o alell aslg el sl 5,159

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE BAD]JI MOKHTAR —ANNABA-

FACULTE DES SCIENCES DE Al
L’ INGENIORAT
Département de Génie des YIVERTY
procédés
Spécialité : Génie des procédeés
These
Présentée et soutenue publiquement le 19/10/2017
Par
TOUATI Amina

Pour obtenir le grade de Docteur de I'Université de Badji Mokhtar Annaba

Theme

Elaboration de nouveaux capteurs chimiques
et biocapteurs sélectifs pour la détection du
Zinc et de l'urée dans les milieux réels

Soutenue devant la commission d’examen composée de :

Prof. Oualid Hamdaoui U. Annaba Président
Prof. Messaoud Benounis U. Khenchela Directeur
Prof. Rochdi Kherrat U. Annaba Co-directeur
Prof. Hamid Satha U. Guelma Examinateur
Prof. Ferkhi Mosbah U. Jijel Examinateur

Dr. Riad Khetabi U. Guelma Examinateur




Dédicaces

Je remercie toul d’abord notre dieu qui m’adonné la force et la puissance
pour
lerminer ce modeste travail

Jai le grand plaisir de dédier ce modeste travail :

A ma trés chére mere, qui me donne toujours I'espoir de vivre et qui n’a
jamais cessé de prier pour moi. A la mémoire de mon pere que dieu est pitié
de son dme el L’accueil dans son vaste paradis
A Tous ceux que |"aime el je respecte.

A Mes Trés Adorables Freres
A Mes Trés Cheres Seeurs
A mes amis
A tous ceux que me sont chers...............




Remerciements

Je tiens d vous remercier infiniment "ALLAIH "

Ce travail de thése a été réalisé principalement au sein de Laboratoire des
Capteur, Instrumentations et Procédés (LCIP) de [Université de Khenchela,
Algeérie sous la direction de Monsieur BENOUNIS Messaoud, Professeur da la
Faculté de science et technologie de (université de Khenchela, en collaboration
avec les laboratoires suivants:

» Laboratoire de ["Environnement (LE), Université d’ Annaba, sous la dirvection

de Monsieur KHERRAT Rochdi, Professeur d [université d’ Annaba.

» Laboratoire de Physique et Chimie des Interfaces, Faculté des Sciences de
Monastir, sous la direction de Monsieur BARHOUMI Houcine, Professeur a
la Faculté des Sciences de Monastir.

» Laboratoire de sciences analytiques, LSA, Université de Claude Bernard -Lyon
1, sous la divection de Mme Nicole Jaffrezic-Renault, Directeur de recherche
CNRS.

Je tiens, tout d'abord, d vemercier trés sincévrement le Professeur BENOUNIS
Messaoud, divecteur de thése, de m’avoir accueilli dans son groupe, pour la liberté
qu’il m’a laissée pour rvéaliser ce travail, pour les nombreux conseils qu'il m'a
prodigués ainsi que pour sa gentillesse.

Je présente mes remerciements les plus sincéres au Professeur TRochdi
KHARRAT, davoir accepte d’étre mon co-directeur et m’avoir accueilli dans son
groupe.

Je voudrai exprimer mes Vifs vemerciements d Monsieur HAMDAOUI Oualid,
professeur d [Université d’ Annaba, pour avoir accepté la présidence de ce jury.
Monsieur SATHA Hamid, professeur a ["Université de Guelma, Monsieur FerRhi
Mosbah, Professeur d ["Université de Jijel et Monsieur KHETABI Riad, Maitre
de conférences d ["Université de Guelma, qui m'ont fait le grand plaisiv d'accepter
de juger ce travail et d'étrve des examinateurs.

Je remercie vivement Mme Nicole Jaffrezic-Renault de m’avoir accueilli
durant deux mois de stage au sein de son équipe et de m’avoir permis de
travailler dans de bonnes conditions. Je tiens aussi d rvemercier infiniment
Monsieur Mohammed Braiek pour ses conseils, son suivie, son professionnalisme
et la bonne humeur dont il a fait preuve a mon égard durant ce stage.

