

EC 3.4.24.27 Thermolysine
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1.3.5.3.Site actif

Dans les enzymes, se trouve une région particuliére appelée site actif. Il s’agit d’une
région bien déterminée qui joue un réle direct dans I’activité enzymatique. Le site actif
est constitué d’un petit nombre d’acides aminés qui le plus souvent ne se suivent pas
dans la séquence polypeptidique. Cependant, le repliement de la protéine rapproche les
chaines latérales de ces acides aminés pour former une cavité qui renferme d’une part,
le site de reconnaissance du substrat et d’autre part, le site catalytique ou le substrat est
transformé en produit(s) par réaction chimique. La spécificité de reconnaissance entre
I’enzyme et le substrat et la réaction enzymatique est basée sur des interactions entre
les groupements chimiques des deux partenaires. 1l s’établit principalement des liaisons
non covalentes de types hydrogenes, électrostatiques ou hydrophobes, mais parfois

aussi des liaisons covalentes.

1.3.5.4. Mécanismes de catalyse

Il existe plusieurs mécanismes de catalyse enzymatique. On distingue
essentiellement :

Catalyse acide/base : L’enzyme fournit les groupes accepteurs et donneurs de protons.

S’il s’agit d’un transfert partiel d'un proton a partir d'un groupe acide provoquant une
baisse de I'énergie libre de la réaction, on parle d’une catalyse acide générale. Dans le
cas contraire, ou la vitesse de la réaction est augmentée par I'abstraction partielle d'un
proton par une base on parle d’une catalyse basique générale. La réaction devient acide
- base générale concertée lorsque les deux réactions sont simultanées.

Catalyse covalente : L’enzyme se combine de fagon covalente avec le substrat pour

former un intermédiaire permettant une réaction plus rapide

Catalyse métallo-dépendante : L'enzyme utilise des ions métalliques comme cofacteurs

pour stabiliser différentes charges négatives qui peuvent apparaitre en cours de réaction
et pour ioniser les molécules d'eau afin de les rendre plus nucléophiles. Un trés grand
nombre d’enzymes sont dépendantes des ions métalliques pour leur catalyse. Elles se

divisent en deux classes qui se distinguent par la force des interactions protéine - ion :

» Meétalloenzymes possédant des ions métalliques fortement liés comme Fe2+, Fe3+,

Cu2+, Zn2+, MnZJr ou C02+.
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> Des enzymes activées par des ions métalliques faiblement liés comme Na*, K,

Mg”" ou Ca?".

Les ions métalliques participent a la catalyse principalement de trois facons : soit par
orientation du substrat, soit par stabilisation électrostatique des charges négatives, soit
par des changements réversibles de I’état d'oxydation de I’ion métallique dans le cas

des réactions d’oxydo-réduction.

1.3.5.5. Cinétique enzymatique

Par définition, I’activité d’une enzyme est la quantité nécessaire pour convertir une
quantité donnée de substrat en produit, en un temps donné, et dans des conditions de
température et de pH spécifiées (ex. pH 7.0 et 25°C), le substrat étant en exceés par
rapport a I’enzyme.

La cinétique des réactions enzymatiques obéit dans bien des cas au modele proposé par
Michaelis-Menten dont il est possible de deduire les valeurs de la constante de

Michaelis Kp et de la vitesse maximale de réaction V.

La constante de Michaelis permet de savoir quel est le degré d’adaptation de I’activité
de I’enzyme a la concentration habituelle de son substrat dans la cellule. Pour la plupart

des enzymes, Km est proche de la constante de dissociation du complexe enzyme-

substrat. Quand elle est élevée, cela signifie que la fixation du substrat sur I’enzyme est
faible. Quand elle est basse, cela veut dire que I’affinité du substrat pour I’enzyme est

forte. Pour les concentrations en substrats inférieures ou égales a Ky, la vitesse de la

réaction dépend de la vitesse d’association entre I’enzyme et le substrat.

a. Modele de Michaelis-Menten

Description
Dans le modele de Michaelis-Menten, la réaction enzymatique peut étre représentée

sous la forme simplifiée suivante [70-71] :

ki1
k
E+S ~ ES 3 E+P Eq.1.7
P
-1

Avec E : enzyme ; S : substrat ; ES : complexe enzyme-substrat ; P : produit

La vitesse de formation du produit est :
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B d[P] -
0= = e lES]
d|ES
_[dt I_ kiq [E1[S] = (k_q 4 ki)[ES]

Si [E]o représente la concentration initiale en enzyme, on a:

[E]o = [E] + [ES]

d[ES]

—r = ke {[EJo = [ESDIS] = (koy + ki) [ES]

D’autre part,

d[ES]
BT = k_4[E][S] — k_4[ES]
Avec les conditions initiales :

[Sle=0 = So et [ES]t=0 =0

Eq.1.8

Eq.1.9

Eq.1.10

Eq.1.11

Eq.1.12

Eq.1.13

La résolution de ces équations permet de connaitre I’évolution de la concentration des

différentes especes participant a la réaction.

On peut voir sur la figure 1.20 que la concentration de ES se stabilise au bout d’un

temps trés court, ce qui permet de supposer I’établissement rapide d’un état quasi

stationnaire. Cette hypothese est valable seulement si [Eo] << [So].

Concentration (maole/L)

g ———
l E d=idt = K1FES - K1757E
B s/ dEfdr = KIFES + K2'ES-KI*S'E 4
{‘_ I dESidt = K175E - K1FES - kZ*ES
; dPidt =KZ'ES
al\ / 44— P i
:\!l“.-'l_ a4 E
2| A
n“,.-}xu. \q— ES
gL ——— . .
0 2 4 B g 10
Temps (s)

Figure 1.20 : Evolution de la concentration des espéces réagi
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Avec I’approximation de I’état pré-stationnaire (délai pour que la concentration du
complexe enzyme-substrat soit constante) proposé par deux chercheurs britanniques
Briggs et Haldane en 1925, on a :

d[ES]

[ES] = constante, soit & - 0
On en déduit :
ki1[E]o[S]

ES| = Eq.1.14

T T E ;
Si on suppose que :

ki1[E]o[S
Vi = kya[E]o et [ES] = +11Eol5] Eq.1.15

kit[ST+koq + ki
La vitesse de réaction est alors donnée par I’équation de Michaelis-Menten :

d[P] [S]

19:—:]/ —_—
M K+ [S]

Eq.1.16
dt 1

Deux cas limites peuvent étre envisageés :

Cinétique premiére ordre

+ Si [S] << Kwm, I’expression devient

ky2[E]o

9= Vy [S] Eq.1.17

La cinétique de réaction est d’ordre 1 par rapport a S. Le rapport k+2/Kp est fonction

des autres constantes de vitesse :
ko _ kizkis

= Eq.1.18
Ky ki +ksy q
Cinétique d’ordre zéro
+ Si[S]>Km:

La cinétique de réaction est d’ordre O par rapport a S. On atteint la vitesse maximale

VM. La représentation graphique de I’équation 1.17 permet de décrire le comportement
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cinétique de la réaction enzymatique en fonction de la concentration en substrat

spécifique (Figure 1.21).

_ Vmax+[S
Km + [S]
VMax (e
s
)
§ - »eb 1/, Vmax
£
»
3
Km Substrat [S]

Figure 1.21 : Représentation graphique d ‘une cinétique enzymatique michaélienne. Evolution de la
vitesse de la réaction enzymatique en fonction de la concentration en substrat.

b. Représentations linéaires de I’équation de Michaelis-Menten

La détermination graphique directe de Vi et Km n’est pas toujours tres précise d’ou

d’autres méthodes ont été proposées. Elles reposent sur une linéarisation de I’équation
de Michaelis-Menten. En prenant I’inverse de la vitesse on obtient :

1—(KM 1)+1 Eq.1.20
9 - \v, * 1517 vy, -
Cette €écriture est appelée représentation de Lineweaver-Burk.

La représentation graphique :

1 1
Est une droite de pente pente Km/Vm (Fig.1.22)
Une autre représentation a été proposée par Eadie-Hofstee. En écrivant I’équation 1.49

sous la forme suivante :
9Ky + 9[S] = VylS] Eq.1.22

On obtient :

b _Vu_ I Eq.1.23
_ =" _ q.l.
[S] Ku Ku

La représentation graphique :
9
= f®)
5177

est une droite de pente -1/Km (Figure 1.23)
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A Lineweaver-Burk plot B Eadie-Hofstee plot
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Figure 1.22 : Représentation graphique de la linéarisation de | ’‘équation de Michaelis-Menten,
A : représentation de Lineweaver-Burk et B : représentation d ‘Eadie-Hofstee

c. Parametres cinétiques

Parmi les parameétres qui servent a caractériser les enzymes, évaluer leur spécificité et
définir leur efficacité, on distingue :

o La constante de Michaelis-Menten (Kwm) : est une mesure de l'affinité de
I'enzyme pour son substrat. Cette valeur est la concentration de substrat capable de
saturer la moitié des sites catalytiques de I'enzyme, c’est-a-dire lorsque la valeur de la
vitesse initiale est égale a la moitié de celle de la vitesse maximale, [S] = Km quand vi
= Vmax/2. Plus Km est élevé, plus I'affinité de I'enzyme pour le substrat est faible.

o La vitesse maximale (Vmax) : est la vitesse maximale atteinte par I'enzyme
lorsque la concentration de substrat est suffisamment élevée pour saturer la totalité des
sites catalytiques. vi = Vmax quand [ES] = [E]o

o La constante catalytique (keat) : est une constante de vitesse du premier ordre.
Elle représente la fréquence a laquelle I’enzyme accomplit I’acte catalytique. Plus cette
valeur est grande, plus la catalyse est rapide.
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VI1.4. Conclusion

Cette étude bibliographique montre la trés large gamme de recherches
effectuées sur le développement de (bio) capteurs. Ce chapitre nous a permis de définir
les differents types de biocapteurs ainsi que les techniques convenables avec lesquels

nous avons choisi de travailler pour développer de nouveaux biocapteurs.

Nous avons mis en avant les nouvelles approches qui menent a I’amélioration des

caractéristiques et des performances des biocapteurs.

Dans le chapitre suivant, nous présenterons les principes physiques des différentes
techniques utilisées au long de ce travail. Ainsi que la modélisation et le développement

des (bio)capteurs.
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11.1. Introduction

Ce chapitre a pour but de présenter les principes physiques des différentes
techniques expérimentales utilisées pour le développement des différents (bio)capteurs
étudiés dans le cadre de cette these. Dans un premier temps, nous présentons les
techniques électrochimiques telles que la spectroscopie d’impédance et la voltammeétrie
cyclique de maniere a souligner leur intérét dans le développement de biocapteurs.
Nous présentons également les techniques électrochimiques qui dans le cadre de
développement des nouveau (bio)capteur nécessitées en plus, des techniques d’analyse
chimique de surface utilisées tels que la spectroscopie infrarouge et la microscopie
électronique a balayage afin de permettre [’obtention d’informations souvent
complémentaires nécessaires pour I’interprétation des résultats obtenus par les
techniques de caractérisations électrochimiques.

Dans un deuxiéme temps, nous décrivons la modélisation mathématique de la

cinétique relie avec systeme de (bio)capteur.

11.2. Méthodes expérimentales utilisées

En général, on utilise des solutions contenant outre les espéces électroactives,
un sel électrolyte support totalement dissocié permettant de saturer la solution et de la
placer en régime de diffusion pure. Dans la pluparts des cas, quand il est nécessaire,
I’oxygene dissous, le mode opératoire généralement utilisé est de faire barboter un gaz
inerte pendant quelques minutes.

Figure 11.1 donne le schéma de base d’un montage expérimentale couramment
utilisé dans toutes expériences électrochimiques.

Il est composé de trois électrodes :
> une électrode de travail sur laquelle on examine les différents processus
électrochimiques a explorer.
> une électrode de référence dont le potentiel est constante et connu, ce qui
permet ainsi de contréler le potentiel a I’électrode de travail.
> une électrode auxiliaire appelée aussi contre-électrode qui permet de

mesurer le courant circulant dans la cellule électrochimique.

Le potentiostat permet de réguler la tension entre I’électrode de travail et la contre-
électrode de maniere a maintenir constante la différence de potentiel entre I’électrode

de travail et I’électrode de référence (tension de consigne).
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Cellule

. i Contre-
électrochimique

électrode

Electrode de

Générateur Potentiostat référence

Electrode
de travail

Figure 11.1 : Schéma du dispositif expérimental pour les mesures a potentiel contrélé

11.2.1. Spectroscopie d’impédance électrochimique (EIS)

La spectroscopie électrochimique d'impédance (EIS) est une technique fiable et
puissante pour étudier les propriétés électriques des systémes électrochimiques. Elle
est largement répandue dans différents champs de recherche tels que la corrosion [1],
la caractérisation des couches minces, la cinétique d'électrode et les batteries [2]. Dans
la derniére décennie, I’EIS a pris une importance croissante dans les domaines des
technologies liées a la biophysique et aux biocapteurs [3-4]. 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 électrochimique que les autres techniques
électrochimiques. Dans ce qui suit nous commencons par définir le principe de la
mesure par spectroscopie d’impédance. Par la suite nous décrivons la théorie du calcul
de I’impédance en présentant I’'impédance des différents éléments déduits des

phénomenes produits a I’interface électrode/électrolyte.

11.2.1.1. Principe de la spectroscopie d’impédance

La spectroscopie d’impédance électrochimique est une méthode non stationnaire qui
permet d’avoir des informations sur les étapes élémentaires qui constituent le
processus électrochimique global.

En général, cette technique repose sur la mesure d’une fonction de transfert suite a la
perturbation volontaire du systéeme électrochimique étudié. Ce systéme peut étre
considéré comme étant une « boite noire » qui réagit en émettant un signal y(t) quand
il est soumis a une perturbation x(t) (Figure 11.2). Les deux signaux x(t) et y(t) sont alors
reliés par une fonction de transfert H(w) telle que Y (w) =H(w) * X(w), X(w) et Y (w)
étant respectivement les transformées de Fourier de x(t) et y(t). Avec w, la pulsation.
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=) y(t)

x(t) - Systéme électrochimique

X(w) - Systéme électrochimique

(avec les transformées de Fourier)

Figure 11.2 : Schéma d 'une fonction de transfert.

Classiquement, la perturbation imposée au potentiel d’une électrode indicatrice est une
perturbation sinusoidale de faible amplitude. Le signal appliqué est donc de la forme
X(t) = A sin (wt) et la réponse du systéeme est y(t) = B sin (ot + @) avec une fréquence
f, une pulsation w = 2xf et un déphasage ¢.

En terme d’impédance, a I’instant t, le signal d’excitation est défini par la valeur du
potentiel de I’électrode qui est exprimée en fonction de sa composante stationnaire Eg

et d’un terme sinusoidal :

E(t) = Ey + |AE|sin(wt) Eq.11.1

Comme on peut I’écrire en notation complexe :
E(t) = Eg+ |AE| e/t Eq.11.2

j=v-1

E : L'amplitude de tension de la composante alternative et la pulsation du signal.
Dans un systeme linéaire ou pseudo-linéaire la perturbation sinusoidale du potentiel
induit un courant sinusoidal superposé au courant stationnaire avec angle ¢ :

I(t) = Iy + |AlIl sin(wt + @) Eq.Il.3
En notation complexe I’expression de courant est donnée par :

I(t) = Iy + |AIl e/@t+® Eq.1l.4

Les systemes électrochimiques étudiés n’étant généralement ni linéaires, ni

stables dans le temps, un certain nombre de précautions s’imposent. Il faut s’assurer
que le systeme reste « quasi stable » sur toute la durée de la mesure, et que I’amplitude
de la sinusoide soit suffisamment faible pour que la fonction | = f(E) soit linéaire dans

le domaine perturbé (Figure II. 3).
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Figure I1. 3 : Principe de I’analyse en petits signaux d ’un systéme électrochimique

nonlinéaire soumis a une perturbation sinusoidale.
11.2.1.2. Théorie du calcul de I’impédance

a. Définition de I’impédance

Dans le cas général, I’impédance d’un circuit constitué de résistances, de
capacités et d’inductances, est définie comme étant le rapport de la tension appliquée a
I’intensité du courant qui le traverse. Elle est calculée a partir des impédances des
éléments constitutifs du circuit.
Cette impédance est une grandeur complexe que I’on exprime en Ohms (), et que I’on
peut écrire, pour une fréquence donnée, sous la forme d’une fonction de transfert :

Ey

Z, = Eq.11.5

Iy
Avec E(w) et | (o) étant respectivement les transformées de Fourier de E(t) et I(t).
Aprés réarrangement mathématique cette fonction devient :

w=%(c05(p+jsin(p)= | Z,,| /9% Eq.11.6
Dans le plan complexe I’impédance représente un vecteur, caracterisé par le module |Z]
et I’angle de déphasage ¢ (Figure 11.4). On peut aussi I’écrire comme une somme
vectorielle d’une partie réelle et d’une partie imaginaire :

Z, =Zgew + jZ o Eq.11.7

Le module de I’'impédance| Z,, |, peut étre exprimé comme suit :

| Z,| = Zgew? + Z)? Eq.11.8
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La phase de I'impédance est définie par :
ZIm w
@y = arctg( )

ZRe w

N

E

'j:lrﬁ e
iy
x| _
“x Re(Z)

Figure 11.4 : Schéma représentatif de I'impédance en coordonnées cartésiennes et polaires.

b. Représentation graphique de I’impédance
Les données d'impédance sont typiquement représentées suivant deux types de
représentations : le diagramme de Bode et le diagramme de Nyquist.

b.1. Diagramme de Bode
Dans le diagramme de Bode, le logarithme du module |Z,,| et le déphasage

@ w de I'impédance sont tracés en fonction du logarithme de la fréquence
log|Z(w)| = fi(logf) Eq.11.9

o =12 (log f) Eq.11.10

b.2. Diagramme de Nyquist

Le diagramme de Nyquist, est une représentation graphique dans un plan
complexe; I'axe des abscisses d'un systéeme de coordonnées cartésiennes correspond a
la partie réelle de I'impédance Z(w), alors que I'axe des ordonnées correspond a sa partie
imaginaire. Cette derniére représentation ne fournit qu’une seule courbe, il est
indispensable de repérer les fréquences auxquelles les points représentés correspondent.
Les spectres d’impédance obtenus pour n’importe quelle interface, peuvent étre
modélisés par un circuit électrique équivalent. Les parametres du modele peuvent étre

obtenus en ajustant la courbe expérimentale avec la courbe théorique.
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c. Principaux composants électriques et électrochimiques d’impédance
Elément résistif R

Pour une résistance R I’impédance Z est un réel. Elle est indépendante de la fréquence.
Ceci est traduit par une proportionnalité entre E(t) et I(t) a chaque instant, donc, dans
le diagramme de Fresnel (tableau 11.1) E(t) et I(t) sont en phase, c'est-a-dire que = 0.
L impédance d’une résistance est donnée par I’équation suivante [5] : Zg = R

Sa représentation graphique dans le plan de Nyquist est un point sur I’axe des réels
(Tableau I1.1).

Elément capacitif C

Pour un élément capacitif, I’impédance est donnee par I’expression suivante :
Zp = —— Eq.11.11
La représentation du courant et de la tension dans I’espace de Fresnel montre que ces

signaux sont en quadrature de phase (¢ = —g ).
Elément inductif L

L’ impédance d’une inductance est :

Z(w) = jLw Eq.11.12
Le graphe d’impédance dans le plan de Nyquist est une droite verticale coupant I’axe
des réels a une valeur nulle aux basses fréquences et tend vers I’infini aux hautes
fréquences.

Elément de phase constante (CPE)

Pour représenter certains phénomenes électrochimiques, I’impédance est nhommée
élément a phase constante (en anglais : CPE : Constant Phase Element).

L expression de cette impédance est donnée sous la forme suivante [6] :
1

La signification physique de Q et de n n’est pas toujours claire, mais I’analyse de cette

Eq.11.13

impédance dans le plan de Nyquist montre que lorsque n passe de 0 a 1, I’impédance
passe d’une résistance pure (n=0) a une capacité pure (n=1) et dans le cas particulier ou

n est égal a 0,5, nous avons une impédance particuliere appelée impédance de Warburg.