Je veux adresser tous mes remerciements d Monsieur Houcine Barhoumi Qu'il
accepte ma respectueuse consideration.
Je tiens d remercier tous mes amis pour leurs encouragements.
Enfin, mes remerciements vont également d tous ceux qui ont contribué de preés
ou de loin d la réalisation de ce travail.

Merci




Sommaire

INTRODUCTION GENERALE w.cverteseesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 15
L (00 5 12 g 5 S 19
CAPTEURS ELECTROCHIMIQUES A ELECTRODES DE CARBONE

VITREUX MODIFIEES ET BIOCAPTEURS CONDUCTIMETRIQUES ............... 19

I.1. Capteur electrochimique a électrode de CarbONE ... eerrerrrener s ssesssssesssesssssssssssssssanes 19
[.1.1. DEFINILION O”UN CAPLEU covvvetreeseerseresseessesssssssssesssesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssesssessssns 19

1.1.2. Classification des capteurs EleCtrOCNIMIQUES ........cvureeerrmrereesinessesssessssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssansssnns 20

1.1.3. Fonctionnalisation de la surface d’électrode de CarbONE VItrBUX........cweeeeeseesseessseesseesssessseessseneens 21

[.1.4. SYNthese d'ION QIAZONTUM ....ceeeeeessneeeeesssesssessssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 24

1.1.5. Modification de I’€lectrode Par EDTA ... eeessssmessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 26

1.2. BiOCAPLEUrS CONAUCTIMEBLIIQUES. ... vvueeersressresresseesseseesesssssssssessssssessssssessesssssnssssssssssssssessssssess nessssssessnsssnsanes 28
1.2.1. DESCIrIPLION AU DIOCAPTEU «..uceereereeeeereceeie ettt esseesssesse s e sssess b sss bbb ss s b s s banes 28

1.2.2. Techniques d’immOobiliSation dES BNZYMES ......ccceierereernreesseeseesseessesssesssssssssss s sessssssssssssssssssssssssssssnses 32

1.2.3. ElECIIrOUES ENZYMALIGUES. ..ceureereeereesresseesasssssessssssesssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssassssmssssssssasssmsssssssssssanssess 34

1.2.4. Nanotechnol0gie et DIOCAPLEULS .....vveuecerrrrresseesseessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssasssssssssssanes 35

G TR 00 o] ¥ ] o] PP 36
1L (05 12 2 3 47
TECHNIQUES D’ANALYSES ELECTROCHIMIQUES ........................................ 47

0T 10T [ o)1 o PP 47
11.2. Techniques d’analyses €leCtrOCNIMIGUES ......c.vvueeeeernerrreressessessesssesssessssssesssssesssssessssssessssssessssssssssssssssens 47
11.2.1. VoItamperometrie CYCHQUE (WVC) .unmrmermessmsesesssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 47
11.2.2. Expressions mathématiques des courants et des potentiels de pic dans un transfert de

ORI ettt ettt e s bR S RR SRR R AR 50
11.2.3. Criteres d'analyse et discrimination des diffErents SYStEMES ......vvwueeerrerrerreeemrssmsssmessssesssssssessssssssanes 51
I1.2.4. Facteurs influencant la vitesse de la réaction €leCtroChimiQUE ....c..oveeeveeeeeereerreeenresseeessesssessssessseeseeens 52
11.2.5. Application de la voltampérométrie cyclique dans le domaine de capteur chimique............couuee... 53

11.3. Spectroscopie d’impédance lectroChimMiQUE (SIE)......eereenmmemsmesssssssssssesssssssssssssssssssssssssneens 54
[1.3. 1. GBNETANITES ......evureeeseessseeesseessseesssessssessssse s sss s e s SRR R 54

R 7 I 4T - OO 55
[1.3.3. EQUITIDIE QU SYSEEME ..cvevreerreeaeeessesssessesssssssssssssssssssssssssssesssesssssssssesssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssans 57
11.3.4. Impédance de différents phénomenes pouvant se produire a I’interface électrode/électrolyte....58
11.3.5. Application de la spectroscopie d’impédance lectroChiMiQUE......cuureeerermrerresrmrsssesseesssessssssssssennes 61

I1.4. Voltampérométrie différentielle & onde Carrée (SWV).. . neecnssnsssssssssssssssssssssssssssnns 62




11.4.1. Application de la voltampérométrie différentielle & ONde CAITée. ......oermrermeesmeesmsesssnsessssessseeens 64

IS TR 00 ) 106 18 1) U} s U 64

111

.1
1.2

1.3.

1.4

V.

IV.1.
V.2

IV.3.

V.4

CHAPITRE .....ovrirsirsissrssirssiissssisssisssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssasss 71

ELABORATION D’UNE NOUVELLE ELECTRODE SELECTIVE A
BASE D’EDTA APPLIQUEE A LA DETECTION DES IONS DE ZINC

DANS LES MATRICES REELLES D'ANNABA ..o s et sssans 71
9N oY 10 U (0 ) o PP 71
ProCedure eXPAIIMENTAL .........ocweemeemresrssssssssesssesssessssssssssssssss sessssssssssssssssssssssssssssss sssssssssssssssssssssssssssnssens 71
[11.2.1. Matériel €leCtrOCRIMIQUE ..vuu et sesessees st esssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssessssssssesssssssssssssssssssanes 71
[11.2.2. MEthOUES ElECLIOCNIMIGUES ....veurreereesesssnsssssisssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 72
111.2.3. Préparation de I’électrode de CarbONE VITTEUX .....w.eeeeersmmessmesssesssmsessssssssmsssssesssmssssssssssssssssssssssssssssas 73
[11.2.4. Synthese du SEl de AIAZONIUM.....cerere ettt s s sssss s sssss s ssssssasssanes 74
[11.2.5. Modification de la surface de I’électrode de CarbONE VItrEUX .......ouweeeesereseessseessmeessesssssessseesssessens 75
RESUILALS €L AISCUSSIONS ..euveeserseeseesmessssssssssssssesssesssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss sssssssssssssssssssessssssnssens 78
I11.3.1. Caractérisation de la surface de CV-EDTA par VC et SIE ... sseesseessessessssesssssssssnns 78
111.3.2. Effet du pH de I'61eCtrolYLE SUPPOIT .....eeeeerreereeeeeesreessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssanes 81
111.3.3. Sensibilité et limite de déteCtion AU CAPLEUT ......revreeereressmsesseessmsssssesssesssssssssssesssssssssssssssssssssssssesssssssns 83
111.3.4. Etude de la SEIECtiVité AU CAPLEUT . ZINC covvvuuuesssvereeeeeeresssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssanns 84
111.3.5. Application du capteur EDTA-CV & I'analyse rEEIIE .....rmrereeereeerreersessreseessssssssssesssssssssesssssssssnes 87
(0] Tod 11151 (0] o 000N 90

(05 12 2 I 3 94

ELABORATION D’'UN NOUVEAU BIOCAPTEUR
CONDUCTIMETRIQUE A BASE DES NANOTUBES DE CARBONE

DECORES PAR DES NANOPARTICULES D’OR SENSIBLE A L'UREE........ 94
59N 0 Yo 10 C (e ) o PP 94
Procedure eXPEIIMENTAL ... cereesessessses s ssss s sesssssssssssssssssesssssssssns sesssssssssnsssssssessssssessnees 95
IV.2.1. MALEFIElS B MELNOUES ....eerreereeeresmresseessesssssesssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 95
IV.2.2. Elaboration d’un biocapteur conductimétrique pour la détection de I"Urée ......eveeeeneeseeeseeennns 95
IV.2.3. Caractérisation conductimétrique du biocapteur eNZYMALIQUE ......cc.veeeeemererressmessseseesssssssssssssasennes 99
RESUILALS €L AISCUSSIONS ..ouvevurrruressesnessessessesssesssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssnsssesssssssssssssssssssnsssnssns 101
IV.3.1. TEMPS B MEPONSE c.eueerrererrrersrneesessssesssssssssssssssssssssessssssssesssssssssssssssnsssssssesssmsssessssssssssssssssnsssssssnsssnsssssssnseas 101
1V.3.1. Performances AU DIOCAPTEUL ... isseeseessecsssessseesssessss st sessssssssass s sssssssssssssssassssssssasssessssens 102
1V.3.2. Application de biocapteur pour la détection de I’urée dans des échantillons de sang............... 104
CONCIUSTON. ... cteeeeeeeeseeesetsees eesssesse s sses s bbb bbb bbb 105