T
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Table I1.1 : Tableau récapitulatif de | 'impédance des composants électriques élémentaires

Dipole Schéma Impédance Diagramme de Fresnel | Diagramme de
Nyquist
(1) 7 1m(Z)
i(7) 4—)
Resistance | ‘(:'7 R =
R ! @=0 i
>
Re(2)
ey -Im(Z)
Capacité %u(t) ) 1
apacité
' i(0 o 9 =
s A 1 Ii e o= .
C cy Re(2)
) u(1) == 4 el
inductance | 0 < U T T A
—>— (1((1(1(] . P @p=+=
WALV JLw 2 w
L B 3 ‘
-] Re(2)

11.2.1.3. Impédance de différents phénomenes électrochimiques

La spectroscopie d’impédance électrochimique permet d’étudier les parametres
électriques de I'interface métal/électrolyte. Le systeme électrochimique utilisé est une
cellule a trois électrodes : une électrode indicatrice, une électrode de référence et une

électrode auxiliaires

a. Résistance de la solution

Du cété de I’électrode, le potentiel est constant en tout point de la surface. Par contre,
dans la solution, il se crée une variation de potentiel et de courant dans I’électrolyte, qui
conduit au concept de chute ohmique. En SIE (a définir), I’électrode de référence et la
contre-électrode sont placées relativement loin de la surface de I’électrode de travail. A
haute fréquence, la répartition des courants secondaires peut donc étre négligée. La
chute ohmique est alors classiquement décrite comme étant la résistance de la solution
et des contacts électriques Rs [7]. L’ impédance de la chute ohmique est :
Zps(W) = R;

b. Capacité de la double couche

Un phénomene observé a I’interface électrode/électrolyte est la formation d’une
double couche d’ions [8]. L’application d’une perturbation sinusoidale lors de la
mesure d’impédance entraine la charge et la décharge de cette couche qui se comporte,
selon le modeéle de Stern [9], comme un condensateur électrique. La réponse de cette

double couche génere un courant Igc qui dépend de la frequence de perturbation et de
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la variation de charge interfaciale. Ce type de processus peut étre généralisé a tous les
phénomeénes qui entrainent la charge et la décharge de deux zones séparées par un

diélectrique. L’impédance d’un condensateur de capacité C est donnée par I’équation :

A
Zc,(w) = avec Cyq = € € Eq.11.14

JjCaw
Ou Cqdl est la capacité de la double couche, ¢ la permittivité relative du diélectrique, &o

la permittivité diélectrique du vide, A I’aire de réaction électrochimique a I’électrode
de travail et e I’épaisseur du diélectrique.

c. Résistance de transfert de charge

La résistance de transfert de charge est due a un processus faradique, qui est défini par
les transferts d'électrons a travers I'interface électrode de travail/solution. Ce
transfert électronique provoque une réaction d’oxydation ou de réduction d’espéces a
la surface de I’électrode. En considérant I’équation suivante :

ky
q

Ox + né - Red Eq.11.15
kp

Dans ce cas la cinétique de réaction est limitée uniquement par le transfert de charge.
La contribution faradique au courant mesuré est indépendante de la fréquence et

n’influe que sur I’amplitude de la réponse du systéme. Cette résistance Rt est définie

comme la dérivée partielle de la densité du courant faradique (IF) par rapport au

potentiel (E).
al RT
Zp, (W) = R = a—EF = oFl Eq.11.16

Ou R est la constante des gaz parfait, T la température, n le nombre d’électrons

transférés, F la constate de Faraday et lg la densité de courant d’échange au potentiel
d’équilibre (c'est-a-dire le potentiel auquel la vitesse de diffusion de I’espéce réduite
est égal a la vitesse de diffusion de I’espece oxydée) qui est reliée directement a la
constante cinétique de transfert d’électron k ° selon la relation suivante :

Iy = nFACyk° Eq.11.17

A est la surface active de I’¢électrode et C, la concentration du couple redox en solution.
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d. Impédance de Warburg

L'impédance de Warburg est lI'impédance résultant de la diffusion d'une espéce de la
solution a I'électrode. C’est le premier élément électrochimique qui a été présenté dans
la description de I'impédance de la diffusion semi-infinie. Cette impédance dépend de
la fréquence de la perturbation, du potentiel appliqué et de la concentration des espéces
qui diffusent. L’expression de I’impédance de Warburg est donnée par I’expression
suivante [10] :
Zy=0(1—-)Hw % Eq.11.18

Avec o coefficient de Warburg.

11.2.1.4. Etude de I’impédance pour un systeme électrochimique

De facon générale, vis-a-vis d'une faible excitation sinusoidale, une cellule
électrochimique eéquivaut simplement a une impédance qui peut étre représentée par un
circuit électrique équivalent selon le type du systeme (systéeme faradique ou systeme
non faradique).

Prenons comme exemple le circuit électrique équivalent le plus souvent utilisé
pour les systemes électrochimiques, le circuit de Randles [11]. Il se compose
généralement de quatre éléments : une résistance représentant la résistance due a la

chute ohmique, Rs, un condensateur représentant la capacité de double couche, Cdl, une

résistance de transfert de charge, Rct, et I’impédance de Warburg, Ze, représentant le

phénomeéne de diffusion des especes redox. La forme générale du circuit équivalent est
présentée sur la figure 11.5.

O

o S o —

ot Z

I o S

Figure 11.5 : Circuit équivalent de Randles
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L'impédance totale Z de ce circuit a pour expression générale :

— ZF —
Z(w) =Rs + 1+jwCqyRZp Ry + Zp

1-jwCqiZr __ jWRct*Car
. 2
1+jwCqiZF  14+w2Rqt%Cyy

Eq.11.19

Zp
1 +j(l)CleZF
Aux hautes fréquences, I'impédance de Warburg est négligeable. Par conséquent, le

avec Zp =R +

circuit équivalent est une combinaison parallele de la résistance de transfert de charge
Rct et de la capacité de double couche Cqi en série avec la résistance correspondant a la
chute ohmique Rs. Avec un simple calcul I’impédance équivalente est donnée par
I’expression suivante :

Ret JjwReCyy
Z(w) = R, + - < — - ZC — Eq.11.20
1 +w RCt Cdl 1 +w RCt Cdl

Aux basses fréquences, le systéme est commandé par des processus de diffusion, ce qui

signifie que I'impédance de Warburg est prédominante. Les expressions
correspondantes de I'impédance sont montrées dans les équations suivantes :

Zpe(@)=Rs+ Ry + 0 @™ %  Eq.I1.21
Et

Im() = 0 0 % —20%Cy Eq.11.22

Présentation du diagramme de Nyquist (le plus utilisé)

Aux hautes fréquences nous écrivons I’expression de I’équation Eq 11.19 sous
la forme Suivante :

[ZRe(w) - <RS + %)r + Zim(@)? = (%)2 Eq.11.23

C’est I'équation d'un arc de cercle avec un rayon et les intersection de cette équation sur
I'axe des abscisses sonta Ret, 0 et Rs, suivant les indications de la figure 11.6

Cette équation est I’équation d’une droite de pente -1. Nous pouvons dire que c’est
une droite inclinée a 45° par rapport a I’axe des abscisses et I’intersection de cette droite

avec I’axe des abscisses est R.

= 1
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A : Région hautes fréquences
B : Région faibles fréquences

Z

Figure 11.6 : Diagramme de Nyquist pour un systéme faradique

11.2.1.5. Méthode utilisée pour le fitting
Il existe différents algorithmes de simulation disponibles dans le logiciel EC-

Lab utilisé pour la correction des données. La méthode choisie est appelée «
Randomisation + Levenberg—Marquardt ». Elle se produit en deux étapes
consécutives : tout d’abord une randomisation, suivie d’une minimisation réelle
utilisant le minimiseur Levenberg—Marquardt. L’option « randomiser » signifie que le
logiciel va choisir des valeurs aléatoires pour tous les paramétres constituants le circuit
équivalent a trouver (R, C, W...), calculer le ¥* a chaque mesure et garder pour chaque
paramétre la valeur qui a donné le y? le plus faible. La randomisation est donc utilisée
pour fournir des valeurs initiales aussi prés que possible des valeurs expérimentales
réelles, afin d’avoir un bon point de départ pour poursuivre avec la minimisation
Levenberg—Marquardt, en utilisant un algorithme mathématique [12].

Afin de montrer I’influence de chaque paramétre sur le diagramme de Nyquist,
différentes simulations sont effectuées a partir de données expérimentales. Le logiciel
EC-Lab permet de tracer des points simulés a partir de valeurs de parametres que nous

avons choisies.
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11.2.2. Voltamétrie cyclique

La voltammeétrie est une technique électrochimique stationnaire couramment employée
pour le contr6le des processus qui se produisent sur une surface d’un métal utilisé en
tant qu'électrode de travail. Cette technique est souvent utilisée pour étudier le
comportement des especes en solution (systéme rapide, réversible, nombre d’électrons
échangés...) et pour avoir des renseignements quant aux processus qui ont lieu a la

surface de I’électrode (adsorption, passivation...) [13-15].

11.2.2.1. Principe

La voltampérométrie consiste a appliquer une différence de potentiel variable, deux
balayages linéaires (« aller »/« retour ») du potentiel en fonction du temps, entre une
électrode de référence et une électrode indicatrice, au contact de laquelle va se produire
une réaction d’oxydo réduction (Ox + ne <> Red). La réponse du systéme est
I’enregistrement du courant, en fonction de la tension appliquée. Cette réponse se
présente sous la forme de la courbe | = f (E), appelé voltammograme, qui est une

caractéristique de I’espece électroactive (figure 11.7).

Potentiel E
A
&y “)

.
>

/ \ Tempst
E;

Intensite 1
A

B)

ipic (anodiguee,

Red — Ox + e~

.
>

Potentiel E

Epic (cathodique)

Figure 11.7 : Voltampérométrie cyclique. (a) : forme du potentiel imposé (E f(t)), (b) : réponse en
courant | = f(E).
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Pour un systeme réversible, lors du balayage « aller », on observe sur le
voltampérogramme une croissance du courant situé entre le nanoampére et le
microampeére. Pendant cette période, une réaction de réduction (Red— Ox + ne)
commence a se produire, correspondant a I’accélération du processus par accroissement
du potentiel. Suite a cette croissance, le maximum du pic d’oxydation (Epa) indique
I’intensité du courant anodique pour I’espece étudiée sur une éelectrode donnée. Puis

une décroissance lorsque le ralentissement dd au phénomeéne de diffusion I’emporte.

Le balayage retour apporte des informations quant a la réversibilité de la
réaction électrochimique par la position et I’intensité des courants faradiques
enregistrés. Le tracé présentera un second pic (de réduction) indiquant I’intensité du
courant cathodique issu de la réduction de I’espece oxydée produite a I’aller et encore
présente dans la couche de diffusion. Ces systemes, qualifiés de réversibles, répondent

en tout point du voltampérogramme a la relation de Nernst (Eq. 11.32)

23RT.  Cr0q(0,1)

E=E
T TaF %87, (0,0)

Eq.11.24

Eo étant le potentiel standard du couple redox, R constante des gaz (8.314 J.K'lmol'l),

T la température exprimée en Kelvin, n le nombre d’électrons échangés, et F la
constante de Faraday (96487 coulombs).

11.2.2.2. Différents types de voltammograms

La voltampéromeétrie cyclique consiste a effectuer un balayage aller-retour complet du
potentiel appliqué. Dans le cas qui nous intéresse, la caractéristique de I(E) aller est
différente de la caractéristique retour car entre I’aller et le retour, la couche de diffusion
a été modifiée dans sa composition. L’allure de la variation du courant au cours du

temps et celle du voltampérogramme cyclique sont données par les figure 11.8 et 11.9.

s 1L
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Courst 4§

[ -]

bp-
g

By

Figure 11.8 : Variation du courant en fonction du temps en régime de diffusion pure /16]

i3 Eom

Figure 11.9 : Allure du voltampérogramme cyclique d'un systéme rapide en régime de
diffusion pure (Red seul présent en solution) /76]

Compte tenu de ces modifications de composition, il est évident que la forme du
voltampérogramme retour dépend du temps d’inversion et du potentiel d’inversion.
L analyse de ces voltampérogrammes en fonction des potentiels de pics (hauteurs et
espacements), des courants en fonction du temps et de la vitesse de balayage, nous

permet de distinguer les différents systemes (lent, rapide, quasi-rapide) (figure 11.10).
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Afp - V3 Ep (aller
it -u’ ik P ( . )
I; (aller)
= £
T Eiz
Ip (retour)
Ep (retour)
A =15 (systéeme rapide) A =1 (systéeme gquasi rapide)
i3

A =10 (systeme lente)

Figure 11-10 : Différentes allures des voltampérogrammes cycliques selon la rapidité du
systeme [16]
++ Dans notre travail, cette méthode a été utilisée pour I’electropolymerization du
polyaniline de méme que pour le contréle de la quantité de charge échangée lors
de la formation du film de polymere. Elle a également permis de suivre
I’évolution du film de polymeére dépose sur une électrode de travail en fonction

du temps.
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11.3. Méthodes théoriques utilisées

Cette section contient le ceeur du deuxiéeme axe de notre these. On a décrit
dans la troisieme partie la modélisation et la résolution théorique de notre probleme
a savoir « la Modélisation mathématique de la cinétique appliquée aux biocapteurs »

11.3.1. Principe de la modélisation mathématique

Un modéle mathématique d'une loi physique est une description de cette loi par
un langage mathématique. De tels modeles permettent d'utiliser des méthodes
mathématiques pour déduire des résultats sur le monde physique qui ne sont pas
évidents ou qui n'ont jamais €té observés.

La modélisation mathématique est une technique qui repose sur une solide
compréhension de la terminologie, de la notation et de la méthodologie de base des
mathématiques. Cela implique les étapes suivantes. Premierement, le probleme ou
I’objectif de I’étude doit étre formulé de maniere a refléter avec précision les besoins
de I’organisation. La deuxiéme étape comprend la recherche de données pertinentes au
probléme pouvant étre appliquées au modéle, et inclut souvent la mise a I'échelle de ces
mesures. Ce processus donne souvent un modele plus réaliste, dont les résultats sont
plus facilement compris. La troisieme étape du processus de modélisation consiste a
développer un modéle mathématique qui répond aux préoccupations de I'organisation.
Lors de I'élaboration du modéle mathématique, I'objectif principal est de fournir une
structure quantitative permettant d'analyser un grand groupe de situations possibles. La
formulation du modéle comprend souvent la sélection des fonctions mathématiques
appropriées pour expliquer le phénomene. Dans la quatrieme étape, les données
collectées lors de la deuxiéme étape sont appliquées au modele mathématique pour
obtenir des résultats quantitatifs. La cinquiéme étape consiste a interpréter I'analyse
effectuée a I'étape précedente. Il est tres important que les résultats soient interprétés de
maniere claire et compréhensible. Ensuite, les résultats de I'analyse sont vérifiés quant
a leur applicabilité a un large éventail de possibilites pour I'organisation. La capacité
d'un modele a prédire avec precision est fondamentale pour la vérification. Si le modele
est jugé utile pour l'organisation, il sera implémenté. Aprés la mise en ceuvre,
I'utilisation du modele peut conduire a des applications supplémentaires pour des
modeles similaires, a des ajustements et a des améliorations du modele, ou le rejet

éventuel s'il est jugé inapplicable a la fonction. Les modéles mathématiques et le
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processus de modélisation servent de supports d'apprentissage en mettant I'accent sur

les aspects appliqués de I'analyse mathématique [17].

11.3.2. Etude cinétique et modélisation d’un (bio) capteur

Le modele mathématique peut étre considéré comme un outil (le plus
souvent numérique) simple et utile pour I'analyse de la réponse des biocapteurs [18].
Quelques modeles mathématiques ont été développés pour la simulation des capteurs
enzymatiques [19-27] et aussi pour I’étude de différentes configurations composées de
mono ou multicouches [28-31]. Divers modéles sont consacrés a la simulation
numérique de la réponse ampérométrique des biocapteurs pour le dosage du glucose
[32-36], mais seulement quelques approches théoriques concernent la cinétique
d'inhibition enzymatique des biocapteurs [37-41]. Les rares modéles basés sur
I’inhibition sont le plus souvent limités a I’étude de I’effet de I'inhibition par exces de
substrat ou de produit [24, 42,43].

Ce chapitre débute par I’énumération des hypothéses sur lesquelles sont basées
les modeles mathématiques qui ont été élaborés et la définition des grandeurs
adimensionnelles qui ont permis de réduire les différentes variables dépendantes et
indépendantes. Deux méthodes sont développées :

e La premiére méthode est analytique : relative aux biocapteurs a enzyme
immobilisée dans une membrane fixée directement sur la surface de I’électrode.
e La seconde méthode est numérique : relative aussi aux biocapteurs a enzyme
immobilisée dans une membrane fixée directement sur la surface de I’électrode.
Les deux méthodes traitent successivement des biocapteurs utilisés pour le dosage de
substrat et ceux pour le dosage de composés cibles (polluants). Dans ce dernier cas, la
cinétique de la réaction enzymatique de Michaelis-Menten contréle le processus.
Ces modéles ont pour objectif d’optimiser la réponse dynamique du biocapteur et de
quantifier I'effet de plusieurs facteurs sur I’amplitude et le temps de sa réponse. lls sont
basés sur I’écriture des équations de bilan matiére pour les divers constituants du
mélange et des conditions aux limites et initiales particuliéres a chaque configuration
du biocapteur.
La discrétisation des équations différentielles aux dérivées partielles des modeles a été
réalisée grace a la méthode des différences finies implicites. Le modele a été traduit en

langage informatique.
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11.3.3. Equations de bilan matiére

Le principe de conservation de I’espéce j dans la direction x, perpendiculaire a la
surface de L’électrode s’écrit dans la zone réactive (matrice d’immobilisation) :

a](X: T) aCRex (X, T)
X

+ Réaction
oT

Vitesse = V = Diffusion Eq.11.25

Avec Crex =concentration de I’espece, T = temps.
Hypotheses simplificatrices
Les hypothéses nécessaires pour I’élaboration des modeles sont rassemblées ci-
dessous :
- la concentration du complexe enzyme-substrat (E.S) est supposee a |’état
stationnaire.
- la géométrie de I’électrode est symétrique.
- la distribution de I’enzyme dans la membrane est homogene.
- la concentration au sein de la solution est uniforme.
- I’épaisseur de la couche enzymatique est réguliere.
- la diffusion de toutes les espéces est unidirectionnelle.
- les coefficients de partage membrane/film liquide sont supposés égaux a
I’unité.
- le volume de la solution a doser est suffisamment grand par rapport a la surface
de I’électrode et au temps de dosage pour que la consommation du substrat due
au dosage ne fasse pas varier les concentrations en solution.
- le potentiel choisi est suffisamment élevé de facon a garder la concentration

de I’espéce électroactive égale a zéro a la surface de I’électrode.

Dans le but de généraliser ce modele et pour introduire les nombres
adimensionnels caractéristiques, de nouvelles équations sont écrites sur la base de
variables réduites. Les grandeurs de références sont le coefficient de diffusion du
substrat dans la membrane, I’épaisseur de la membrane et la concentration du substrat
en solution. Les variables dépendantes (concentration, densité de courant) sont définies
en fonction des variables indépendantes : temps de dosage et distance depuis la surface

de I’électrode.
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11.3.4. Biocapteurs mono-enzymatiques

Pour chaque modele, on décrit les équations de bilan matiére et les conditions
aux limites appropriées en fonction du lieu de la fixation de I’enzyme et des différentes

zones constituant le biocapteur.
Le systéme physique choisi dans ce modéle est constitué d’une électrode sur
laquelle a été déposée une membrane contenant I’enzyme immobilisée. Une couche de

diffusion sépare la membrane du sein de la solution (figure 11.11).

|
Yo,
G%%C:%o Diffusion
“zﬁ%
l T LR & ___§ J

Me - .
0, Réaction - Diffusion
X L ofa”e

1 MY

t Electrode s Surface de
Réaction

Figure 11.11. Représentation schématique de la configuration du biocapteur avec | 'enzyme
immobilisée dans une membrane dépaisseur L.

Dosage du substrat
++ Equations du modeéle dans la membrane ou est immobilisée I’enzyme :

jaS(X, T) _ 9%5(X,T) ~Rex Eq.IL26
oT 0X? o
oP(X,T) 9%P(X,T)

l aT - axz + Rex. Eq.1L. 27

La vitesse Rex de la réaction s’exprime en fonction de la vitesse maximale

enzymatique adimensionnelle. Avec : S = substrat, P= produit, X= distance.

¢ Equations des conditions aux limites
- A la surface de I’électrode, la densité de flux du substrat est nulle :

= 1_
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aS(X,T)
aX X=0

=0 Eq.I11.28

Et la réaction électrochimique est supposée tres rapide :

P(X=0T)=0 Eq.I11.29

La densité de courant a la surface de I’électrode est proportionnelle au flux de masse
du produit :

Ty =D aP(X,T)

Eq.11.30
a X=0

11.3.5. Méthode mathématique de résolution
11.3.5.1.Méthode Analytique

a. transformation de Laplace

b. transformation de Fourier

c. Changement de variable
11.3.5.2.Méthode numérique

Cette partie traite la modélisation numérique des biocapteurs. Les biocapteurs
basés sur des transducteurs ampérométriques et potentiométriques sont pris en compte
selon : systemes d'équations aux dérivées partielles (EDP) non-linéaires. L'action des
biocapteurs contenant des enzymes simples peut étre modélisée selon la technique des
différences finies a I'état stationnaire et a I'état non stationnaire. Un accent particulier a
été mis sur la modélisation des biocapteurs en utilisant une conversion biocatalytique
complexe et des biocapteurs avec une géométrie de transducteurs 1D [44].