CONCLUSION GENERALE
ANNEXE coeeoeoeeeeeeeeeseessesssens




Liste des figures

Figure I-1 : Représentation schématique du principe de fonctionnement d'un (bio) Capteur. ....ccvcreeeveereeennen. 20
Figure I-2 : Capteurs ioniques basés sur des méthodes de détection électrochimique. .....c.eeeeeeeecerecerecerereeennenennes 21

Figure I-3 : Evolution du nombre annuel de publication ayant « diazonium » pour mot-clé (source : SciFinder)

[ e R 22
Figure 1-4: Evolution de la part des travaux utilisant un diazonium comme agent modification d’électrode

(SOULCE : SCIFINAEL) [A].cvueeivieiiieieiecetre ettt ettt st s e st nenaeae 22
Figure I-5: Schéma réactionel de la réaction de réduction d’ions diazonium par voie éléctrochimique [§]. ............ 23
Figure 1-6: Schéma réactionnel de la synthése de I'ion diazonium en milieu organique [24]......ccveeeeverrenerreecrrencnennes 25
Figure 1-7: Schéma réactionnel de la synthése de I'ion diazonium en milieu aqueux [24]........ccocvvcuvineiviniiricrcininnnes 26
Figure 1-8: Structure de PEDTA [28].....iiiiiiiiiiciieiiricirieriesiessiesie sttt ssnnis 26
Figure 1-9: Principe d’un capteutr CONAUCHMETIIGUE. c...vuvuevreeceieciieerieerrieieieeereseesessesessesesseseensesessesessesessesessessescssssesennes 30
Figure I-10 : Transducteur a base d’électrodes interdigitées en OF. ....coururrrcrrierrierriierrerenereieeereseeesseesessesessesennes 30
Figure I-11 : Enzymes : biocatalyseurs les plus utilisés dans la construction de biocapteur..........ccccvcuvevcericurecucnnes 31

Figure I-12 : Représentation schématique des différentes méthodes d'immobilisation de I'élément biologique. ...33
Figure 1-13 : Co-réticulation au GIUutarald@nyde. ........cc.ovcuviciriciriciniecirci ettt ettt eeaes e sesenaes 34
Figure 1I-1 : Cellule électrochimique & tro1s EleCtOAES. ....vuevreuecricrrieirireieieteiete et sese s esss s seesesennes 48

Figure 1I-2 : Programmation en tension utilisée en voltampérométrie cyclique pour obtenir le

voltampérogramme de la figure I1.3 [B].....c.coiiiiiriiicirieieireiceiee et s senes 49
Figure II-3: Voltampérogramme cyclique d’une solution 6 mM en KsFe(CN)s et 1M en KNO3[8]........ccvevvvnencee 50
Figure 11-4 : Différentes étapes d’une réaction électrochimique générale [3].......ovuurverrevcrreerreveuemniremrereenerenerenesennes 53
Figure 1I-5 : Schéma de principe d’un montage a trois €leCtrOdes. ..ot 54
Figure I1-6: Représentation d'un nombre complexe dans 'espace a deux dimensions. ..., 56
Figure 11-7: Schéma d’un systeme électrochimique non linéaire soumis a une perturbation sinusoidale [20]......... 57
Figure I1-8 : Représentation graphique des diagrammes :(a) de Nyquist, et (b) de Bode.......ccceveuiiiviivivininnnnnen, 60
Figure 11-9 : Impédance du circuit équivalent de Randles: cas d’'une couche de diffusion [32].......cccovirrnrnnnce. 61
Figure 11-10 : Variation de potentiel en fonction du temps d’un voltammogramme a onde carrée [55].......ouu.... 62

Figure 11I-11 : Voltammogramme a onde catrée pour un systeme réversible, I, Ir et Al représentent
respectivement, le courant aller (A), le courant retour (B) et le rapport entre les deux courants I, I¢ (C) [55].