Ces modeles utilisent trés souvent des systemes d'équations aux dérivées
partielles (EDP) non-linéaires (on ne connait pas de solutions analytiques en général).
Il faut alors résoudre le probleme numériquement en transformant les équations
continues de la physique en un probleme discret sur un certain domaine de calcul (le
maillage).

Les différentes étapes pour modéliser un systeme complexe sont les suivantes :
* Recherche d'un modele mathématique représentant la physique. Mise en équation.

« Elaboration d'un maillage. Discreétisation des equations de la physique.

* Résolution des équations discrétes (souvent systéemes linéaires a résoudre).

* Transcription informatique et programmation des relations discrétes.

« Simulation numérique et exploitation des reésultats. L'ingénieur peut étre amené a

intervenir sur I'une ou plusieurs de ces différentes étapes.
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11.3.5.2.1 Schéma d’Euler explicite
Pour deux entiers M et N donnés, on discrétise de fagon uniforme les intervalles
d'espace Q = [0, 1] et de temps [0, T] en introduisant les points
Xj=jh,.j=0..M+1 Eq.IL31
t" =nAt,.n=0..N Eq.11.32
ou h est le pas de discrétisation en espace donné par h = 1/(M + 1) et At est le
pas de discrétisation en temps avec At = T /N. On introduit enfin les points
P" = (x;,t") Eq.11.33
On cherche alors une approximation f* = f(x;, t") de la solution exacte aux nceuds P},
en discrétisant la dérivée en espace par un schéma centré au temps t™ et la dérivée en
temps par un schéma décentré progressif.
Nous utilisons un schéma arriere d'ordre 1 pour évaluer la dérivée temporelle et

un schéma centré d'ordre 2 pour la dérivée seconde en espace :

(%)n _ jn+1 —fr
J

J Eq.11.34
at At a
<62f>n B fjﬁl - ijn . fﬁl Eq.11.35
ox2] Ax2 @7

Le schéma est explicite dans la mesure ou I'on calcule f}”l directement a
H n
partir de f;

11.3.5.2.2 Schéma d'Euler implicite
Ce schéma s'écrit

<g)n+1 _ fjn+1 ~

Eq.11.36
at); At 1
n+1 1 1 1
A\ -2+
ﬁ j = Ax? Eq.11.37

11.3.5.2.3 Schéma de Crank-Nicholson (1947)
Le schéma de Crank-Nicolson est une combinaison des schémas implicite et
explicite, le résultat de moitié pour le premier et de moitié pour le second est un schéma

implicite intéressant pour certaines applications.
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11.3.6. Logiciel pour la modélisation des (bio)capteurs

L'action catalytique des biocapteurs est associée a la diffusion du substrat dans
la membrane biocatalytique et & sa conversion en un produit. La modélisation des
biocapteurs implique la résolution des équations de diffusion pour substrat et produit
avec un terme contenant une vitesse de transformation biocatalytique du substrat. Les
complications de la modélisation résultent de la résolution d’équations partiellement
différentielles avec un terme biocatalytique non linéaire et avec des conditions limites
et initiales complexes.

Nous nous sommes intéressé a la maniere de résoudre numériquement ce
nouveau probléeme relie avec systeme de biocapteur, par la programmation et
spéecialement avec MATLAB et COMSOL multiphasique

11.3.6.1. COMSOL Multiphasics

11.3.6.1.1 Historique

Le groupe COMSOL a été fondé en 1986 par M. Svante Littmarck et M. Farhad
en Suéde. Il s’est développé au Royaume-Uni, aux Etats-Unis, en Finlande, etc. De nos
jours, le logiciel COMSOL Multiphysics est largement utilisé dans divers domaines de
la recherche scientifique et du calcul, par exemple, il a été utilisé dans la simulation
numérique globale. [45-52].

COMSOL Multiphysics est un logiciel d'analyse par éléments finis, de
résolution et de simulation permettant de résoudre diverses applications de la physique
et de I'ingénierie. La premiére version du logiciel COMSOL Multiphysics a été publiée
en 1998 par le groupe COMSOL et s'appelait 33 Toolbox. Au début, ce logiciel n’est
utilisé que dans le domaine de la mécanique des structures. L'environnement de
simulation COMSOL Multiphysics facilite toutes les étapes du processus de
modélisation : définition de la géométrie, spécification de la physique, maillage,

résolution puis post-traitement des résultats.

11.3.6.1.2 Introduction

COMSOL Multiphysics est un environnement integré destiné a la résolution
d’équations aux dérivées partielles spatiales du second ordre temporelles ou
stationnaires dans I’espace, en une, deux et trois dimensions. De plus, ces équations

peuvent étre couplées de maniére presque arbitraire. COMSOL Multiphysics fournit
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des outils sophistiqués (et pratiques) pour la modélisation géométrique. Par conséquent,
pour de nombreux problémes standard, il existe des modes d’application prédefinis qui
agissent comme des modeéles afin de masquer une grande partie des détails complexes
de la modélisation par équations. Les modes d'application utilisent le langage utilisé
dans la discipline d'ingénierie concernee [53].

COMSOL (anciennement FEMLAB) est un progiciel d'analyse par éléments
finis et de résolution des problémes pour diverses applications de la physique et de
I'ingénierie, en particulier les phénomeénes couplés, ou multiphysiques. Il comprend un
environnement complet pour la modélisation de tout phénomeéne physique pouvant étre
décrit a I'aide d’'EDP ou ordinaires [54-56]. Il est devenu le standard de I'industrie en
matiere de modélisation, de recherche, de conception et de développement
multiphysiques (COMSOL 2008b). Le progiciel prend en charge presque toutes les
plates-formes (Windows, Mac, Linux et UNIX, par exemple). COMSOL permet de
construire des systemes couplés d’EDP. Les EDP peuvent étre saisis directement ou en
utilisant la forme dite faible. COMSOL offre également une interface compléte et bien
gérée a Math Works MATLAB et a ses boites a outils pour une grande variété de
possibilités de programmation, de prétraitement et de post-traitement.

COMSOL Multiphysics est un environnement interactif puissant pour la modélisation
et la résolution de tous types de problémes scientifiques et d’ingénierie basés sur des
équations aux dérivées partielles (EDP). Avec ce produit, vous pouvez facilement
étendre des modeéles conventionnels pour un type de physique aux modeles
multiphysiques qui résolvent des phénomenes de physique couplés, et ce
simultanément. L'accés a ce pouvoir n'exige pas une connaissance approfondie des
mathématiques ou de I'analyse numérique. Grace aux modes physiques intégreés, il est
possible de créer des modeles en définissant les grandeurs physiques pertinentes (telles
que les propriétés des matériaux, les charges, les contraintes, les sources et les flux)

plut6t qu'en définissant les équations sous-jacentes.

11.3.6.1.3. Conception numérique du modeéle

Pour la conception de modeéle théorique j’ai utilisé le logiciel COMSOL
Multiphysics. C'est un logiciel congu par I'entreprise «Comsol » qui est fondée en 1986.
Elle se spécialise dans le domaine de développement de logiciels servant de support
technique et de formation spécialisé et de conseil. Le logiciel est utilisé par plusieurs

grandes entreprises a travers le monde .On peut modéliser et simuler tout systéme basé
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sur la physique en utilisant un logiciel de COMSOL®. COMSOL Multiphysics®
comprend l'interface COMSOL Desktop®, un utilisateur graphique (GUI) et un
ensemble d'interfaces d'utilisateur prédéfinis avec des outils de modélisation associés,
appelés interfaces de physique, pour la modélisation des applications courantes. Une
suite de produits add-on élargit cette plate-forme de simulation multiphysique pour la
modélisation des domaines d'application spécifiques ainsi que d'interface avec des
logiciels tiers et de leurs capacités. COMSOL Multiphysics est nécessaire pour exécuter
I'un des produits add-on [57-58].

( ELECTRIC::_] [MECHANICALJ [ FLUIDV_J [ CHEMICA,L/_J
—_— V

ACIDC Heat Transfer CFD Chemical Reaction Optimisation LiveLink veLink
Module Wodule Module Engineering Module Module for Matleb Fxce
RF Structural Microfiuidics Batterie, Fuel Cells Material — mport E—
Module Module Module WModule Library odule odule
Wave Optics Nonlinear Structural || sybsurface Flow | | Electrodeposition Particle Tracing  LiveLlrk e
Module Module Module Module Module or SolidWorks or Space
MENMS Geomechanics Pipe Flow Corrosion e e
Module Module Nodule Module or Invento or AutoCad
Plamsa Efti?":e Molecular Flow Electrochemistry C — roEnginee
Module ocue Module Module
Semiconductor Multibody Dynamics for Solid Edge for CATIAvs
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Acoustics
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Figure 11.12. L'architecture et la représentation des modules « COMSOL ».

La notion de multi-physique est représentée dans la combinaison de plusieurs
phénomenes physiques lors de la description d'un processus. On peut décrire
mathématiquement des phénomenes physiques tres différents par les mémes équations
générales. Alors que des géométries et des phénoménes complexes nécessitent la
modélisation avec des équations complexes et des conditions aux limites, COMSOL
Multiphysics offre  un couplage des différentes formulations physiques
(multiphysiques) simples. Le résultat de ses systemes sont des équations qui peuvent
étre resolues de facon séquentielle ou dans une formulation entierement couplée.
Multiphasiques étendues : Physique dans différentes géométries peuvent étre
facilement combinés. Ces variables de couplage peuvent également étre utilisées pour
lier des physiques ou des géomeétries différentes comme dans notre cas. Lors de la

modélisation et les simulations, ces descriptions sont basées sur les lois de la physique.
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11.3.6.1.4. Avantages de la conception avec COMSOL Multiphysics

Le principal but de la création de COMSOL Multiphysics est d' avoir un logiciel
ou les scientifiques et les ingénieurs peuvent formuler, a I aide de l'interface utilisateur,
n'importe quel systeme d'équations aux dérivées partielles (EDP) sur la base des lois de
la physique et surtout de se baser sur les zones les plus communes dans la physique et
en génie chimique (Figure 11.13). Cette interface est basée sur un interpréteur
d’équation qui formule une discrétisation par éléments finis, a la volée», par le systéme
entierement couplé. Des interfaces de modélisation prédéfinis pour les différents
domaines de la physique appliquée, y compris des couplages multiphysiques. Grace a
la technologie sous-jacente, les propriétés, les sources, les puits et les conditions aux
limites peuvent étre des fonctions de variables modélisées et leurs dérivées partielles.
Les équations complétes sont également disponibles dans I'interface utilisateur pour

une manipulation [59].

Biotemor Detign o ——
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Figure 11.13. Conception numérique du modele biocapteur enzymatique

[60 1




Partie 1-Chapitre Il : Méthodes d’analyse et modélisation cinétique

11.3.6.2. Matlab

Matlab est un systeme interactif et convivial de calcul numérique et de
visualisation graphique destiné aux ingénieurs et scientifiques. Il posséde un langage
de programmation puissant et simple a utiliser avec lequel I'utilisateur peut effectuer
des calculs en ligne ou par I'intermédiaire d'un fichier de commandes [60-61].

Le logiciel Matlab (Matrix Laboratory) est basé sur le calcul matriciel
numeérique. Tous les objets utilisés dans Matlab sont donc définis au travers de matrices
ou vecteurs dont les valeurs sont, par définition, des grandeurs complexes. Il existe un
tres grand nombre d'opérateurs et fonctions distribués dans le logiciel de base et dans
des boites a outils spécialisées. A ceci peut s'ajouter un outil de programmation
graphique, Simulink, essentiel pour la simulation de systéemes dynamiques non
linéaires.

L'environnement Matlab se présente sous la forme d'un espace de travail dans
lequel un interpréteur de commandes exécute les opérations demandées.

MATLAB est un logiciel interactif basé sur le calcul matriciel (MATrix
LABoratory). Il est utilisé dans les calculs scientifiques et les problemes d’ingénierie
parce qu’il permet de résoudre des probléemes numériques complexes en moins de
temps requis par les langages de programmation courant, et ce grace a une multitude de
fonctions intégrées et a plusieurs programmes outils testés et regroupés selon I’usage
dans des dossiers appelés boites a outils ou "toolbox".

MATLAB est un langage de programmation de haut-niveau qui fournit des
fonctions mathématiques utilisées pour résoudre des problématiques scientifiques et
d’ingénierie. Son mode interactif nous permet d’obtenir des résultats immédiats en
exécutant lI'une apres l'autre les commandes afin d'explorer rapidement plusieurs options et
d'itérer pour arriver & une solution optimale. En outre, MATLAB fournit également les
fonctionnalités des langages de programmation traditionnels, telles que le contrble de

flux, la gestion d’exceptions et la programmation orientée objet.

11.3.6.3. Feuille de calcul Excel
Concernant I’utilisation d’Excel pour modéliser les équations aux dérivées partielles

(EDP), dans le cas des biocapteurs enzymatiques (voir chapitre V)

[6o1 |




Partie 1-Chapitre Il : Méthodes d’analyse et modélisation cinétique

11.4. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté, d’abord, le principe physique des
differentes techniques expérimentales qui seront exploitées pour [’étude des
biocapteurs développés dans ce travail. Par la suite, nous avons discrétisé les équations
des modeles mathématiques développés par la méthode analytique et la méthode
numérique en utilisant des différences finies. Nous avons présenté la méthode de
résolution et les algorithmes de calcul pour la simulation de la réponse du biocapteur.

Dans le chapitre suivant, nous présenterons et dériverions, d’une part, les
dispositifs expérimentaux utilisés. D’autre part, nous détaillerons les différentes
méthodes utilisées pour la fabrication de I’élément sensible des biocapteurs.
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Partie 2-Chapitre 111 : Biocapteur pour la détection d*Amlodipine

I11.1. Introduction

Au cours des dernieres décennies, les biocapteurs ont émergé des laboratoires
et font maintenant une partie intégrante de la vie quotidienne de millions de personnes
a travers le monde. Comme certains autres capteurs, ils ont d'abord été développés pour
la détection de certaines especes a faible poids moléculaire, & savoir des métabolites ou
des biomarqueurs de maladies, qui présentaient une importance prédominante pour les
diagnostics cliniques, pharmaceutiques et dans le secteur des soins de santé [1]. Des
biocapteurs ont été développés et utilisés dans de nhombreux domaines analytiques,
notamment la surveillance de I'environnement, la recherche en chimie, en physique et

en biotechnologie, etc.

Les polyméres conducteurs ont beaucoup attiré lattention dans le
développement de biocapteurs. Leurs propriétés électro-actives permettent d'agir
comme d'excellents substrats pour I'immobilisation de biomolécules et le transfert
rapide d'électrons [2—6]. Parmi les divers polymeres conducteurs, la polyaniline (PANI)
a été largement étudiée en tant que matériau conducteur important possédant des
propriétés électriques, électrochimiques et optiques intéressantes. Les applications
potentielles de PANI incluent la protection contre la corrosion, les batteries secondaires,
les dispositifs électrochromiques et les biocapteurs. Ces derniéres années, la préparation
de nanocomposites hybrides a propriétés a la fois magnétiques et électriques a fait
I'objet d'une grande attention dans les domaines industriels et académiques. Les
nanoparticules magnétiques ont été considérées comme des matériaux intéressants pour
I'immobilisation de biomolécules, en raison de leur biocompatibilité, de leur forte
propriété superparamagnétique, de leur faible toxicité, etc. [7,8]. Par exemple, les
nanocomposites a base de polyméres conducteurs et de nanoparticules magnétiques
figurent parmi les biocapteurs enzymatiques a base de films polymérisés et constituent
un domaine important dans la recherche pharmaceutique [9,10]. Les enzymes
interagissent spécifiqguement avec certains substrats et peuvent donc étre utilisées pour
la detection de ces substrats. La lipase produite par Candida rugosa est l'une des
enzymes la plus utilisée dans les solvants organiques en raison de sa forte activité en

hydrolyse, estérification, transestérification, aminolyse et sa biodétection [11-13].

Les médicaments cardiovasculaires font partie des médicaments les plus
prescrits de nos jours puisque diverses maladies cardiovasculaires prédominent dans

les pays développés. Dans ce groupe, les médicaments les plus importants sont les
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antihypertenseurs, les cardiotoniques, les anti-arythmiques, les anticoagulants, les
vasodilatateurs coronaires et les hypolipémies. Depuis que la nifédipine a été introduite
en Allemagne en 1975 par Bayer AG [14], de nombreux autres produits sont apparus
sur le marché [15], tels que la nicardipine, la nilvadipine, la nitrendipine, la foridone,
la nimodipine, la benidipine. L’Amlodipine, chimiquement, acide 2 - [(2-
aminoéthoxy) méthyl] -4-  (2-chlorophényl)  -1,4-dihydro-6-méthyl-3,5-
pyridinedicarboxylique, 3-éthyl, 5-méthylester, bésylate (Figure I11.1) [15] est un
inhibiteur calcique de type dihydropyridine, qui agit uniqguement sur le canal de type L
pour produire son effet pharmacologique [16]. Comme la plupart des dérivés de
dihydropyridine, elle présente une plus grande sélectivité pour le muscle lisse
vasculaire que le tissu myocardique. Son effet principal est la vasodilatation.
L'amlodipine est utilisée seule ou en association avec d'autres médicaments pour le
traitement de I'angine chronique stable de certains types d'angor vasospastique et pour

la prise en charge de I'hypertension essentielle 1égere a modérée.

Plusieurs méthodes, basées sur diverses techniques analytiques, ont été décrites
dans la littérature pour la détermination du bésylate d'amlodipine sous forme pure ainsi
que dans des formulations de laboratoire de chimie, des formulations pharmaceutiques
et des fluides biologiques. lls comprennent les méthodes spectrophotométriques
[17,18], les méthodes spectrofluorométriques [19], la chromatographie sur couche
mince a haute performance [20], la chromatographie liquide a haute performance
(HPLC) [20,22], la chromatographie liquide (LC) [23] GC) [24], électrophorése
capillaire [25], analyse par injection de flux [26] et dosage immuno-enzymatique [27].

Bien que ces méthodes aient une sensibilité éleveée, il s’agit malheureusement
de processus a plusieurs étapes, qui prennent du temps, nécessitant un prétraitement
approfondi de I’échantillon et une qualification pour une détection rapide. Ces dernieres
années, le développement de méthodes électroanalytiques pour I'analyse de
I’amlodipine utilisant des électrodes en or [28], du graphite pyrolytique (PG) [29], du
carbone vitreux (GC) ou de la pate de carbone [30,31] a suscité un intérét croissant.
Une attention considérable a été portee sur la modification chimique des
microélectrodes afin daméliorer les performances électroanalytiques. Des
nanocomposites de graphene-chitosane / GC [32] et des pates de carbone modifiées a
I'aide de nanotubes de carbone a parois multiples [33] ont été récemment développés.

De plus, des électrodes en diamant dopé au bore (BDD) ont été fabriquées [34,35].
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Dans le présent travail, nous avons décrit la synthése par voie chimique de la
polyaniline avec des composites d'oxyde de fer pour la fabrication d’un support en
présence d'un substrat de gélatine pour I'immobilisation de la lipase CRL, et nous avons
ensuite utilisé cette électrode de platine modifiée pour la détection d’Amlodipine. La
polyaniline synthétisée a été caractérisée par micrographie au MEB, la spectroscopie
FTIR et I’'UV-visible. 1l s’agit de la premiere fabrication et utilisation de la polyaniline
et de la gélatine pour un biocapteur & base de lipase de Candida rugosa en vue de
détecter I’Amlodipine. De plus, les conditions expérimentales pour la fabrication et les
performances analytiques du biocapteur ont été optimisées avec des méthodes
électrochimiques. Enfin, nous avons étudié les performances du biocapteur
d’Amlodipine, en fonction du pH et de la température du milieu avec effet de la

concentration et du balayage.