......................................................................................................................................................................................... 63
Figure I1I-1: Montage expérimental potentiostatique a trois EleCtrOAES. ...uumrrmerrrcrrirerrierrireeeereieseseneseeeseeeseesseennes 72
Figure III-2 : Réaction de Synthese du sel : Nitrobenzene de Diazonium [18]. ..o 74
Figure I11-3 : Voltampérogramme cyclique d'une électrode de carbone vitreux greffée avec nitrobenzene de

QIAZONIUML 1ottt bbb bR bbb R 75

7



Figure I11-4 : Voltampérogramme cyclique a 100 mVs~'de réduction des groupements Nitro (NOy) sur la

surface d’électrode de CV dans une 0,1M de KClL.......ccvvverieieiirerieerieteeetieeeteseesesveseeveseeress v evesesessssessesessesessenes 76
Figure I11-5 : Réduction de groupements Nitro (NO3) en groupements Amine (NHy) sur la surface d’électrode

de carbone vitreux (AP-CV) [L8]. .o ieiieirireerereriieericcteeseterenseseecestenseesese st sesseseae oo sessesesesensescsessanescaes 77
Figure I11I-6 : Dépot électrochimique ’EDTA sur la surface d’électrode de carbone vitreux [18].....ccvvvevncvevncennes 78

Figure I11I-7 : Voltampérogrammes cycliques des électrodes de: (a) CV nue, (b) NP-CV, (c) AP-CV et (d) EDTA-
CV, dans une solution de 5 mM [Fe(CN)g]3/4 /0,1 M KCl, vitesse de 100mVs ™ ..ccorvrieneeneencereencneceneenes 79

Figure I11-8 : Diagramme de Nyquist des électrodes de: (a) CV nue, (b) NP-CV, (c) AP-CV et (d) EDTA-CV.
dans une solution de 5 mM [Fe(CN)¢]3/#+ /0,1 M KCl, avec une gamme de fréquences 100 mHz -100 kHz.
......................................................................................................................................................................................... 81

Figure I11-9 : Courbes de SWV de sensibilité de capteur EDTA-CV aux ions Zn?*de concertations variées entre
2,5E-12 2 1,98 E-07 g L-! dans une solution tampon composée : (a)d’acétate et d’acide acétique a pH 4,5 et
(D) PBS @ PH 7.t s 82

Figure I11-10 : Intensité maximale de courant des courbes de SWV en fonction de la concentration de Zn?* (2,5
E-12 21,98 E-07 g L-1) dans une solution tampon composée : (a)d’acétate et d’acide acétique a pH 4,5 et
(D) PBS @ PH 7. s 83

Figure I11-11 : Courbes de calibration du capteur. Détection des ions Zn?* a différentes concentration dans une
solution tampon composée d’acétate et d’acide acétique 2 pH 4,5. ..o, 84

Figure I1I-12 : Courbes de SWV de sensibilité de capteur EDTA-CV aux ions : a) Zn2*, b) Pb2*, ¢) Cu?fet d)
Cd?*, de concertations variées entre 2,5E-12 a 1,98 E-07 g L-1, dans une solution tampon composée
d’acétate et d’acide acétique @ PH 4,5 85

Figure I11-13 : Intensité maximale de courant des courbes de SWV en fonction de concentration de Zn2*,
Cu?*, Pb2* et Cd?* , dans une solution tampon composée d’acétate et d’acide acétique a pH 4,5................. 86

Figure I11-14 : Courbes d'étalonnage de SWV du capteur EDTA-CV pour les ions: Zn?*, Cu2*, Pb?* et Cd?*,
dans une solution tampon composée d’acétate et d’acide acétique a pH 4,5, ..c.ccevieviiircvncnncicrcnecneenes 87

Figure I11-15 : Position géographique des sites d’échantillonnage. ........ccovuevevercriceiniiecrieneeeec e, 88

Figure I11-16 : Courbes de SWV de sensibilité de capteur EDTA-CV aux ions Zn?" dans les matrices réelles de
ANNABA : a) PORT, b) ASMIDAL et ¢) SIDI SALEM dans une solution tampon composée d’acétate

et d’acide acétique @ PH 4,5, .o 89
Figure IV-1 : Photographie des électrodes Interdigit€es en OF. ......ovivuriverricrrecerririeeeneieeeseeeseeesseessesesessesessesessesennes 95
Figure IV-2 : Fonctionnalisation des MWCNT's par oxydation dans des milieux acides. ..o, 97
Figure IV-3 : Image TEM de surface nanotubes de carbone décorés par des nanoparticules d'or en présence de

HAUCL €t THPC [17]uoiiiiiiiiiiiiciii s 98
Figure IV-4 : Schéma d’immobilisation d’enzyme de 'uréase sur la surface d’électrode. .......ooveuemveurncrrencireccucnneennes 99
Figure IV-5 : Vue générale du dispositif de mesure conductimetrique. ......c.veuieeuiueuieeuniiemrieenienieenienceesseenesenns 101
Figure IV-6 : Représentation schématique des mesures conductimetriques [24]. ......ocvevvienicnicinicnicnniennenn. 100

Figure IV-7 : Réponse de microélectrode a différentes concentrations de 'urée dans un tampon de 5 mM de
phosphate de potassium @ PH 7,4 ....c.ccuieiciiciricieneie ettt ettt ese s et esese et sacssnaees 101

Figure IV-8: Courbe de calibration du biocapteur conductimétrique de 'urée dans un tampon de phosphate de
potassium de concentration de 5 MM et PH 7,4 ..ottt seaens 102

Figure IV-9 : Corrélation entre les concentrations d’urée ajoutées au sérum et les valeurs mesurées par notre
Capteur CONAUCHMETIIGUE. ....uvuviiuiieiiieiiaciis ettt es bbbt nsee e 104




Liste des tableaux

Tableau III-1 : Protocole de polissage et rincage d’une électrode de carbone vitreux [1].....ccccoeviiniiinivincicnicnnes 74
Tableau III-2 : Performances de quelques capteurs chimiques pour la détection du Zine. ......cccvceeevcevencuvencrrenecnnes 84

Tableau I1I-3: Application de capteur EDTA-CV pour la détection des ions Zn?* dans des eaux de
sutface et des eaux de mer, prélevés dans différents sites de la tégion d'Annaba.......cecvcnenencneenenencanes 88

Tableau IV-1 : Performances analytiques de quelques biocapteurs pour la détection de l'urée. ........cccvvcurinnncene. 103




Listes des Acronymes et Symboles

Acronyme

Acronyme

AUNPs
BSA

CCFs
CEl

CRSTRA
CVv

ECS
ECV
EDC

EDTA
GA
LCIP
LPCI
LOD

LSA

MWCNT-AU-
COOH
MWCNTSs

NHS

NP
NTCs
P-NBD
PBS
PNR
SiC
SIE
SPR
SWCNTs
SWV
TEM
THPC
VC

Signification

Nanoparticules d'or
Albumine de Sérum Bovin

Fragments de carbone carboxylés
Commission Electrotechnique Internationale

Centre de Recherche Scientifique et Technique sur les Régions Arides
Carbone vitreux

Electrode au Calomel Saturé

Electrode de Carbone Vitreux
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbo-diimide

Ethyléne Diamine Tétra-Acétique

Glutaraldéhyde

Laboratoire des Capteurs, Instrumentations et Procédés
Laboratoire de Physique et Chimie des Interfaces
Limite De Détection

Laboratoire de Sciences Analytiques

Nanotubes de carbone décorés par nanoparticule d’or

Nanotubes de carbone multi parois
N-Hydro-xysuccinimide

4-Nitrophényle

Nanotubes de Carbone

Para —Nitrobenzene de Diazonium
Tampon de Phosphate

Projet National de Recherche
Carbure de silicium

Spectroscopie d’Impédance Electrochimique
Résonance de Plasmonique de Surface

Nanotubes de Carbone mono paroi
Voltampérométrie a Onde Carrée

Microscopie électronique en transmission

Chlorure de tétrakis (hydroxyméthyl) phosphonium
Voltampérométrie Cyclique

13



RGN

i
¥

g=ne

=y

Signification

Aire de I’électrode

Concentration de I’espece en solution
Concentrations des espéces oxydées en solution
Capacité de la double couche