Figure III.1. Structures chimiques de I'amlodipine.
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111.2. Expérimentales
111.2.1. Appareillages

Les expériences électrochimiques ont éte réalisées a l'aide d'un potentiomeétre /
Galvanostat de qualité de recherche modulaire EC-Lab SP, et du logiciel EC-Lab pour
le traitement des données et le contrdle des expériences. Une cellule a trois électrodes
a été utilisée pour étudier le comportement électrochimique de la molécule cible par
voltampérométrie cyclique et par spectroscopie d'impédance électrochimique (EIS).
L ¢electrode de référence était une électrode au calomel saturé (SCE), un fil de platine
d'un diamétre de 1 mm était utilisé comme électrode auxiliaire et I'électrode de travail
était une plaque de platine d'une surface de 0,5 cm?. Dans les mesures dynamiques, les
données d’impédance ont été obtenues a une amplitude 10 mV et une plage de
fréquences variant de 100 Hz a 100 kHz. Les expériences ont été effectuées dans une

cage de Faraday sombre pour éliminer les interférences électriques.

111.2.2. Produits chimiques et réactifs

Tous les produits chimiques étaient disponibles dans I’état commercial et
utilisés tels que recus. La lipase de Candida rugosa, achetée aupres de Sigma Chemical
Co., aété utilisée pour des expériences sans aucune purification. Des solutions aqueuses
(25% p/v) de glutaraldéhyde (GA) chez Sigma-Aldrich, chlorure d’hydrogene (HCI),
monomere aniline, persulfate d'ammonium ((NH4)2S204, APS), oxyde de fer (Fe20Os) et
gélatine. Le bésylate d'amlodipine a été obtenu aupres de MM LABORATOIRES
(Annaba, Algérie). La solution tampon utilisée pour toutes les expériences était une
solution saline tamponnée au phosphate (PBS) contenant du NaCl 140 mM, KCI 2,7
mM, Na;HP04 0,1 mM et KH>P04 1,8 mM, avec un pH de 7,4. Les réactifs de qualité

analytique sont utilisés comme achetés sans aucun prétraitement.

111.2.3. Préparation de PANI / Oxyde de Fer

La synthése de PANI/oxyde de fer a été réalisée par une methode de
polymérisation chimique. Pour l'activation de la molécule d'aniline, le monomere
d'aniline (0,1 M) a été mélangé dans 1M d’acide HCI et agité pendant 15 min pour
former du chlorhydrate d'aniline (solution A). Ensuite, 0,2 g de microsphéres de Fe>Os;
ont été ajoutées sous la forme d'une fraction massique a la solution ci-dessus sous

agitation vigoureuse afin de maintenir I'oxyde de fer en suspension de maniére
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homogéne dans la solution et ensuite traité par ultrason pendant 30 min, conduisant
ainsi un melange homogéne. A cette solution, du persulfate d'ammonium 0,1 M activé
par HCI 1 M (solution B), qui agit comme un oxydant, a été lentement ajouté goutte a
goutte sous agitation continue a une température de 4 a 5 ° C pendant 5 h pour
polymeériser complétement le mélange (Schéma 111.1). Le précipité a été filtré, lavé avec
de I'eau déionisée et de I'acétone et finalement séché dans un four pendant 24 h pour

atteindre une masse constante du mélange [36,37].
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Schéma I11.1. Représentation schématique de la synthese du composite PANI/Fe>O; par
polymérisation chimique.
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111.2.4. Modification d*électrode et immobilisation de I'enzyme Candida Rugosa
Lipase

Pour la construction de la couche bioactive, les électrodes de Pt ont été polies avec une
suspension d'alumine, lavées soigneusement avec de l'eau distillée, puis soniquées
pendant 5 min dans de I'éthanol et de I'eau distillée, respectivement. Deux milligrammes
de PANI/ Fe;Os et 3 mg de gélatine ont éte dissous dans 100 pL (pH 7,4) dans du
tampon phosphate 50 mM & 40 ° C. Ensuite, 80 pl de la solution ont été dispersés sur
la surface de I'électrode en Pt et laissés sécher pendant 30 min a 4° C. Pour la
réticulation, la surface de I'électrode a été immergée dans une solution de
glutaraldehyde (5% v / v) pendant 5 min. 5 % (w/w) de Candida rugosa lipase solubilisé
dans 90 pL d’un tampon & 20mM de KH2POs, ont été immobilisés sur la surface de
I'électrode. Finalement, I'électrode a été rincée avec de I'eau distillée pour eliminer

I'exces de glutaraldéhyde (Schéma Ill. 2).

Etape 1

y
Pt PANI/Fe,0O4 Pt-PANI/Fe, O3
0 0 O
Etape 2 H H H
o] 0 O
H H H H \ H \ H \ N

O o @)
Pt-PANI/Fe,0O3 Glutaraldehyde (GA)
Etape 3
(0] O O
H4 H4 H

+ NH2 NH, NH
Pt-PANI/Fe,05-GA Lipase CRL Pt-PANI1/Fe;03-GA-CRL

Schéma I11. 2 : Schéma de I'élaboration du biocapteur a I'aide de PANI/Fe;O;
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111.3. Résultats et discussions
111.3.1. Caractérisation de I'oxyde de fer - polyaniline
I11.3.1.1. Caractérisation avec micrographie au MEB

Les figure Il11.2.a et b représente les micrographies au MEB montrant la
morphologie de surface de composites conducteurs & base de PANI/ Fe2O3 synthétisés
par la méthode d'oxydation chimique, dans laquelle une surface uniforme de polyaniline
a été observee. La distribution uniforme de Fe;O3 contenait des particules uniformes
qui indiquaient la bonne dispersion des nanoparticules sur la surface. De plus, la
présence de nanoparticules d'oxyde de fer avec une bonne dispersion de Fe;Os a la
surface de la polyaniline a une forte influence sur divers parameétres électriques de ces

nanocomposites.

Figure 111.2. Micrographies MEB a) 10 um et b) 5 um de la surface des composites
conducteurs PANI/ Fe,O3

111.3.1.2. Caractérisation par FTIR

La spectroscopie a transmission infrarouge (FTIR) a été largement utilisee pour
examiner les polymeéres conducteurs. La figure I11.3.a montre les spectres FTIR de
PANI/Fe;0s. Les bandes a 1599 et 1498 cm™ de PANI (courbe a) correspondent au
déplacement chimique des bandes C-N et C-C des cycles quinoide et benzénique. Les
bandes a 1298 et 1242 cm! sont attribuées au mode d'étirement C-N de I'anneau
benzénoide et le signal & 1168 cm™! est attribué au PANI protoné (N-H). La présence

d'une bande nette et forte & 592-588 cm! indique la présence de vibrations d'étirement
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Fe-O. Ceci indique la formation de composites de polymeres [38]. FTIR de Fe,Os est
représente sur la figure 111.3.b, avec des pics caractéristiques provenant de la vibration
Fe-O dans la plage de 400 a 600 cm!. Les spectres FTIR des composites PANI/Fe;0s
ont montré des bandes a 831 et 881 cm ~ !, qui sont des pics caractéristiques de PANI.

Le pic a 684 cm™ est généralement attribué au C-H en dehors de la flexion dans le
PANI.
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Figure 111.3. Spectres FTIR de composites PANI / Fe;O;
111.3.1.3. Caractérisation par UV-visible

Les spectres d'absorption UV-visible des composites PANI / Fe;Os3 sont présentés sur

la figure 111.3. Le spectre d'absorption typique des PANI présente deux pics

d’absorption distincte & 343 et 683 nm apres ajustement. Le pic & 343 nm provient de
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la transition électronique © — = * dans les segments benzénoides et le large pic a 683

nm est lié au niveau de dopage de la polyaniline avec I'oxyde de fer.
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Figure 111.4. Spectres UV-visible des composites PANI/Fe;O;

I11.3.2. Caractéristiques électrochimiques sur la surface de I'électrode

L’étude voltammeétrique d'espéces électroactives solubles constitue un outil
pratique pour surveiller les différentes étapes de préparation du biocapteur sur
I'électrode de Pt. La figure 111.5 (1) présente les voltammogrammes de I’électrode de Pt
nue et I’électrode de platine modifie avec une membrane de polyaniline (PANI/Fe;0s-
Ge-GA-CRL). Les mesures ont été réalisés dans une solution de cyanure de fer
Fe(CN)s]>* (avec concentration de 5 mM) préparée dans du tampon phosphaté salin
connu sous le nom de PBS (a pH =7,2 ; 10mM). Le potentiel imposé varie entre -0,7 V
a + 0,7 V pour une vitesse de balayage égale a 50 mV/s. On peut voir que pour
I’électrode de platine nue, I’apparition d’un pic anodique et d’un pic cathodique
corresponde aux réactions du couple redox (cyanure de fer). Lorsque la surface de Pt a

éte fonctionnalisée avec PANI/ Fe,Os et une lipase, le transfert d'électrons a été modifié.
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En conséquence, une diminution évidente des pics anodiques et cathodiques a été

observée, indiquant la formation de la couche bioactive.

La spectroscopie d'impédance électrochimique peut également fournir des
informations détaillées sur la constante diélectrique et les propriétés de barriere de la
couche de dépbt aprés les modifications. La figure I11.5 (2) montre les spectres
d'impédance de I'¢électrode de platine nue et modifiée. L'électrode Pt nue révele un trés
petit demi-cercle, impliquant une tres faible résistance au transfert d'électrons (Rct).
Lorsque I'électrode est modifiée avec un film PANI/Fe;O3-Ge-GA-CRL, la Rct

augmente de maniére significative.

Le film de dép6t a été défini avec une charge négative (COO-) de I'enzyme
(acides aminés contenant des groupes fonctionnels carboxyle (-COOH)), qui agit
comme une barriére électrostatique résistant a la couple redox [Fe (CN) ¢] ' et
empéche sa capacité a diffuser dans la couche. Ce phénomeéne résulte probablement de
I'inhibition de la cinétique de transfert d'électrons entre le couple redox et la surface de

I'électrode modifiée.
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Figure 111.5. Caractérisation de | électrode de Pt nue et modifie (1) par voltamétrie cyclique
a 50 mV/s (2) par impédance a un potentiel -200 mV.
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111.3.3. Etude par voltampérométrie cyclique du biocapteur
111.3.3.1. Effet de la concentration

La réponse électrochimique de biocapteur élaborée (PANI/Fe>0s-Ge-GA-CRL)
a été étudié en variant la concentration de I’amlodipine de 10> M a 10° M. Les
voltammogrammes obtenus sont présentés sur la figure 111.6. Les courbes de
voltamétrie cyclique d’AMD montrent un pic cathodique important & — 0,18 V, alors
qu'aucun pic anodique n'est observe dans le balayage inverse, indiquant la réduction

irréversible d’AMD a la surface d'électrode.
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Figure I11.6. Voltammogrammes de différentes concentrations d’AMD dans le PBS (a pH
7,4, 10 mM)

Une courbe d'étalonnage a été tracée entre I’intensité du pic cathodique et le logarithme
de la concentration en Amlodipine (Camp) (Figure 111.7). L’équation de la régression

linéaire et le coefficient de corrélation sont la suivante :
Al =I5, — I55° = 6,4x 1072+ 3.5 x 1073 .log [Camp] ; avec R =0.993  Eq.lll.1

Au cours de cette étude, on peut voir d’apres la courbe d’étalonnage que le biocapteur

élaboré a une réponse linéaire dans une gamme de concentration en I’amlodipine entre
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1072 M et 10~ M, avec un coefficient de corrélation d’environ 0.993 et une sensibilité

égale a 3.5 pA/ mole L™!. La limite de détection obtenue est de I’ordre 10712 M.
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Figure 111.7. Variation de I’intensité du pic cathodique suite a I’injection de différentes
concentrations de |’amlodipine.

111.3.3.2. Mécanisme proposée pour la réaction de I'amlodipine

La cinétique de la réaction catalytique de l'enzyme est I'une des parties les plus
importantes dans le développement d'un biocapteur. Dans ce but, la cinétique a été
étudiée afin de fournir des informations detaillées sur les étapes réactionnelles
élémentaires de I'nydrolyse de la classe des 1,4-dihydropyridines (y compris le substrat
d’Amlodipine utilisé dans notre étude) par la lipase. Ces 1,4-dihydropyridines (1,4-
DHP), y compris la nifédipine et I'amlodipine, ont été soumis & une résolution cinétique
enzymatique par hydrolyse en présence de lipases dans de l'eau saturée en solvant
organique [39,40].En 1992, la lipase a été observée dans I'nydrolyse de dérivés de 1,4-
dihydropyridine par Hirose et al. Une nouvelle série de 4-aryl-1,4-dihyropyridines est
utilisee comme substrat pour de nombreuses enzymes afin d'obtenir des composés
énantiomeres. L'hydrolyse enzymatique de Candida rugosa par la lipase purifiée a éte
étudiée en utilisant un diester de 1,4-dihydropyridine comme substrat [41]. La lipase de

Pseudomonas sp a catalysé I’hydrolyse des esters éthoxycarbonylméthyliques du 1,4-
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DHP par la division des groupes esters «externe» et «interne» pour donner I’acide
carboxylique ou I’ester méthylique correspondant [42]. En outre, Holdgrun et Sih
(1991) ont réalisé I'nydrolyse du 4- (3-nitrophényl) -1,4-DHP et Sih et al. (1992) dans
un tampon phosphate a pH 7,0 avec différentes lipases. Lorsque le milieu réactionnel
était du n-butanol-eau (10: 1), I'nydrolyse catalysée par une lipase s'est poursuivie avec
une bonne énantiosélectivite. La dégradation des diesters a été réalisée par une réaction

en deux étapes (Schéma 111.3); la premiére étape a produit des monoacides, et la

prolongation du temps de réaction a offert un outil de traitement des diacides achiraux
a la fin [43,44].

1,4-Dihydropyridines (1,4-DHPs)

Schéma 111.3. Cinétigue enzymatique de la réaction d’hydrolyse des 1,4-DHP racémiques
[43,44]

En utilisant le t-butylméthyléther comme solvant en plus du méthanol comme
nucléophile pour la lipase de Pseudomonas et de I'eau comme nucléophile pour la lipase
de Candida rugosa (CRL), les transformations des 1,4-DHP ont été étudiées (Schéma
111.4) [45].

1,4-Dihydropyridines (1,4-DHPs)

Schéma 111.4. Cinétique enzymatique de la réaction d’hydrolyse des 1, 4-DHP avec deux
étapes [45]
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Dans notre étude, nous avons utiliseé I’amlodipine comme substrat de la lipase de
candida rugosa. La cinétique enzymatique de la réaction d’hydrolyse a été étudiée a

I'aide de la voltamétrie cyclique avec des concentrations de substrat variées.

Nous avons observé un seul pic sur le premier balayage négatif a un potentiel d'environ
—0,18 V (SCE) et sans pic d'inversion dans le balayage positif. Le pic irréversible

montré dans cette étude indiquait qu'une seule réaction dominante se produisait.

Nous sommes en mesure de proposer le mécanisme des transformations enzymatiques

(schéma I11.5).

H H H H H H H H H
N N N N N N

Pt-PANI@Fe,03-GA-CRL Pt-PANI@Fe,03-GA-CRL Pt-PANI@Fe,03-GA-CRL

Enzyme + Substrate —s Complexe Enzyme-Substare —s Enzyme + Producte
Schéma 1. 5. Mécanisme proposé de la cinétique enzymatique d’hydrolyse CRL de I’AMD

(Notre travail)

111.3.3.3. Effet de la vitesse de balayage

Pour la détermination du meécanisme reactionnel au niveau de I’électrode
modifie, nous avons procédé a I’enregistrement des voltammogrammes a différentes
vitesses de balayage variant de 50 a 200 mV.s!. Les voltammogrammes cycliques

obtenus sont présentés sur la figure 111.8(a).

On remarque une évolution de la position des pics de courant de réduction avec

la vitesse de balayage. Lorsque la vitesse augmente, I’intensité de courant de pic
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cathodique se déplace vers des valeurs plus électronégatives du potentiel, ce qui montre
un comportement chimique irréversible a la surface de la couche bioactive. Nous avons
par la suite étudie la variation de I’intensité de courant de pic cathodique en fonction de
la racine carrée de la vitesse de balayage. La figure 111.8(b) montre que I’intensité du
courant est proportionnelle a la racine carrée de la vitesse de balayage conformément a
un systeme dont la cinétique est sous controle de la diffusion. L équation de régression

linéaire est la suivante :

lp =—0.03 + 0.01161-v'?, avec R?=0.998. Eq.1I.2
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0,12 75 m\/is
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Figure 111.8. a)Voltammograms d amlodipine (1.0 x 10 M dans PBS, pH 7.4 avec Pt
modifie) avec b). Représentation graphique de la fonction : Ip = f (v%)
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111.3.4. Optimisation des conditions opératoires
111.3.4.1. Effet du pH sur la réponse du biocapteur

En général, I'effet du pH de I'électrolyte support sur la réponse actuelle de
I'analyte surveillé joue un réle important dans sa détection et sa quantification [37]. Le
pH du milieu joue un rdle important dans les études des biocapteurs pour obtenir la
meilleure réponse. Afin de déterminer I'effet de la valeur du pH sur la réponse du
biocapteur, différents systemes tampons ont été étudiés. Des tampons de phosphate
contenant 10 ¢ M d'AMD ont été utilisés dans les expériences et tous les tampons

avaient une concentration de 50 mM.

Les expériences ont montré que le pH optimal était de 7,4 (Figure 111.9). La
réponse a pH 7,4 a été fixée a 100%. Au-dela de pH 7.4, la valeur de la réponse du

biocapteur commence a diminuer.
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Figure 111.9. Effet du pH sur la réponse du biocapteur. [Conditions opératoires : tampon
phosphate, 50 mM et T =35 ° C. 5 mg / ml de solution d'amlodipine].

Les enzymes sont des macromolécules amphoteres qui contiennent un grand
nombre de groupements ionisables (acides ou basiques). La variation des charges des
acides aminés affecte évidemment la charge nette globale des enzymes et la distribution
des charges a leur surface. En conséquence, la variation du pH affecte la stabilité des
enzymes. Pour la grande majorité des enzymes, des valeurs de pH acides ou basiques

induisent une perte totale, irréversible, de I'activité enzymatique.
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111.3.4.2. Effet de la température sur la réponse du biocapteur
Pour déterminer I’influence de la température sur la réponse du biocapteur, des
expériences ont été effectuées entre 25 et 50 °C dans des conditions opératoires déja

optimisées auparavant. Les résultats sont présentés a la figure 111.10.

Les résultats ont montré que la meilleure réponse du biocapteur était obtenue
pour température optimale de 35 °C. au-dessus de cette température, la valeur de la

réponse du biocapteur a diminué.
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Figure 111.10. Effet de la température sur la réponse du biocapteur [Conditions opératoires :
tampon phosphate, 50 mM et pH = 7,4. 5 mg / ml de solution d'amlodipine].

Les biocapteurs utilisent des réactions enzymatiques et, par conséquent, une
augmentation de la température augmentera également l'activité catalytique et donc la
vitesse de réaction. Cela peut toutefois étre accompagné d'une dénaturation. La
température augmente également le taux de diffusion des différentes especes chimiques

dans la couche active et améliore le temps de réponse.
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I11.4. Conclusion

Les composites conducteurs de polyaniline/Fe;Os ont été synthétisés avec
succes par une simple procédure chimique. L'analyse FTIR confirme la structure
chimique de PANI/Fe;Os. Les spectres UV-visible confirment la formation de
polymeéres. La présente étude a montré que I'électrode de Pt modifiée par PANI/Fe,Os-
Ge-CRL était un trés bon candidat pour la réalisation d'un biocapteur pour I'analyse de
I’amlodipine. Le comportement cathodique de I’amlodipine a été mesuré sur un pic de
réduction irréversible a -0,185 V. Il serait intéressant d'étudier d'autres biocapteurs

basés sur la lipase pour I'analyse des médicaments a base de 1,4-dihydropyridine.
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IV.1. Introduction

L'analyse pharmaceutique fait partie intégrante de la détermination de la qualité,
y compris l'identité et la pureté. L'utilisation croissante des médicaments devient un
nouveau probleme environnemental, a la fois par le biais de I'excrétion urinaire ou
fécale humaine et animale et des rejets de fabrication pharmaceutique. Dans I'industrie
pharmaceutique moderne, les méthodes d'analyse sélectives, sensibles et entierement
validées pour I'analyse des médicaments sont des outils majeurs appliqués a tous les
stades de la découverte, du développement et de la production de médicaments. Le
développement rapide et efficace des méthodes analytiques est efficacement entrepris
avec une comprehension approfondie de leurs principes, de leur théorie et de leur

instrumentation [1-5].

Les antibiotiques, I'un des médicaments les plus prescrits, sont des substances
ou une substance semi-synthétique dérivée d'un microorganisme, qui, a faible
concentration, est utilisée pour tuer, inhiber ou éliminer un autre microorganisme. La
présence d'antibiotiques dans I'environnement, méme a de tres faibles concentrations,
peut favoriser le processus de bactéries ou de pathogenes résistants aux antibiotiques
[6-8]. L'antibiorésistance est un phénomene naturel présent dans les bactéries présentes
dans I'environnement. L'accumulation et la bioaccumulation d'antibiotiques dans
I'environnement créent les conditions propices a la prolifération de bactéries résistantes
[9-11].

Les pénicillines (Schéma 1V.1) constituent I'un des groupes d'antibiotiques les
plus importants produits par Penicillium notatum. Tous les types de pénicilline ont la
méme structure chimique de base, mais en substituant des radicaux différents sur la
chaine amino de la molécule. La structure de base de la pénicilline consiste en un cycle
thiazolidine, un cycle B-lactame fixé et une chaine latérale. Depuis que la premiere
pénicilline est devenue disponible, de nombreux autres agents antimicrobiens ont été
produits, mais les pénicillines sont encore largement utilisées. Les antibiotiques
majeurs sont actuellement les médicaments utilisés pour un certain nombre de maladies

infectieuses.
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Schéma IV.1. Structures chimiques de la pénicilline V.

De nombreuses méthodes sont disponibles pour la détermination des
pénicillines. La chromatographie en phase liquide est la technique la plus utilisée pour
la détermination de ce groupe de médicaments [12—-16]. La recherche polarographique
des pénicillines repose généralement sur la réduction des composés chimiquement
oxydeés ou des produits de dégradation formés par hydrolyse acide ou alcaline ou leurs
dérivés [17-19]. Bien que la spectrophotométrie a été étudiée en détail [20-22]. En
outre, un transistor a effet de champ sensible a la pénicilline avec une B-lactamase
(pénicillinase) immobilisée a été développé. Une couche de Ta>Os a agi comme couche
sensible au pH en surveillant la variation de la concentration en H* résultant de
I'nydrolyse de la pénicilline en acide pénicilloique [23]. Une approche similaire basée
sur la détection de H* a été développée en utilisant la pénicilline G acylase
(benzylpénicillinamido hydrolase) pour détecter la pénicilline [24].

Les cyclodextrines (CD) sont des oligosaccharides cycliques qui ont a la fois
une surface hydrophile externe et une cavité polaire. Les CD sont classées en trois
catégories : a, B et y en fonction du nombre d'unités de D-glucopyranoside six (6), sept
(7) et huit (8), respectivement. Les CD sont capables de renfermer des molécules plus
petites pour former des complexes hoéte-invité [25-28] en raison de leur forme unique,
qui forme un intérieur hydrophobe ou la molécule est encapsulée et un extérieur
hydrophile qui solubilise le complexe dans I'eau. Ce phénomeéne d'inclusion entraine
des modifications significatives des propriétés de la solution et de la réactivité de la

molécule invitée, qui peuvent étre manipulées dans différentes réactions.
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Le phénomene d'inclusion des CD a été largement étudié et appliqué a de
nombreux domaines, y compris les industries pharmaceutiques, I'administration de
médicaments, les sciences alimentaires, les cosmétiques, la catalyse et le systeme bio
(détection) [29-38]. De plus, les CD ont été utilisés comme modéles potentiels pour la
synthese de nouveaux matériaux nanostructurés. Les bio-applications des polymeéres
contenant des CD ont éte principalement axées sur la délivrance de complexes
d'inclusion de différents types de médicaments. La polyaniline (PANI), quant a elle, est
un polymere conducteur qui a été largement étudié en raison de sa préparation simple,
de sa bonne stabilité thermique et environnementale, de la polyvalence de sa structure

et de ses applications potentielles comme matériaux électriques et optiques [39-47].

Les techniques d'analyse électrochimique [48-51] utilisant pour caractérisation
de la surface modifiée des électrodes telles que la voltampérométrie a onde carrée
(SWV), la voltamétrie a impulsion différentielle (DPV), la polarographie différentielle
par impulsion (DPP) et la spectroscopie d'impédance électrochimique (EIS), ont été
largement utilisés pour la détermination de composés pharmaceutiques, biologiques et
environnementaux en tant que solides alternatives a la méthode instrumentale. Les
électrodes a surface modifiées chimiquement [52-53] sont des outils puissants pour
I'analyse de nombreux substrats. Elles permettent de gagner du temps, d'effectuer des
analyses rentables et de fournir des informations quantitatives et qualitatives.

L'effet de I'électrodéposition par la méthode de voltamétrie cyclique sur la
formation de films de PANI-B-CD a partir d'une solution acide contenant de la -CD /
aniline sur une électrode de platine a été étudié. Les propriétés électrochimiques des
films préparés a base de PANI sont examinées par les méthodes de voltampérométrie
cycligue (CV) et de spectroscopie d'impédance. La nouvelle méthodologie
électrochimique mise au point a été utilisée pour la reconnaissance chimique de la
pénicilline V (phénoxyméthylpénicilline) (Peni-V). Par B-CD en raison du complexe
formé entre la CD et les molécules de médicament dispersées dans une matrice PANI

conductrice.
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IV.2. Expérimentale
1V.2.1. Réactifs et solutions

Le monomére daniline a été acheté de Biochem chemopharma et la [3-
cyclodextrine (B-CD) a été achetée chez Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Allemagne) ; tous ces composes sont utilisés tel que recus. La pénicilline V (Peni-V) a
été aimablement fournie par le groupe Saidal-Algérie utilisé tel que regue et sa solution
mére (10" M) a été préparée en dissolvant la quantité appropriée de pénicilline V dans
de I'eau. La solution tampon utilisée pour toutes les expériences était une solution saline
tamponnée au phosphate (PBS) contenant du NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPOQ4
0,1 mM, KH>P04 1,8 mM, le tout a pH 7,4. Les réactifs étaient de qualité analytique et
utilisés comme achetés sans aucun prétraitement. Toutes les solutions ont été préparées

en utilisant de I'eau déminéralisée.

IV.2.2. Appareillages

Toutes les mesures potentiométriques ont été effectuées avec un potentiomeétre
SP-300 modulaire de qualité de recherche / Galvanostat / FRA (instruments de sciences
biologiques SAS). Le logiciel EC-Lab a éte utilisé pour I'acquisition des données et le
contrdle des expériences. Le logiciel EC-Lab® fournit un outil puissant et convivial
pour adapter les mesures EIS successives appelées Z Fit. Ce dernier détermine
automatiquement (et trace) les valeurs successives des composants EC pour une série
de diagrammes d'impédance. Une cellule a trois électrodes a été utilisée pour effectuer
les mesures d'impédance. L’électrode de référence était Ag / AgCI. Un fil de platine a
été utilisé comme électrode auxiliaire et I'électrode de travail était une plaque de platine
ayant une surface de 0,5 cm?. Dans les mesures dynamiques, toutes les données ont été
obtenues avec une amplitude alternative de 10 mV et une plage de fréquences variant
de 100 kHz a 100 mHz. Les expériences ont été effectuées dans une cage de Faraday

sombre pour éliminer les interférences électriques (Figure. IV.1).

L'électrode de platine a été nettoyée avec de I'acétone pendant 10 min et avec
une solution de piranha (1/3 H203, 2/3 H,SO4) pendant 1 min, apres quoi elle a été lavée
avec de I'eau et séchée a l'air [34], puis immergée ou bien rincée dans I'éthanol absolu

et finalement séchée a I'air ambiant.
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Partie 2-Chapitre IV : Elaboration de | ’électrode modifie pour pénicilline V

Figure. IV.1. Représentation de la synthése du composite S-Cyclodextrine-polyaniline par
polymérisation électrochimique.

1VV.2.3. Préparation des films de PANI et de p-cyclodextrine / PANI

Une cellule électrochimique a trois électrodes a €té utilisée pour préparer des
films PANI sur une électrode de Pt. L'électrode de platine a été utilisée comme électrode
de travail. Un fil de Pt a été utilisé comme contre-électrode et une électrode Ag / AgCl
a éte utilisée comme électrode de référence pour le dep6t de films PANI.

Le film de B-cyclodextrine / PANI a été électropolymérisé sur une électrode de
Pt en utilisant la voltamétrie cyclique (CV) dans les limites du potentiel de balayage
compris entre -0,2 a +1,2 V (vs. Ag / AgCl) dans un mélange de solution fraiche
contenant 0,1 M d'aniline et d” HCI 1 M avec 0,1% (% massique) en B-cyclodextrine
(figurelV.2)

Figure. 1V.2. Electrode de travail avant et apreés | électro-polymérisation
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Partie 2-Chapitre 1V : Elaboration de |’électrode modifie pour pénicilline V

IVV.3. Résultats et discussions
1VV.3.1. Electrodéposition de la polyaniline et de la polyaniline avec la B-cyclodextrine

Les synthéses électrochimiques des polymeres conducteurs offrent plus
d’avantages que les syntheses chimiques incluant la déposition du polymere sur la
surface de I’¢électrode in situ, et le contrdle de I’épaisseur. Les polyméres conducteurs
sont syntheétisés directement sous leur forme conductrice, dopée a partir de leur
monomere, par une réaction anodique ou cathodique. Toutefois, la polymérisation

anodique reste la plus utilisée.

Ce dernier type de polymérisation consiste en une oxydation électrochimique
d’une solution contenant le monomere. Elle permet d’avoir le polymére directement a

I’électrode sous forme dopée ou a I’état neutre.

La synthéese de la polyaniline au cours de ce travail est conduite par
voltampérométrie cyclique (20 cycles) avec un balayage de potentiel entre -200 et 1200

mV. La vitesse de balayage est de 50 mV/s.

401 20 b

30 4 15 -

20 104

10 4

<I>/mA
<I>/mA

-10 4

204 Re2 Re3

————7 7 W+

04 02 00 02 04 06 08 10 12 14 -04 -02 00 02 04 06 08 10 12 14
Ewe/V Ewe/V

Figure. 1V.3. Réponses de la CV enregistrées lors de la polymérisation électrochimique d'un film de
PANI a Pt dans une solution de 0,1 M d'aniline, b) film de s-Cyclodextrine / PANI dans une solution de
0,1 M d'aniline et HCI 1 M, une vitesse de balayage de 50 mV's ~ /.

[ |




Partie 2-Chapitre 1V : Elaboration de |’électrode modifie pour pénicilline V

Les voltammogrammes obtenus lors de [I’électrodéposition du monomere
d'aniline seul a été électropolymérisé sur une électrode en Pt (Figure. 1V.3.a).
L apparition de trois pics, les deux pics Ox; / Re; 20,207 /0,069 V et Ox3 / Re; a 0,777
/ 0,754 V ont été attribuées aux transformations respectives de la leucoéméraldine /
éméraldine et de I'éméraldine / pernigraniline et le troisiéme pic Ox, / Re; qui situé au
centre 0,489 / 0,455 V a été attribué aux défauts de la structure linéaire de PANI.

Le monomére d'aniline en présence de R-cyclodextrine a également été
électropolymeérisé sur une électrode de Pt dans une solution de HCI 1 M (Figure.
IV.3.b). Deux pics ont été observés par voltamétrie cyclique. Les deux pics Ox; / Re; a
0,207 / 0,069 V et Ox, / Re> a 0,777 / 0,754 V ont été attribués respectivement aux
transformations de la leucoéméraldine / éméraldine, de I'éméraldine / pernigraniline,
avec I’absence de la troisieme pic (au milieu 0,489 / 0,455 V) et aux défauts de la
structure linéaire de PANI. La comparaison des courants de pic pour le méme nombre
de cycles sur la figure. 1V.3 révéle certaines différences dans la vitesse de dépdt du

film.

1VV.3.2. Etude du mécanisme d'électrodéposition

Les voltammogrammes cycliques de la polyaniline contiennent des transitions
redox, obtenues lors de la polymérisation : oxydation de la forme isolante totalement
réduite (leucoemeraldine) en son cation radical (éméraldine), suivie de lI'oxydation des
produits de dégradation et / ou des espéces intermédiaires et enfin de la transition de
I'état polaronique délocalisé & une forme bipolaire ou quinoide localisée
(pernigraniline) [54].
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Figure. IV 4. Voltammogrammes indicatifs de | ‘électrodéposition de monomeére d’aniline en
présence de B-cyclodextrine

de

I'électropolymeérisation de monomeére d’aniline en présence de B-cyclodextrine figure.

Les  voltammogrammes  cycliques  enregistrés au  cours
IV.4 montrent I’apparition d’une série de transition se résume comme suit : Les pics
marqués Ox1 et Rel correspondent a I'oxydation du polymeére de la leucoéméraldine
aux eétats redox d'éméraldine et de I'éméraldine aux états de pernigraniline. Les pics
étiquetés Ox2 et Re2 correspondent a la réduction de la forme de la pernigraniline en
polymere provenant de I'éméraldine et a la suite des états de leuco-éméraldine,

respectivement (Schéma 1V.2, 3).
Résumé du processus chimique de I'électrodéposition :
> Picsa 0,207 /0,069 V : Transformations de leucoemeraldine / emeraldine
il
IT' IT' @ N N
oY, Fe s O AG
JIT AL, 2 g :
w w ’ 2H +2¢ :
H A

Leucoemeraldin Emeraldin

Schéma IV.2. Cinétique de transformation de la leucoéméraldine / éméraldine.
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» Picsa0.777 /0.754 V : Correspond au transformations de I'éméraldine /
pernigraniline:

m \ N N N
*gl y Q N N *
N N * .
|!| 2H +2¢é

Emeraldin Pernigraniline

Schéma IV.3. Cinétique de transformation de I'éméraldine / pernigraniline.

Lors de I'électrodéposition, l'addition de PB-cyclodextrine (B-CD) dans la
solution de polymérisation affecte la croissance globale de la couche de PANI. Les
propriétés électrochimiques et les caractéristiques morphologiques constatées des
couches obtenues démontrent I’influence de I'addition de B-cyclodextrine (B-CD) sur la
vitesse (taux) de polymérisation de la couche de PANI. Par définition, la vitesse de
polymérisation (liée a la quantité de polymeére) est mesurée et tracé en fonction du

nombre de cycle de balayage (figure.lV.5). En utilisant I'équation :
V = - Kapp [monomeére] (pic cathodique),

Ou V est la vitesse de polymérisation et Kapp est la constante de vitesse qui correspond

a la pente de la courbe [55].

La constante de vitesse apparente (kapp) pour I’étape de polymérisation a été
estimée en tracant les intensités des pics des courants cathodique et anodique pendant
I’électropolymérisation en fonction du nombre de cycles de polymeérisation. Ce
parametre détermine la cinétique de I'électropolymeérisation.
Les voltammogrammes cycliques montrent que le courant augmente a chaque cycle

successif, ce qui confirme le dép6t électrochimique de films de PANI.
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Figure. IV. 5. Relation entre le nombre de cycles et a) le courant de pic d'oxydation a PANI-
Pt b) le courant de pic d'oxydation a la f-Cyclodextrine/PANI -Pt, ) le courant de pic de
réduction & p-Cyclodextrine/PANI -Pt b) le courant de pic de réduction a la PANI-Pt

La figure IV.5 illustre la variation de la hauteur de pic du courant cathodique et
anodique, I (mA), en fonction du nombre de cycles de I’électropolymeérisation. Dans la
zone d'oxydation (Ox1), la pente de la courbe est de 1,8863 et 0,8681 correspond
I’électrodéposition de la PANI et CD-PANI respectivement. Dans la zone de réduction
(Rel), la pente de la courbe est égale a -0,9753 et -0,4388 correspond
I’électrodéposition de la PANI et CD-PANI respectivement. Cette dépendance
représente le taux d'électropolymeérisation de la couche de polymeére. Il est évident que
les additions de 3-cyclodextrine ralentissent (inhibe) le taux de croissance de PANI.
Ces résultats indiquent clairement que les B-cyclodextrines interféerent avec le

mécanisme de polymérisation.

Les B-cyclodextrines inhibent la vitesse de la croissance et influe sur les
différentes propriétés électriques des films de polymeéres de celles d'aniline pure. La
vitesse de depbt diminue également dans l'ordre: PANI > PANI-B-CD.
Ces résultats décrivent que nous avons réussi I'électrodéposition de polyaniline

incorporant la B-cyclodextrine.

[96 |




Partie 2-Chapitre 1V : Elaboration de |’électrode modifie pour pénicilline V

IVV.3.3. Caractérisations électrochimiques
IV.3.3.1. Par voltammeétrie cyclique

La voltammeétrie cyclique d'une espéce électroactive est un excellent outil pour évaluer
la cinétique électronique a l'interface électrode / électrolyte, en particulier lorsque la
surface d'une électrode est modifiée. Les changements de comportement de I’électrode
de travail peuvent étre examinés en observant les changements qui peuvent avoir lieu
sur les formes des voltammogrammes, en utilisant le ferrocyanure comme espece
électroactive.

La voltamétrie cycliqgue a été utilisée pour caractériser chaque eétape
d'électrodéposition pour I'élaboration du film de B-cyclodextrine / PANI, en utilisant un
mélange de K3 (Fe (CN) ¢) / K4 (Fe (CN) 6) [5 mM] dans du tampon PBS a pH 7,4. Une
diminution importante de I'intensité maximale des cycles CV a été observeée par rapport
a I'électrode de platine nue comparativement a I’électrode en platine modifiée (Figure
IV. 6). Cela indique que la couche modifiée par la B-cyclodextrine / PANI a un effet
d'inhibition.

0,4 - — a: electrode nue
— b: electrode modifie
0,3 1
< 0,24
S a
— 0’1 -
3 b
5
o 0,0+
O
_0’1 -
_012 -
_0’3 -

— — — .
-08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08
Potentiel [V]

Figure. 1V.6 Voltamétrie cyclique a) électrode nue de Pt et (b) électrode de Pt modifiée par
de la -cyclodextrine/ polyaniline dans PBS (pH 7,4) + solution 5 mM Fe (CN)s ¥ *
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IVV.3.3.2. Par spectroscopie d'impédance électrochimique

Depuis le travail de Moss et al [56], la spectroscopie d'impedance
électrochimique (SIE) a été largement utilisée pour caractériser les propriétes des
interfaces des électrodes modifiées avec des membranes polymeres de PANI

(Polyaniline).

Les diagrammes d’impédance de I’électrode de Pt nue et modifie ont été
analyseés en employant plusieurs modeles de circuits électriques équivalents, qui sont
appropriés pour les films de polymére conducteur. Cette modélisation a été effectuée
en utilisant le circuit équivalent représente inclus dans la figure. 1V.7, Ou R1 (Rsolution),
Q1 (Qriim), R2 (Rriim), Q2 (Q double couche), R3 (Rtc) et W représentent respectivement : la
résistance de I’électrolyte, la capacité du film de copolymere, la résistance du film de

copolymeére, la capacité de double couche, la résistance de transfert de charge et

I’impédance de Warburg.

= a:electrode nue

—s=— Db : electrode modifie
500 - //\
400 4 / \
£ / \,
5 3004 ; Q4 Uy \- e b
N / Al
~ W
200 - o 3
= / mH YRl
| a
100 1 .I. .l BE
' i [P w, [—
0 - ” .m b4
] v ] ] ] ] ] v ] v ] v
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Re(Z)/Ohm

Figure. 1V.7 Spectroscopie d'impédance électrochimique (EIS), a) électrode nue de Pt et (b)
électrode de Pt modifiée par de la p-cyclodextrine / polyaniline dans PBS (pH 7,4) + solution

5mM Fe (CN)s ¥~
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La caractérisation a été réalisée dans un électrolyte de PBS a 10 mM avec une
gamme de fréquence variant entre 100 kHz a 100 mHz. La tension de polarisation a été
fixé 0 mV. Les diagrammes de Nyquist obtenue des électrodes nue et modifiée par un
film B-cyclodextrine/PANI sont représentés dans la figure 1V.7.

A partir de cette figure, on constate que le diamétre de demi-cercle de I’électrode
modifiée est plus grand que le diamétre de I’électrode nue. Ce qui nous a permet de dire
que la résistance de transfert de charge du I’électrode modifie est importante comparés
a la résistance de transfert de charge de I’électrode nue. Ceci peut étre explique par la
formation d’un film a la surface de I’électrode de travail (Figure. IV.8). Cette couche
ralentie le transfert de charge a I’interface électrode/électrolyte (couche bloquante).

(a) (b)

solution RS solution R,
Rﬁlm Qfllm
Film
Rct le
substrate
substrate
Electrode | Electrode

Figure. 1V.8 Circuit électrique équivalent permettant la modélisation des spectres
d’impédance correspondant a) | ’électrode nue, b) I électrode modifie.
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IVV.3.4. Application d*un capteur de polyaniline dopé a la g-Cyclodextrine
I1VV.3.4.1. Détection électrochimique de Peni-V avec CV

L'effet de la concentration de Peni-V a été eévalué par injections successives de
Peni-V a différentes concentrations allant de 10 a 102 mol / L dans I'électrolyte [PBS
a (10 mM, pH = 7,2), Fe (CN)¢ /- * a 5Mm]. Comme le montre la figure. 1V.9.a,
I'injection de Peni-V dans la cellule électrochimique a provoqué une modification de
I'aspect des voltamogrammes de I'électrode fonctionnalisée par la membrane de la
polyaniline avec la cyclodextrine. Cela révéle la possibilité d'une relation linéaire entre

le courant des pics d'oxydation ou de réduction et la concentration du Peni-V.

Les voltammogrammes cycliques montrent deux pics, un pic anodique pour
I’oxydation et un autre pic pour la réduction. Le pic anodigue est centré a environ 0,33
V tandis que le pic cathodique est centré a environ 0,12 V. Afin de trouver une relation
linéaire entre le courant des pics et la concentration en Peni-V, nous avons suivi
I'évolution de I'intensité des pics cathodiques I (mA) en fonction du logarithme de la
concentration en Peni-V (-Log [Peni-V (mol/L)]). Le tracé représentatif de cette

variation est présenté a la figure. I1V.9.b.

0,081 0045

0,061 0,040

004 00% 4

0,02

0,030
0,00 y =0,0033x +0,0158

R?=0,9924

0,025

<I>/mA
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Figure. 1V.9 a) Voltammogrammes cycliques de Peni-V avec différentes concentrations a une

électrode a film PANI-4-CD en solution électrolytique tampon phosphate a pH 7,4 0,1 mol L

~!.b) tracé du courant de pointe, Ipa, en tant que fonction du logarithme de la concentration
en Peni-V.
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Une relation linéaire a été observée et qui a suivi I’équation :

I(mA) = 0.0158 + 0.033 X Log [Peni-V(M)] Eq.IV.1

Avec un bon coefficient de corrélation d'environ 0,9924. Le capteur élaboré présente
une limite de détection est de I’ordre 1,15 10 mol L.

1V.3.4.2. Détection par I’impédance électrochimique

Pour évaluer la réaction chimique entre la B-cyclodextrine et le Peni-V, nous
avons exposé I'électrode de Pt modifiée a la B-cyclodextrine/polyaniline a diverses
concentrations de Peni-V. Les diagrammes d'impédance de Nyquist sont tracés dans le
plan de Nyquist apres l'injection de différentes concentrations de Peni-V. Il a été
constaté que le diametre du cercle de Nyquist augmentait avec I’ajout de Peni-V, ce qui

indique I’augmentation de la résistance au transfert de charge (Rci=R3) (Figure. IV.10b).
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Figure. 1V.10. Représentation a) 3D b) 2D EIS d'une électrode en platine modifiée avec de la
b-Cyclodextrine-polyaniline pour différentes concentrations de Peni-V (entre 10 et 10 M);
dans du PBS (pH = 7,4) contenant 5 mM de Fe (CN) 5 /. La plage de fréquence est
comprise entre 100 MHz et 100 kHz.
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En utilisant le logiciel EC-Lab® avec un outil puissant d'analyse de données
EIS appelé Zfit, la valeur de ARt (AR3) a été calculée pour chaque concentration de
Peni-V en ajustant les données expérimentales. L'augmentation de la variation de la
résistance du film Rt est directement proportionnelle au logarithme de la concentration
de Peni-V. Ceci est expliqué par la liaison ou I'inclusion de Peni-V a la surface de la -

cyclodextrine (Tableau .1V.1).

Tableau .1V.1 : Parametres de simulation des diagrammes de Nyquist

R1+QU/R2 +Q2/(R3+W2) Concentration [mole/l]

Variable|  Unité 0 10® | 107 | 10 | 10° | 10* | 107 | 107
R1 Ohm 41,98 | 42,83 | 42,97 | 42,76 | 42,35 | 42,63 | 42,84 | 42,47
Q1 F.sN(a-1) 10*| 2,744 | 1,987 | 1,949 | 2,048 | 2,200 | 2,412 | 2,775 | 3,211
al 0,537 10,5724 0,577 |0,57270,5626 | 0,5585 | 0,542 |0,5225
R2 Ohm 57,55 | 59,66 | 60,89 | 66,83 | 75,48 | 80,87 | 92,39 | 106,4
Q2 F.s”(a-1) 10° | 6,289 | 6,078 | 6,044 | 5,569 | 5,070 | 5,195 | 5,053 | 4,925
a2 0,932710,934210,9353 10,9426 | 0,9499 | 0,9457 10,9471 | 0,9495
R3 Ohm 1084 | 1297 | 1431 | 1653 | 1897 | 2114 | 2347 | 2547
s2 Ohm.s™-1/2 | 173,5 | 180,4 | 182,8 | 187 | 191,5 | 196 | 203,7 | 209,7
1 10° 0,824010,6316|0,5902 | 0,5873|0,5928 | 0,7037 | 0,7231 | 0,9982

L’ ajustement et I’analyse des spectres EIS ont été effectués a I’aide du modeéle
de circuit équivalent de Randles et de I’ajustement en Z (logiciel EC-Lab). La figure.
IV.11 montre la courbe d'étalonnage a partir de la variation de la résistance de
polarisation en fonction de la concentration de log de Peni-V :

mol

AR = 1893 + 21582 «log [Peni —V (%2)| , R? = 0.9965 Eq.IV.2

OU AR (Ohm) = R5™° — R5™° . Le domaine de linéarité de la droite obtenue s’étende

de 10 a 102 mol /L avec une sensibilisation égale a 0,9965 Ohm L mole™!.
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16001 AR(Ohm) = 215,82 Log [Peni-V (mol/)] + 1893
1400 R? = 0,9965
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Figure.lV.11 Tracé de la variation de la résistance de transfert de charge en fonction de la
concentration en Peni-V.

Les résultats de la variation de la résistance de transfert de charge au cours de
I'étude impédimétrique est en accord avec les résultats obtenus lors de I'étude
potentiométrique. Ceci est conformé par une relation obtenue entre le courant et la

résistance en fonction du logarithme de la concentration en Peni-V.

IV.3.4.3. Mécanisme proposé pour la détection de la Peni-V

L'étude du processus détaillé du mécanisme de détection est importante pour de
nombreuses raisons, notamment la compréhension et la conception d'un capteur
électrochimique. D'apreés la littérature, le principal intérét des CD réside dans leur
capacité a former des complexes d'inclusion avec plusieurs composés. La complexation
est un phénomene moléculaire ou une molécule d'invité (G) et une molécule de CD
(hdte) entrent en contact pour s'associer et former un complexe avec une steechiométrie
1: 1 (CD-G) [11, 25-26]. Le type de lien établi entre l'invité et I'hdte est non covalent.
Une variété de forces non covalentes telles que les forces de van der Waals, les liaisons
hydrogene, l'interaction dip6le-dipéle, les forces de dispersion de London et d'autres
interactions hydrophobes sont responsables de la formation d'un complexe stable.

Dans notre étude, nous avons utilisé la Peni-V comme invité et la -
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cyclodextrine comme hoéte. Nous avons observe une augmentation de la résistance de

la membrane avec I’évolution de la concentration en Peni-V par la méthode

d'impédance. Ce résultat est confirmé par la méthode CV. Ce résultat peut étre expliqué

par les complexes d'inclusion de la Peni-V avec la B-cyclodextrine. Nous sommes en

mesure de proposer un mécanisme capable d’élucider la formation du complexe

d'inclusion (Schéma IV.4).
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Schéma IV.4. Mécanisme proposé pour la détection de Peni-V
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IV.4. Conclusion

Nous avons appliqué avec succés une méthode de voltampérométrie cyclique
dans [I'élaboration de I'électrode de platine modifiée avec le PANI-B-CD par
polymérisation électrochimique de B-CD / aniline. Les B-cyclodextrines inhibent la
vitesse de polymeérisation du film de polyaniline. Cette réussite de polymérisation a été
confirmée par une évaluation de la cinétique électronique a l'interface électrode /
électrolyte en utilisant une méthode de voltamétrie cyclique et un modele de circuit
équivalent par la méthode d'impédance. La présente étude a montré que I'électrode de
Pt modifiée par PANI-B-CD était un trés bon candidat pour la fabrication d'une
électrode modifiée pour la détection de la pénicilline V. Le comportement
électrochimique de la Peni-V mise en évidence par les méthodes d’analyse
potentiométrique cyclique et d’impédimétrique a abouti a des conclusions identiques et
similaires. Nous avons réussi a trouver une relation linéaire entre le courant de pics, la
résistance et le logarithme de la concentration de la Peni-V. Ce résultat peut étre
expliqué par les complexes d'inclusion de Peni-V avec la B-cyclodextrine incorporée
dans un film de polyaniline. La technique électroanalytiques proposée est rapide, simple

et peu colteuse.
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V.1. Introduction

En génie chimique, la modélisation et la simulation sont des outils importants
pour les ingénieurs et dans la recherche scientifique afin de mieux comprendre le
comportement des processus chimiques. La modélisation et la simulation sont tres utiles
pour concevoir des equipements, étendre et optimiser les procédés de I’industrie
chimiques, pour le contrdle de processus, le dépannage, la détection de défauts
opeérationnels, la formation d'opérateurs et d'ingénieurs, I'établissement des codts et la

planification opérationnelle, etc. [1-5].

Les biocapteurs électroanalytiques basés sur la catalyse enzymatique sont des
appareils analytiques qui utilisent des enzymes biologiques pour détecter la présence
de molécules chimiques. Ces instruments ont trouvé de larges applications allant de
I'analyse pharmaceutique a l'analyse des aliments et I'environnement [6-9]. La
modélisation théorique des biocapteurs implique I'utilisation d'équations différentielles
partielles (EDP) avec un terme non linéaire lié au schéma cinétique de Michaelis-
Menten pour les réactions catalysées par une enzyme. Les équations différentielles
partielles sont extrémement importantes pour la résolution de problémes scientifiques
et d'ingénierie. Les EDP du systéme de diffusion des réactions nécessitent I'utilisation
d'ordinateurs pour leur solution numérique. [10-11]. Excel est disponible sur presque
tous les ordinateurs de bureau ou portables. Il peut étre utilisé pour résoudre de

problemes de systeme EDP, avec un faible co(t et une facilité d’application. [12-15]

Dans cet chapitre, une procédure est développée pour utiliser le logiciel
Microsoft Excel pour étudie la cinétique des biocapteurs enzymatiques selon un modéle
d’équations différentielles non linéaires en les convertissant en équations aux
différences finies en utilisant des techniques explicites et implicites. L'utilisation
d'Excel a cette fin élimine le besoin d'acheter des progiciels spécialisés pour diverses
applications. La configuration du probléme est un outil puissant pour l'ingénierie afin
de concevoir et d'effectuer des analyses paramétriques en utilisant des techniques

simples et rapides.
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V.2 Cinétique et modele mathématique

V.2.1 Modéle cinétique

Le biocapteur enzymatique électrochimique a été construit en utilisant une électrode de
travail modifiée (Figure.V.1). Nous considérons un biocapteur mono-enzymatique
utilisant la cinétique de Michaelis-Menten. La réaction enzymatique suivante a lieu

dans I'électrode de travail (Eq.V.1).

k3
E+S ES - E+P Eq.V.1

k
—9
e.
k
Ou : E désigne I'enzyme, S le substrat a déterminer, ES est le complexe de substrat

enzymatique, P est le produit de la réaction et k1, k2, k3 sont les constantes de vitesse

cinéetique.
Couche enzymatique Solution
z Vi S (2, L) “S({x, )
Reaction 0,5 3 by Diffusion 0, ” a3
/'\/v‘-. _ﬁ - )
-I:—c:]

Electrode

Enzyme . Substrate <) Product <3

Figure.V.1. Systeme diffusion - réaction dans le processus du biocapteur.

V.2.2 Modéle mathématique

Le schéma standard des biocapteurs électrochimiques classiques consiste généralement
en une diffusion alternée continue sur des couches d’enzymes. L'action de ces
biocapteurs peut étre décrite en combinant un processus de réaction et de diffusion
préalablement introduit. Ensemble, ils forment une équation différentielle non linéaire
pour les concentrations du substrat et du produit,

ds(x,t) b 0%s(x,t)  Vy,s(x,t)

- — Eq.V.2
ot S 0x? s(x,t) + ky @V

ap(x,t) 0%p(x,t)  Vps(xt)

= Eq.V.
ot P gx2 s(x,t) + ky q-V.3
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Nous avons besoin d'une condition aux limites (BD) et d'une condition initiale (IC)

décrivant la distribution de la concentrationat=0 :

s=0, p=0, t=0; 0<x<d.
ds(x,t
@ _,
0x
S = Sq, p=0, t>0; x=d.

p=0, t>0; x=0. Eq.V.4

ou x représente I’espace ; s (X) et p (x) sont les concentrations molaires du substrat s et
du produit p dans la couche d'enzyme, Vm est le taux enzymatique maximal ; km la
constante de Michaelis ; d I'épaisseur de la couche d’enzyme ; Ds; e et Dp; e sont les

coefficients de diffusion.

V.2.3 Forme sans dimension du probleme

Les parameétres suivants sont utilisés pour convertir les équations Eq.V.2 et 3 ci-dessus
en une forme sans dimension. Nous faisons les équations aux dérivees partielles non
linéaires ci-dessus sous une forme sans dimension en définissant les parametres

suivants :

x Dt s D V,, d* k
X:—’T=L’5=—,P=£’r=—5=1’l/[=m—’ﬁ=—M
d d2 So Po Dp DSSO So

Les equations 2 et 3 réduisent a la forme sans dimension suivante avec le nombre de
Damkohler (Da), qui compare le taux de diffusion & travers la couche enzymatique avec
la vitesse de réaction enzymatique. Si Damkohler est inférieur a 1, la cinétique
enzymatique contréle la réponse du biocapteur. Ce parameétre (nombre de Damkoehler)
compare essentiellement le taux de réactions enzymatiques (Vm / Km) avec la diffusion
a travers la couche enzymatique (d2 / Ds). Si r <1, alors la cinétique enzymatique est
prédominante. Les équations différentielles transformées suivantes sont obtenues
comme sulit :

aS(X,T) 9*S(X,T) uSX,T)
aT ~  8X2  SX,T)+p

Eq.V.5

oP(X,T) 0*P(X,T) N 1w SX,T)
aT  0X2 SX,T)+p

Eq.V.6

Les conditions initiales et limites sans dimension sont les suivantes :

S=0, P=0,T=0; 05X<1.

oS(X, T
%:o, P=0, T>0; X=0. Eq.V.7

S=1, P=0,T>0; X=1
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V.3 Solution numérique de I'équation de diffusion - réaction
V.3.1 Méthode de difféerence finie

Les approximations des différences finies pour les dérivées sont I'une des méthodes les
plus simples et les plus anciennes pour résoudre les équations différentielles (EDP).
Appliquer la méthode des différences finies a une équation différentielle consiste a
remplacer tous les dérivés par des formules différentes.

Dans I'équation EDP, il existe des dérivées par rapport au temps et des dérivées
par rapport a l'espace (Figure.V.2). La dérivée par rapport au temps et par rapport a
I'espace sont déterminée en utilisant la méthode EULER. Nous développons la fonction

S en X + AX et x-about x autour du point X :

S( +A)—S()+aSA + aZSA 1635A 3+ 164SA + . Eq.V.8
X + Ax X Xtoo— x? 6ax3 Xt x* q.V.
S(x—Ax) = f(x) aSA + aSA2 1a3SA3+1a4$A Eq.V.9
x—Ax) = f(x X > 3%? X % 33 x e x* q.V.

Nous considérons une approximation par différences finies, approximations de la
premiére derivée :
as S(x + Ax) — S(x)

Eq.V.10
ax Ax 1
Les approximations de la dérivee seconde :
928 9 (0S\ S(x+Ax)—2S(x)+S(x—A
9% _ _(_) L3 )=25() + 5 ~ Ax) Eq.V.11
0x?  0x \ox Ax?

En outre, I'approximation de la dérivée dans I'analyse par différences finies :

as S(t+At) S(t)
at At

Eq.V.12

H

LA—xJ

Figure.V.2. La méthode de la différence finie modélise.
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V.3.2 Discrétisation

L’idée de base de I’approche numérique de la résolution des équations différentielles
est de replacer les dérivées dans I’équation catalytique par des quotients de différence
et de considérer les relations entre S et P a (X, T) et ses voisines distantes de AX et a la
fois AT plus tard. En réarrangeant les termes des équations Eq.V.5 et Eq.V.6 en
appliquant une approche numérique. On obtient I'équation cinétique sous forme
discrétisée :

AT
ST +AT) =S, T) + 1o [SK +AX,T) = 25X, T) +u(X — AX,T)]
a AT S(X, T)

S 8 Eq.V.13
a AT S(X,T)
S(X,T +AT) = S(X,T) + A[S(X + AX,T) — 2 S(X,T) + S(X — AX,T)] — SED I8 Eq.V.14
, ~ o AT S(X,T)
(X,T +AT) = P(X,T) + A[P(X + AX,T) — 2 P(X,T) + P(X — AX,T)] + D 8 Eq.V.15

Avec : A=AT/AX2
La convergence est une considération importante dans la mise en ceuvre de tout
algorithme de calcul numérique. Pour assurer la convergence de (Eq.V.5), l'utilisateur
doit choisir un Ax et un AT suffisamment petits pour une résolution raisonnable et
vérifier que la quantité = A T /A X2 soit bien inférieure a l'unité.  Pour proposer un
algorithme adapté a une implémentation informatique (feuille de calcul Excel),
I'intervalle spatial et I'intervalle de temps sont subdivisés en incréments de taille Ax et
At, respectivement. C'est-a-dire que chaque point d'échantillonnage dans l'intervalle
spatial est obtenu a partir de X,, = X,_; + AX pourn=1,2... N,avec x, = 0et xy =L,
et chaque temps dans l'intervalle [0, T] est obtenu a partir de :

Ty = Ty_1 + AT pourn=1,2..MavecT, =0etTy =T
Avec une partition spatiale et temporele décrite ci-dessus, et en indiquant la valeur de
S:
S(X, +AX,T,) = Sk, :S(X,, —AX,T,) = Sk_,etS(X,,T, +AT) = Sk+1.
L'équation cinétique discrétisée du biocapteur dans (Eq.V.14, Eq.V.15) peut étre

réécrite :
a AT Sk
Sk+1 = gk 4 J[sk, —28k+sk |- S +’é Eq.V.16
o AT Sk
P+l = pk 4+ A[Pk,, — 2Pk 4+ Pk - —— " Eq.V.17
SE+B
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v.3.3 Application Excel

Microsoft Excel est un outil utile pour résoudre des problémes de diffusion de réaction
non linéaire pour une variété de configurations d’ailettes. Plusieurs travaux modernes
ont démontré [lutilisation du tableur Excel dans la résolution de probléemes
unidimensionnels [11] [13]. La fonction d'itération intégrée d'Excel peut étre utilisée
pour résoudre les équations nodales a différences finies afin d'obtenir I'historique du
temps de la concentration du substrat (Figure.V.3) et la concentration du produit
(Figure.V 4).

Créez une nouvelle feuille de calcul et un nouveau titre sous forme de «Modélisation
numeérique de la réaction cinétique-diffusion dans le processus du biocapteur d’enzyme
avec Excel». Nous définissons les valeurs des parameétres : pas du temps et de I'espace,

les conditions initiales et les conditions aux limites (Annexe A).

= B % Biosensor modeling.xlsx - Excel (Echec de l'activation du produit) 208 — 0%
ACCUBL  INSERTION ~ MISEENPAGE ~ FORMULES ~ DONNEES ~ REVISON  AFFICHAGE  DEVELOPPEUR  COMSOLS2  ACROBAT alial -
a1 x f | Numerical Modeling of kinetic reaction-diffusion in enzyme biosensor process with Excel Spreadsheet
A B cl D[ ®] 6] Hn ! J K Limi/N][jo [P ia]®R ¢S (0 00 . A0 Ot Y

1 Numerical Modeling of kinetic reaction-diffusion in eﬁme biosensor ilocess with Excel Spreadsheet

4

s, 1) _d*S(X, S(X,T)
J %= .;(xzn s?x:'n)p conditionic:  §=0, P=0, T=0;0=KX=1l
Dimensionless Form of the Problem : s .

2 . 25(X,T)

5 Space step X PT)_2POT)_ nSKT) o =0 P=0. T>0iX=0
o |TimoswpaT T X S P Dimensionless Boundary conditions BC : :

0 1.0000 S=1, P=0," T50;X=1
1 ju=n2 05400

2 | 08000

Distancex  —p
0 005 010 015 020 025 030 035 040 045 050 055 060 065 070 075 080 085 09 095 1,00

5 x

1 Timet  0,0000000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000

16 0,1010100 0,04 0,0455 0,0521 0,0622 0,0761 0,030 0,164 0,1437 0,1762 0,2143 0,2582 0,3082 0,3644 0,4267 0,4950 0,5689 0,6479 0,7313 0,8184 0,9083 1.0

216 0,2020200 0,20 0,2030 0,2115 0,2241 0,2409 0,2619 0,2870 0,3162 0,3434 0,3365 0,4274 0,4719 0,5200 0,5713 0,6257 0,6829 0,7425 0,8044 0,8682 0,9335 1.00

316 0,3030300 0,34 0,3478 0,3550 0,3658 0,3801 0,3978 0,4190 0,4435 0,4712 0,5020 0,5358 0,5724 0,6117 0,6535 0,6977 0,7440 0,7922 0,8421 0,8936 0,463 1,00
416 0,4040400 0,46 0,4613 0,4672 04762 0,4879 0,5026 0,5200 0,5402 0,5630 0,5884 0,6162 0,6463 0,6787 0,7131 0,7495 0,7877 0,8276 0,869 09115 0,553 100
s16 0,5050500 0,55 0,5488 0,538 0,5611 0,5709 0,5831 0,5375 0,6143 0,633 0,6544 0,675 0,7027 0,7297 0,7585 0,7889 0,8209 0,853 0,891 09251 03621 1,00
616 0,6060600 0,61 0,6162 0,6203 0,6265 0,6347 0,6450 0,6572 0,6713 0,6873 0,7051 0,7247 0,7459 0,768 0,7932 0,8191 0,8464 0,8749 0,9046 0,9355 0,9673  1.00
716 0,7070700 0,67 0,6681 0,6716 0,6769 0,6839 0,6927 0,7031 0,7152 0,7289 0,7442 0,7610 0,7792 0,7389 0,8200 0,8424 0,8660 0,8907 0,9166 0,9435 0,5713  1.00
816 0,8080800 0,71 0,7081 0,7112 0,7158 0,7219 0,7295 0,7385 0,7430 0,7610 0,7743 0,7839 0,8049 0,8222 0,8406 0,8603 0,831 0,029 0,9258 0,9496 0,9744 1.00
916 0,9090900 0,74 0,7391 0,7418 0,7458 0,7512 0,7579 0,7659 0,7752 0,7857 0,7975 0,8106 0,8247 0,8401 0,8566 0,8741 0,8927 0,9123 0,9329 0,9544 0,9768 100
1016 1,0101000 0,76 0,7629 0,7654 0,7630 0,738 0,798 0,7870 0,7954 0,8043 0,8155 0,8272 0,3401 0,8540 0,8689 0,8348 0,3017 0,156 0,938 0,9581 03786 | 1.00

Biosensor modeling ®

PRET 11 ENREGISTREMENT,

Figure.V.3. Modélisation de la cinétique par Excel de la concentration du substrat.
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Figure. V.4. Modélisation de la cinétique par Excel de la concentration du produit.
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V.4 Résultats et discussions
V.4.1 Validation du modeéle

Les solutions des feuilles de calcul d’Excel sont validées pour un ensemble de
valeurs spécifiques. Dans ce travail, les données simulées numériquement sont validées
par les solutions Matlab. La fonction pdex4 du logiciel Matlab est une fonction de
résolution des problemes de valeurs limites initiales pour les équations aux dérivées
partielles paraboliques-elliptiques [16] (Annexe B), permet de résoudre les équations

(Eq.V.5) et (Eg.V.6) dans les conditions aux limites correspondantes (Eq.V.7).

La figure.V.5 montre la réponse du biocapteur d'enzyme pour diverses
concentrations du substrat et du produit. Le pourcentage d'écart entre le résultat
analytique et le résultat simulé est moins de 2%. Ce qui est bien conforme. Les données

modélisées avec Excel sont trés similaires aux données modélisées par Matlab.

v Excel b
10 = Matlab
a=1
08
[} ) ~
t=10
5 S |t=08
2 2067205
g = t=05vV
o, §014 t=04 ¥
c 2 t=03 ¢
Q o
Oy, Og2dt=02
o]0
02 00 02 04 06 08 10 02 00 02 04 06 08 10
Distance X Distance X
c 0,201 d
0,054, =10 v Excel t=10 v Excel
izolg —— Matlab t=09 = Matlab
=08 0.154=08
0,04 ) =07
a t=0,7 o 3 a-1
_ c t=06
S 003{ %8 o
o VU = 1.
E =05 20,10 (=05
= 2 _
€ 0021=04 3 =04
g =03 g 0,051=03
[e] -% %)
O 0,011 o5 —
t=0,2 vy rvrrTy =0,2 Vv vy
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02 00 02 04 06 08 10 02 00 02 04 06 08 10
Distance X Distance X

Figure. V.5. Réponse de la modélisation par Excel du biocapteur enzymatique a) substrat
aveca=0.5. b) substrat avec a=1 c), produit avec a=0.5, d) produit avec a=1.
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V.4.2 Réaction - effet de diffusion

Une feuille de calcul Excel a été utilisée pour étudier I'effet du nombre de Damkohler
sur la réponse du biocapteur pour savoir s'il s'agit d'un taux de diffusion ou d'un taux
de cinétique enzymatique. Les figures V.6 et V.7 montrent le profil de concentration
pour différentes valeurs du nombre de Damkohler. De petites valeurs du nombre de
Damkohler indiquent effectivement des contr6les de réaction de surface et qu’une
quantite significative du reactif a bien diffuse dans la membrane sans réagir.

v Excel

b
10{ v Excel a 10{ =——Matlab =1
— Matlab
a=0,5
0,8 - 0,81
0] t=0,5 0 a=1
c c
2 064u=05 206+
E a=1 VvV g
£ 04 go4d _,
8 a=2 c as
o) o]
0 0.2+ 092
a=3 o =3
a=4 o =
004a=10 004 =10
0,0 0,2 04 0,6 08 1,0 0:0 0:2 0:4 0:6 0:8 1:0
Distance X Distance X

Figure. V.6. Cinétique de modélisation par Excel de la concentration de substrat (application
au biocapteur).

On peut facilement trouver a partir de la figure. V.6 qu'avec une diminution du nombre
de Damkohler, il y a une augmentation de la dégradation du substrat non dimensionnel.
A partir de la figure. V.7, la concentration du produit diminue lorsque le nombre de

Damkohler diminue.

1,01

v Excel a a=10 b v Excel
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05 081
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5 9061a=2
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5 04 S04
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Figure.V.7. Cinétique de modélisation par Excel de la concentration de produit (application
au biocapteur).
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V.5. Conclusion

Le modele mathématique non dimensionnel du biocapteur enzymatique bio-
catalytique peut étre utilisé avec succés pour etudier la réponse des biocapteurs. Les
résultats montrent qu’Excel est un outil mathématique puissant pour résoudre les
problémes de valeurs initiales des équations différentielles partielles avec des
conditions aux limites. Le changement des paramétres de I’équation nous donne des
résultats immediats. Cela nous montre la puissance de la feuille de calcul Excel dans la
résolution numérique de la cinétique du biocapteur. Elle est également utilisée pour
déterminer la dépendance de la concentration en substrat non dimensionnel et la
concentration du produit sur le nombre de Damkohler. Le modéle théorique décrit ici

peut étre utilisé pour optimiser la conception du biocapteur enzymatique.
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VI1.1. Introduction

Dans le domaine des biocapteurs, les techniques électrochimiques telles que la
voltamétrie cyclique (CV) et la spectroscopie d'impédance électrochimique (EIS) sont
avéree avantageuse pour le développement de nouvelles méthodes de détermination des
caractéristiques d'échantillons pharmaceutiques [1-2], environnementaux [3] et
alimentaires [4]. Par conséquent, plusieurs chercheurs ont poursuivi I'étude du modéle
de circuit equivalent pour l'interface qui comprend la géométrie de I'électrode et le
parameétre d'électrolyte. Récemment, un biocapteur enzymatique ultrasensible a été

développé [5-11].

La préparation d'un nouveau biocapteur ultrasensible peut colter tres cher, car il peut
nécessiter de nombreuses expériences en laboratoire. Il est sage de faire des expériences
simulées avant les expériences réelles. Pour cette raison, une modélisation
mathématique et une simulation du biocapteur devraient étre mise au point. En génie
chimique, la modélisation et la simulation sont des outils importants pour les ingénieurs
et les chercheurs afin de mieux comprendre le comportement des processus chimiques.
Le domaine de la modélisation est trés utile pour concevoir et optimiser les usines
chimiques, pour le contrdle des processus, pour la formation des opérateurs et pour la
planification opérationnelle [12-16]

Les modeéles mathématiques de la réponse des biocapteurs d'enzymes peuvent
étre modélisés en résolvant des équations aux dérivées partielles (EDP) de la diffusion
des substrats et la conversion biocatalytique avec les conditions initiales et les
conditions aux limites. La modélisation théorique des équations différentielles non
linéaires dépendantes du temps pour les biocapteurs enzymatique implique I'utilisation
d'un terme non linéaire lié au schéma cinétique de Michaelis-Menten pouvant étre
résolu analytiquement et numériquement. A cette fin, cet article vise a obtenir une
expression analytique de la concentration du substrat et du produit a appliquer dans un
biocapteur enzymatique hautement sensible en utilisant une méthode standard

d'inversion d'une transformée de Laplace selon le théoréme d'expansion de Heaviside.
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V1.2. Modéle cinétique et mathématique
V1.2.1 Modéle cinétique

Le biocapteur électrochimique a été construit, dans de nombreux cas, en
utilisant un systeme a trois électrodes. Une électrode de travail a enzyme modifiée, une
électrode de référence Ag / AgCl et une contre-électrode de platine. La réaction
enzymatique suivante a lieu dans I'électrode de travail [5]. L'utilisation de la
spectroscopie électrochimique comme la spectroscopie d'impédance électrochimique
(EIS) dans ce domaine peut étre utilisée pour discriminer et quantifier les différents
processus déterminant la performance du biocapteur, tels que la résistance ohmique Rs,
la résistance de transfert de charge Rct, la résistance a la diffusion Zw et la capacité Cdl
(figure 1). . Cependant, le modele cinétique pour une action enzymatique, d'abord
élucide par Michaelis et Menten (Eq.V1.1), a suggéré la liaison de I'enzyme libre (E) au
réactif ou substrat (S) formant un complexe enzyme-substrat (ES). Ce complexe subit
une transformation en libérant le produit (P) et I'enzyme (E). Notez que la liaison du
substrat est réversible mais que la libération du produit ne I'est pas. (Figure. VI.1).

k1
—_

k3
E+S (_ES - E+P Eq.VI. 1
k2

Ou ki, k> et ks sont les constantes vitesses (ou les coefficients de vitesse).

Couche enzymatique Solution

Reaction Diffusion
2
Vo s ). et modélisation Mathématique
ky + ¢, (x,t) ax?
X
B _zr/v\)\\z_o - O
H ESNF e
= Substrate
o /\/sz* — > <> Product ¢
cd | |
t S Modeélisation electrochimique
Lo ey
Ret Zw

Figure. VI.1. Cinétique de la diffusion avec la réaction dans le processus du biocapteur.
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V1.2.2 Modéle mathématique du biocapteur hautement sensible

En biocapteur, le couplage du transport du substrat avec la diffusion décrite par la loi
de Fick en tenant compte de la réaction catalysée par une enzyme dans la couche

enzymatique conduit aux équations suivantes :

dcg(x,t) b 0%cs(x,t) Vi cs(x, t)

- Eq.VI1.2
ot S 9x? ky + cs(x, t) 1

dcy(x, t) _ 9%cy(x, 1) Vi, cs(x, t) Eq V1.3
ot P 9x2 Ky + cs(x,t)
Ou x représente I’espace ; Cs (X, t) et ¢p (X, t) sont les concentrations molaires du substrat
S et du produit P dans la couche d'enzyme, respectivement ; Vm est le taux enzymatique
maximal ; km est la constante de Michaelis ; d est I'épaisseur de la couche d’enzyme ;
Ds et Dy sont les coefficients de diffusion. Pour un biocapteur enzymatique hautement
sensible, la quantité de substrat est faible, nous avons vu que : La quantité de substrat
Cs est négligeable par rapport a la valeur de la constante de Michaelis, km. Alors, les

équations (Eq.VL1.3) et (Eq.V1.4) seront réduites a la forme suivante :

dcg(x,t) b d%cs(x,t)  Vp,

,t Eq.VI.4
at S axz kM CS(x ) q
dcy(x,t) ach xt) V,
=D + ,t Eq.VI.5
at P ox2 ko 00 1
¢, =0, =0, t=0; 0<x<d
dcg(x, t)
avec ox =0, cp=0,t>0; x=0 Eq.VI.6

k cs = Cg, ¢, =0, t>0; x=d
V1.2.3 Forme sans dimension du probleme
Les parametres suivants sont utilisés pour convertir les équations Eq.V1.4 et Eq.VI.5
ci-dessus en formes sans dimension. Nous transformons les équations aux dérivées

partielles non linéaires ci-dessus sous une forme sans dimension en définissant les

parametres suivants :

x Dg t Cq Cp V., d?
X = —, T —_— — , C —_— — ) C —_— — , D = D = D’ =
d d? 5T P BT TR T DK,

Les equations Eq.VI.4 et Eq.VL.5 se réduisent sous la forme sans dimension suivante :
0Cs(X, T) 0%2Cs(X,T)

—aCe(X,T Eq.VI.
T oxz et a.v1-7
ACh(X,T) 9%Cp(X,T)
= X, T Eq.VI.
aT aXZ +aCS( ) ) q V 8
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Les conditions initiales et limites sans dimension sont les suivantes :
Cs =0, Cb=0, T=0; 0<X<1
dCs(X,T)
T=0, Cpb=0,T>0; X=0 Eq.V1.9
Cs =1, Crb=0,T>0; X=1
V1.3 Solution analytique du biocapteur hautement sensible

En appliquant la transformation de Laplace aux équations différentielles partielles
Eq.VL.7 et Eq.VL.8 et en utilisant les conditions de I’équation Eq.V1.9 les équations
differentielles transformées suivantes sont obtenues. Pour cela il faut appliquer la
méthode d'expansion et utilisation de I'inversion d'une transformée de Laplace pour

résoudre ce systéme.

V1.3.1 Solution analytique pour déterminer I’évolution de la concentration du substrat

La transformée de Laplace réduit I’équation différentielle partielle (Eq.VI.7) a
I’équation différentielle ordinaire (Eq.VI.10) :

0%Cs(X, s _
% —(s+a)Cs(X,s)=0 Eq.VI.10
Avec des conditions aux limites :
(0C.(X,s
| Sa(x ) 0, X=0
{ ) Eq.VI. 11
Co =—, X=1
L5735
Solution générale de cette équation :
Cs(X,s) = A;(s) eVsteX 4+ A,(s) e7VstaX Eq.VI.12
Avec les conditions aux limites a x = 0 et x = 1, la solution est la suivante :
_ 1 1
— [ s+a X —s+a X
Cs(X,s) = (S S s+a)[ev + eTvstaX] Eq.V1.13

Nous avons remarqué que la solution devienne la nouvelle fonction F (X, s) :

e\/s+aX_|_ e—\/s+aX
S (e\/s+a + e—\/s+a)

F(X,s) = Cs(X,s) = Eq.VI.14

La méthode standard d’inversion d’une transformée de Laplace consiste a utiliser le

theoreme de Residu [17]. Selon le théoreme d'expansion de Heaviside [18], la

transformée inverse de F (s) est donnée par le théoreme de résidu. C'est a dire :
P(X,s)

FX9) = 00xs)

Eq.VI.15

Ici nous avons :
P(X,s) = eVstaX 4 e~VstaX  pgayIi 16
Q(X,s) = s(eVst® + e™Vs*ta)  EqvI17

123



Partie 3 - Chapitre VI : Modélisation analytique des biocapteurs

En d'autres termes, la solution d'inversion d'une transformée de Laplace es la
suivante :

F(&) = LFYF(s)} = Z pn(t)  EqVIL18
1

Si S,,: est un simple p6le de F (s), alors p,, (t) est donné par :

PGD o
)

\ dQ ) . P .
Ou Q'(s,,) estlavaleur de d—f évaluée au point d'intérét singulier.

pn(t) = Eq.VI.19

Rappeler que :
P(s) P(s) P(s)
= lim = lim(s— s Eq.VI.20
UG R QG| ~mC T ™o d
S— Sp

Donc, ce Q simple zéro, situé dans les deux cas :

* Le premier p6le simple lorsque S =0

t) = li 0 PGS) ot = ety + emVe Eq.VI.21
pO()_ 51_1;13(5— )Q(S) e = (8\/6+ e_\/a) q.Vi

« le deuxiéme pdle : Quand : s, = w

L application de I'équation (Eq.V1.19) donne :
- m(2n+1
r(2n+1)(=D™ (cos %X) “n?(2n+1)*~da,
pn(T) = e 4 Eq.VI1.22

—(m?(2n + 1)? + 4a) /4

Nous pouvons utiliser ces résultats pour obtenir I’inversion d’une transformée de
Laplace pour la solution analytique de concentration de substrat, solution analytique
donnée par :

eVaX 4 g—Vax

SED) =y e

= /1,1 e T 2.2
-2 Z(—l)_n m COS(/lnX) e T Eq.V1.23
1 n

Avec: A, = t(n+1/2)
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V1.3.2 Solution analytique pour déterminer I’évolution de la concentration du produit
On adopte la méme procédure de calcule appliquée précédemment.

Aprés addition de I’Eq.V1.7 a I’EQ.V1.8 nous obtenons :

d(Cs(X,T) + Cp(X,T)) 9%(Cs(X,T) + Cp(X,T))
— - = Eq.VI.24

Nous devons introduire la nouvelle fonction €, (X, T) :

CuX,T) = Cs(X,T) + Cp(X,T)

Eq.VI.25
Nous obtenons un systéeme d'équations différentielles ordinaires :
Cy (X, T) 9%Cy(X,T)
T = axz Eq.VI1.26

En appliquant la transformation de Laplace dans I’équation Eq.V1.26 :

_ 0%Cy (X, s)
SCM(X»S)zT EqV127
Avec
TuXs) _ X =0
aX ) )
Eq.VI.28
Cu =1 ;X =1

La solution analytique de I’Eq.V1.27 avec les conditions initial et aux limite
(Eq.V1.28) on obtient I’équation sous la forme :

eVttt et Eq.VI1.29
s(eVs + e™Vs) @

CuX,s) =F(X,s) =
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La solution analytique de I’EQ.V1.29 en utilisant la méme méthode pour la résolution

de I'équation Eq.V1.14 (cas a = 0), est la suivante :

n

- —1)" " (cosA, X
Cy(X,T)=1 -2 Z( ) /1( nX) poatr Eq.VI.30
1

En utilisant I’Eq.V1.23 dans I'équation Eqg.V1.30, nous obtenons :

Co(X,T) = |1 Al Ll i( D = cos(,X) e’T
T = - — - — Co0S e m
’ (V@ + e—Va) 4 2,
- An e—aT 2
+2 Z(—1)—” . cos(A,X) e T Eq.VI.31
1 n

En utilisant I'équation Eqg.V1.23 dans I'équation Eq.V1.29, nous obtenons

cx1) = |1 eVaX 4 g—Vax 5 i( 1)-n 1 (A X) e=2n’T
,T) = - - - — cos e ’'n
: (V@ + eVa) 4 7, 05

- An el 2
+2 Z(—l)_n m COS(AnX) e‘ln T Eq.VI1.32
1 n

Apreés réarrangement, la solution de la concentration du produit est donnée par :

CP(X' T) =

eVax 4 o—Vax
1 —
(eVe + e~Va)

= L% (e™ —1)—a
+ 22(—1)‘” = ( ) Yeos(A,X) e T Eq.VI.33
1

1A% + @)
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V1.4 Résultats et discussions

V1.4.1 Validation de la solution analytique

Les solutions analytiques sont validées avec un ensemble de valeurs spécifique. Dans

cet article, les données analytiques sont validées par des données numériques issues de

la modélisation numérique avec le programme Matlab. La fonction pdex4 du logiciel

Matlab, qui est une fonction de résolution des problémes de valeurs limites initiales

pour les équations aux dérivées partielles paraboliques [19], est utilisée pour résoudre

I’équation Eq.VI.7 et ’Eq.VI1.8 pour les conditions aux limites correspondantes de

I’Eq.VL.9.

La figure.V1.2 montre la réponse du biocapteur enzymatique pour diverses

concentrations de substrat et de produit, deux cas sont acceptés a=0,1 eta =1 avec un
temps différentt=0,1;0,2;0,3;0,4;0,5;0,6;0,7;0,8;0,9; 1. Dans tous les cas,

le pourcentage d'écart de la solution analytique par rapport au résultat numérique est

moins de 1%. Ce qui est conforme. Les données modélisées avec une solution

analytique sont trés similaires aux données Matlab.

== Analytical modeling
= = Numerical modeling

1,04

0,8

o
o
1

o
ES
1

o000 oooor
whU o Nw©

Concentration Cg

o
[N
1

Distance X

0,30 - c
a=1

=== Analytical modeling

0,25 = = Numerical modeling

0,20

Concentration Cp

T T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Distance X

Concentration Cp

1,01

0,84

Concentration Cg

024 t=02

0,035
0,030

0,025

0,020

0,015

0,010

0,005

0,000

-0,005

0,64

044t=03

== Analytical modeling
= = Numerical modeling

Distance X

a=0,1
=== Analytical modeling
= = Numerical modeling

4 t=01

Distance X

Figure .VI1.2. Réponse de modélisation mathématique du biocapteur enzymatique A) substrat
avec a = 1. B) Substrat avec a = 0,1 C), produit avec a = 1, D) produit avec a = 0,/
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V1.4.2 Effet de la réaction - diffusion

Le modele mathématique présenté ici dans I'équation Eq.V1.23 pour le substrat
et I’EQ.V1L.33 pour le produit utilise des équations de diffusion par des réactions
catalysées par une enzyme bien développée. Elles ont été appliquées a un biocapteur
enzymatique hautement sensible. Résultat de la solution mathématique illustrées par les

Eq.V1.23 et Eq.VI.33 indiquent que la réponse du biocapteur est contrdlée par le facteur

Vi d?
DKy

principal a =
Dans le cas des biocapteurs, le module de diffusion ou le nombre de Damkohler (a)

. , . . v - p D N
compare essentiellement le taux de réaction enzymatique K—’" avec la diffusion (ﬁ) a
M

travers la couche enzymatique.

Les figures.V1.3 et 4 montrent le profil de concentration pour différentes valeurs
du nombre de Damkohler. Les faibles valeurs du nombre de Damkohler indiquent bien
des contréles de réaction de surface et qu’une quantité significative du réactif a bien

diffusé dans la membrane sans réagir.

1205 s Analytical modeling t=1 === Analytical modeling
1,04 =0, - = Numerical modeling 1,01 = = Numerical modeling
a=01
0,84 084
a=05
" "
0 o _
§ o06{2=01 5 o6 271
= a=05 E
£ famt :
() [0)
g 044 S 04
o) o]
(8} O
024a=5 024 a=5
a=10 a=10
00 T T T T T T 0,0 T T T T T T
0,2 0,0 0,2 04 0,6 08 10 0,2 00 0,2 04 0,6 08 10
Distance X Distance X

Figure. V1.3. Modélisation mathématique de | évolution de la concentration du substrat

La figure.V1.4 montre facilement qu’avec la diminution du nombre de
Damkohler, la dégradation de la concentration du substrat sans dimension augmente. A
partir de la figure.VV1.4 on constate que la concentration du produit diminue lorsque le

nombre de Damkohler diminue.
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0,6 1 t= 0’5

— Analyti.call moc(ijellivng t=1 === Analytical modeling
a=10 = ~Numerical modeling o ¢ f 5= 19 - - Numerical modeling
0,51
o
0 [ a=5
c az=h v
2 04 E, 0,6
S g
g T
2 03 8
9 5§ 041
” [6)
" 1)
2 021 8 a=1
o =
o a=1 % 021 205
g g1 5 a=h
£ az05 £
e a=01
00 a=01 0.0
— T T T T T T — T T T T T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,2 0,0 0,2 04 0,6 08 1,0

Dimensionless distance X Dimensionless distance X

Figure.V1.4. Modélisation mathématique de la concentration du produit dans le biocapteur
hautement enzymatique.

VI1.5. Conclusion

Le modeéle mathématique du biocapteur enzymatique hautement sensible est
utilisé avec succes pour étudier la réponse des biocapteurs lorsque I’enzyme réagit avec
son substrat pour produire un nouveau produit. L'expression analytique approximative
du substrat et du produit final a été obtenue en utilisant une méthode standard
d'inversion de la transformée de Laplace selon le théoréeme d'expansion de Heaviside
pour résoudre les équations non linéaires couplées de diffusion et de réactions de
Michaelis-Menten produites dans la couche enzymatique. Nos résultats sont comparés
a la simulation numérique avec le logiciel MATLAB. Un bon accord est noté entre les
résultats analytiques et numériques. La méthode analytique est une méthode
extrémement simple et une méthode prometteuse pour mieux comprendre le modele

des biocapteurs ultrasensible.
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Conclusion Générale

Nous avons présenté dans ce travail de these une étude théorique et
expérimentale sur le développement des (bio)capteurs pour I’amélioration de la
détection des produits pharmaceutiques. L’ensemble des résultats obtenus a permis
d’apporter de nouveaux modes de détection d’une importance fondamentale pour le
contr6le médical et environnemental avec les notions de modélisation des systéemes de
réaction-diffusion dans le processus du biocapteur.

Dans un premier temps, la composite polyaniline/Fe,Os conducteur a été
synthétisée avec succes par une simple procédure chimique. L'analyse FTIR confirme
la structure chimique de PANI/ Fe»Os. Les spectres UV-vis confirment la formation de
polymeres.

La présente étude a montré que I'électrode de Pt modifiée par PANI/ Fe>Os3-Ge-
CRL était un trés bon support pour la réalisation d'un biocapteur CRL sensible pour
I'analyse de I’AMD. Le comportement cathodique de I’AMD a été étudié a un potentiel
de -0,185V.

Au cours de la deuxiéme étude, nous avons appliqué avec succés une méthode
de voltampérométrie cyclique pour I'élaboration de I'électrode de platine modifiée par
le PANI-B-CD par polymérisation électrochimique de B-CD / aniline. Les B-

cyclodextrines inhibent la vitesse de polymérisation du film de polyaniline.

Cette étude a montré que I'électrode de Pt modifiée par PANI-B-CD est un trés
bon transducteur pour la réalisation d'une électrode sensible modifiée pour I'analyse de
la pénicilline. Le comportement électrochimique de Peni-V a été étudié, dans les mémes
conditions opératoires en utilisant les deux techniques électrochimiques a savoir : la
méthode potentiométrique et I’impédimétrique. Des relations linéaires entre le courant
de pics et la résistance en fonction de la concentration de Peni-V (fonction

logarithmique) ont été établi.

Dans la partie suivante, nous nous sommes intéressés au développement et
modélisation de la réponse d’un biocapteur. Le modéle mathématique non
dimensionnel du biocapteur enzymatique bio-catalytique peut étre utilisé avec succes
pour étudier la réponse des biocapteurs. Les résultats montrent qu’Excel est un outil
mathématique puissant pour résoudre les problémes de valeurs initiales des équations
différentielles partielles avec des conditions aux limites. Le changement des parameétres
de I’équation nous donne des résultats immédiats. Cela nous montre la puissance de la

feuille de calcul Excel dans la résolution numérique de la cinétique du biocapteur. Elle
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est également utilisée pour determiner la dépendance de la concentration en substrat
non dimensionnel et la concentration du produit sur le nombre de Damkohler. Le
nombre de Damkohler indique que le taux de réaction est déterminé par le taux de
diffusion ou le taux cinématique de I'enzyme. Le modéle théorique décrit ici peut étre

utilisé pour optimiser la conception du biocapteur enzymatique.

Enfin, dans la derniére partie de ce travail, nous nous sommes intéressés au
modele mathématique du biocapteur enzymatique hautement sensible pour étudier la
réponse des biocapteurs lorsque I’enzyme réagit avec son substrat pour produire un
nouveau produit. L'expression analytique approximative du substrat et du produit final
a été obtenue en utilisant une méthode standard d'inversion de Laplace selon le
théoreme d'expansion de Heaviside pour résoudre les équations non linéaires couplées
de diffusion et de réaction de Michaelis-Menten produites dans la couche enzymatique.
Nos résultats sont comparés a la simulation numérique avec le logiciel MATLAB. Un
bon accord est noté entre les résultats analytiques et numériques. La méthode analytique
est une méthode extrémement simple et une méthode prometteuse pour mieux

comprendre le modele des biocapteurs ultrasensible.
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Annexe A : Feuille Excelle pour la modeélisation du biocapteur

« Etape par Etape »
Le but de ce travail est de créer une feuille sur EXCEL qui calcule la solution
numérigue de la réaction - diffusion dans le processus du biocapteur enzymatique.

L'idée de base de I'approche numérique pour résoudre les équations différentielles est de
remplacer les dérivés de I’équation du biocapteur enzymatique par des quotients de différence
et d'examiner les relations entre Set P en ( X, T ) et ses voisins a une distance A X distante et
auntemps A T plus tard.

Etudes cinétiques sur le temps dépendant du temps de réaction catalysé par une enzyme dans
I'application d'un biocapteur avec une forme sans dimension du probléme en question
équation (5) et (6).

Pour résoudre I'équation (5) et (6) pour les conditions aux limites correspondantes (7) :

Al. Simulation numérique du biocapteur enzymatique : équation du substrat
Créez une nouvelle feuille de travail et une étiquette intitulée " Modélisation numérique de la
réaction de diffusion cinétique dans un processus de biocapteur enzymatique avec Excel
Spreadsheet», et :

Etape 1. Entrer les valeurs de I’espace et du temps (étape A x, et A t).
La valeur de y peut étre calculée avec une formule de cellule selon (AT/AX 2).
La configuration initiale peut ressembler a la partie de la feuille de calcul illustrée a la figure
1.

Dans ce cas, la valeur de ¢ 2 a b een est entré dans la cellule H10, U 0 a D5, UL dans
G5, A x en B10, et A t dans E10. ( Le résultat est présenté a la figure Al)

La valeur de A4X est situé dans la cellule B8
La valeur de AT est situé dans la cellule B9
La valeur de est situé dans la cellule B10
La valeur de est situé dans la cellule B11

[[GIILY ACCUEL  INSERTION  MISEENPAGE  FORMULES ~ DONNEES  REVISION  AFFICHAGE  DEVELOPPEUR  ACROBAT

fx

A B [ [ 3 F G + | J K M N o P Q R T U V N X
Numerical Modeling of kinetic reaction-diffusion in enﬁme biosensor irocess with Excel Spreadsheet

Dimensionless Form of the Problem : Boundary conditions BC : Initial condition IC :
kamnﬂﬁxﬂ_uﬁxﬂ [%MJ7=QP=OJ>O;x=O §=0P=0,T=0; 0<X<1

o X ST +P X

aP(X,T) _ PPXT)  uSXT)

§=1, P=0,T>0; X=1.

ar aX*  SX.T)+B

Figure Al: Créer une nouvelle feuille de calcul

Etape 2. Générez les points d'échantillonnage de I'intervalle spatial..
Entrez 0 (zéro) dans la cellule D14. Dans la cellule E14, tapez la formule=D14 +$B $ 8
(notez la référence absolue a la cellule B8 qui contient A ).
Copiez la formule de la cellule E14 dans la plage de cellules E14: X14. Le résultat pourrait
ressembler & celui de la figure 2.

Etape 3. Générez les temps d'échantillonnage de I'intervalle de temps..
Entrez 0 (zéro) dans la cellule B16. Dans la cellule B17, tapez la formule =B17 +$B $ 9
(notez la référence absolue a la cellule B9 contenant A ).
Copiez la formule dans la cellule B17 dans la plage de cellules B23: B1016..
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Etape 4. Imposer I'état initial S (x, 0) = S (x).
Tapé le 0 dans la cellule D16, et copier sur la plage de cellules E16: X16.

Etape 5. Imposer les conditions aux limites situées dans les cellules X.
Cette étape est accomplie en tapant la valeur 1 dans la cellule X17 et en la copiant dans la
plage de cellules X17: X1016

ACCUEL  INSERTION ~ MISEENPAGE  FORMULES ~ DONNEES  REVISON  AFFICHAGE  DEVELOPPEUR  ACROBAT
Yio020 - f
A B C D E F G H | ) K L M N 0 P Q R S T U v W X
Numerical Modeling of kinetic reaction-diffusion in enﬁme biosensor irocess with Excel Spreadsheet
Dimensionless Form of the Problem : Boundary conditions BC : Initial condition IC :

& Space step AX - aT GX.’ SXT)+p X
9 Time step AT
108 10000
1 w=r2 - =
e o ar XE SXT)+B
3 Distancex —»

: 0 005 010 015 020 025 030 035 040 045 050 055 060 065 070 075 080 085 090 095 1,00

‘BS(X,T)=815(X,T)_ uS(X,T) [aS(X,T)=0P=O A S=0P=0T=0; 0<X<1

aP(X, 3ZPX’. S(X.T 2
R §=1, P=0,T>0;X=1

15 T
16 Time t 0,0000000 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
0,1010100 0,03 1,00

02020200 004 1,00
03030300 004 1,00
04040400 0,04 1,00
05050500 0,04 1,00
0,6060600 0,04 1,00
0,7070700 004 1,00
08080800 004 1,00
916 09090900 0,04 1,00
1016 10101000 004 1,00

Figure A2. Feuille de calcul aprés avoir imposé les conditions aux limites et la condition initiale
Etape 6. Imposer les conditions aux limites situées dans les cellules D.

Ceci est accompli en tapant la formule
=($B$9/($B$8*$B$8))*(E16-D16)-$B$9*($B$11*D16/($B$10+D16))+D16
dans la cellule D17 et en le copiant sur la plage de cellules D18: D1016;
De méme,D18 =($B$9/($B$8*$B$8))*(E17-D17)-$B$9*($B$11*D17/($B$10+D17))+D17.
D1016 =($B$9/($B$8*$B$8))*(E1015-D1015)-
$B$9*($B$11*D1015/($B$10+D1015))+D1015

Le résultat est présenté a la figure A2.

Etape 7. Calculer la solution numérique (cas du substrat)

Pour ce faire, tapez la formule
=($B%9/($B$8*$B$8))*(D16-2*E16+F16)-$B$9*($B$11*E16/($B$10+E16))+E16
dans la cellule E17

(notez la référence absolue a la cellule B14 pour la valeur de 8 )

(notez la référence absolue a la cellule B15 pour la valeur de )

Copiez la formule de la cellule E17 dans la plage de cellules F17: W17.

Copiez la formule dans E17: W17 sur la plage de cellules E10016: W1016.
E17=($B$9/($B$8*$B$8))*(D16-2*E16+F16)-$B$9*($B$11*E16/($B$10+E16))+E16
W17=($B$9/($B$8*$B$8))*(V16-2*W16+X16)-$B$9*($B$11*W16/($B$10+W16))+W16
W10016=($B$9/($B$8*$B$8))*(V10015-2*W10015+X10015)-
$B$9*($B$11*W10015/($B$10+W10015))+W10015
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A2. Simulation numérique du biocapteur enzymatique: équation de produit

Etape 1. Générez les points d'échantillonnage de I'intervalle spatial.
Entrez O (zéro) dans la cellule AK14. Dans la cellule AL14, tapez la formule = AK14 +$B $

8 (notez la référence absolue a la cellule B8 contenant A ).
Copiez la formule de la cellule AK14 dans la plage de cellules AK14: BE14.

Etape 2. Générez les temps d'échantillonnage de I'intervalle de temps.
Entrez 0 (zéro) dans la cellule Al16. Dans la cellule Al17, tapez la formule = Al16 + $B $ 9
(Notez la référence absolue a la cellule B9 qui contient ins A ).
Copiez la formule de la cellule Al17 dans la plage de cellules Al17: A11016. Le résultat

pourrait ressembler a celui de la figure 3. Seules les 20 premiéres lignes sont représentées sur
la figure. la cellule A670 affichera 3.275.

Etape 3. Imposer la condition initiale P (x, 0) = P (x).
Pour ce faire, tapez 0 dans la cellule AK16 et copiez-le dans la plage de cellules.
AL16: BE16.

Etape 4. Imposer les conditions aux limites situées dans les cellules X.
Cette étape est accomplie en tapant la valeur O dans la cellule BE17 et en la copiant dans la
plage de cellules BE18: BE1016.

Step5. Imposer les conditions aux limites situées dans les cellules D5 et G5.
Ceci est accompli en tapant la formule = $ D $ 5 dans la cellule C15 et en la copiant dans la
plage de cellules C16: C670;
cela explique la température (fixe) a I'extrémité gauche de la chaleur
barre de conduite.
De méme, en tapant la formule = $ G $ 5 dans la cellule W15
puis en le copiant sur la plage de cellules W16: W670 représentera
la température a I'extrémité droite de la barre.
Une fois cette étape terminée, la feuille de calcul ressemblera a la figure 4 (ici encore, seules
les 20 premiéres lignes sont affichées).
AK17=($B$9/($B$8*$B$8))*(AL16-AK16) + $B$9*($B$11*D16/($B$10+D16)) + AK16
AK18=($B$9/($B$8*$B$8))*(AL17-AK17) + $B$9*($B$11*D17/($B$10+D17)) + AK17

Step6. Calculer la solution numérique (cas du produit)
Pour ce faire, tapez dans la cellule AL17 la formule
=($B%$9/($B$8*$B$8))*(D16-2*E16+F16)-$B$9*($B$11*E16/($B$10+E16))+E16
dans la cellule E17
Copiez la formule de la cellule AL17 dans la plage de cellules AM17: BD17.

Copiez la formule dans AL17: BD17 sur la plage de cellules AL10016: BD10016.

A3



Annexes

Annexe B: programme Matlab pour la modélisation de biocapteurs

La fonction intégrée pdepe de MATLAB® résoudre les problémes des valeurs limites et
initiales pour les équations aux dérivées partielles paraboliques / elliptiques de la forme [36] :

( . 8u)6u_ m O . ( . 6u) N . du
glmbwa)ge = ¥ T ap\ X S mbug) [ Frxtuay)

Ou : f(x,t,u,(ou/ox)) est un terme de flux, r(x,t,u,(ou/ox)) est un terme source et g(xt,
u,(ou/ox)) est une matrice diagonale.

m peut étre 0, 1 ou 2, correspondant & une symeétrie de dalle, cylindrigue ou sphérigue,
respectivement. Les équations aux dérivées partielles valent pour tO<t<tf and a<x<b.
L'intervalle [a, b] doit &tre fini. (Voir https://uk.mathworks.com/help/matlab/ref/pdepe.html)

La condition initiale a t = tO est représentée par

u(x' tO) = uO(x)

et la condition aux limites en X = a ou X = b est donnée par [36]

0
p(x, t,u) + q(x, tO)f (x, t, u%) =0

Une expression simple de la syntaxe pour pdepe est [36]
sol = pdepe(m,pdefun,icfun,bcfun,xmesh,tspan)

ou m est un paramétre correspondant a la symétrie du probléme, pdefun est un handle d'une
fonction qui définit les composants de I'équation aux dérivées partielles, icfun est un handle
d'une fonction qui définit les conditions initiales, bcfun est un handle d'une fonction qui
définit les conditions aux limites, et xmesh est un vecteur spécifiant les points auxquels une
solution numérique est demandée pour chaque valeur de tspan . tspan est un vecteur spécifiant
les points auxquels une solution est demandée pour chaque valeur de xmesh. pdepe renvoie

les valeurs de la solution (sol) sur un maillage fourni dans xmesh.
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Matlab program to find numerical solution for biosensor modeling
function modeling biosensor

m=0;

x =linspace(0,1);

t=1linspace (0,10);

sol=pdepe (m, @pdexd4pde, @pdexdic, @pdexdbc, x, t) ;
ul=sol(:,:,1);

u2=sol(:,:,2);

Fm—mm - Plots and results--------——---—----—-—-———-
%—-A surface plot is a good way to study a solution--
figure

surf (x,t,ul)

title ('Numerical solution computed substrate')
xlabel ('Distance x')

ylabel ('Time t'")

figure

surf (x,t,u2)

title('Numerical solution computed product')
xlabel ('Distance x")

ylabel ('Time t'")

fun
c=[
f=[1;1].*DuDx;

a=4;% we use a to replace ?=(Vm*d"2)/ (Ds*s0)
b=1;% we use b to replace ?=kM/s0

Fl=-(

F

1=-(a*u(l)/(b+u(l)));
2=(a*u(l)/(b+u(l)));
s=[F1;F2];
Fm—mm e —————— Initial conditions (IC)-——-—=======———=
function uO=pdex4dic(x);
u0=[0;01;
F—————————————— boundary conditions (BC)-—-—-——==—————-
function [pl,ql,pr,gr]=pdexdbc(xl,ul,xr,ur,t);
pl=[0;0];
ql=[1;1];
pr=[ur(l)-1;ur(2)1];
qr=[0;0];
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