Concentrations des espéces réduites en solution
Coefficient de diffusion

Potentiel standard

Potentiel de pic cathodique et anodique

Potentiel a mi-hauteur des pics cathodique et anodique

Potentiel d’équilibre

Constante de Faraday
Conductance

Intensité du courant

Courant capacitif

Courant faradique

Courant de pic cathodique et anodique
Densité de courant

Constant de vitesse

longueur de la section

Nombre d'électrons

Quantité de matiere électrolysée
Quantité d’électricité

Résistance d’électrolyte
Résistance de transfert de charge
Résistance de solution

Vitesse de balayage

Nombre complexe

Impédance imaginaire
Impédance réelle

Impédance de Werburg
Différence de potentiel entre ... et ...
Coefficient de transfert

Conductance (conductivité) spécifique caractéristique du corps

Fréquence radiale

Dimension
usuelles
cm?2

mol m™
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V

V
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sansunité
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C
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Q

Q

Vst
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Q

Q

A
sansunité
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INTRODUCTION GENERALE

Ces derniéres années, I'élaboration de capteurs chimiques et biocapteurs enzymatiques a
suscité un grand nombre de travaux par contribution de nombre important des ionophores
chimiques et enzymatiques. Leur contribution permet d’élargir I’application de ces (bio)capteurs
dans des domaines différents, surtout dans le domaine de la protection de I’environnement et la
détection des polluants.

Le zinc, est un élément naturellement présent dans I'environnement, il est par conséquent un
élément essentiel pour toute forme de vie, depuis le plus petit micro-organisme jusqu'a I'étre
humain. Le zinc est la substance la plus utilisée dans lI'organisme et I’industrie. Présent en exces
dans la nature, cette substance provoque de sérieux problemes de santé (difficulté a marcher ;
troubles de I’élocution ; tremblements ; nausées, vomissements).

L ’urée est une molécule qui résulte d’un processus de degradation des protéines. C’est la
forme principale d’élimination des déchets azotés, par I’urine. C’est I’azote des protéines qui,
combiné avec des molécules produites par le foie, constitue I’'urée. La détection de I’urée dans le
sang permet, d’évaluer la fonction rénale, particulierement la présence d’une insuffisance rénale. Il
est aussi prescrit pour surveiller la fonction rénale des personnes atteintes de diabéte ou ayant subi
un infarctus du myocarde. En effet, lorsque les reins ne fonctionnent plus normalement, il y a une
augmentation dans le sang des concentrations d’urée. Certaines pathologies du foie peuvent
également affecter le taux d’urée dans le sang.

Le besoin en détecteurs sensibles et sélectifs de ces composés (le zinc et I’urée) est d’une
importance cruciale. Ce besoin qu’entraine la croissante séverité des normes dans tous les domaines
(environnement, industrielle, alimentation, pharmacie, médical, et securité domestique ...) a incité
les scientifiques a développer des techniques électrochimiques d’analyse et de détection de ces
substances de plus en plus performante.

En égard, a leur selectivité, a leur sensibilité de la détection des polluants, faible co(t,
possibilité d’utilisation sur site, et a leur rapidité ; les (bio) capteurs constituent des matériaux de
choix pour I’application de la protection de I’environnement et la détection des polluants. Ceux-ci
sont pour cette raison la demande d’élaboration des ces capteurs a considérablement augmenté. Cet
intérét est essentiellement di aux considérations environnementales, de sécurité, de controle de
procédé ou de diagnostic médical rapide. Les capteurs sont en général constitues d’une partie
sélective (couche sensible), et d’un systéme transducteur transformant en signal électrique les
modifications physicochimiques induites par les interactions se produisant dans la couche
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sensible [1].

Ce travail, accorde une importance particuliére au suivi permanant de forte sensibilité de

détection de polluants chimique a I'état de traces et de mesure de leur concentration tres faible dans
I’eau et dans le milieu réel avec une propriété de sélectivite de détection de ces polluant parmi les
autres polluants.
A cause de la grande capacité de fonctionnalisation en surface, par greffage de molécules soufrées
ou aminées de molécules biologiques, les matiéres carbones constituent un matériau de choix pour
le développement des capteurs. Les électrodes a base de carbone occupent une position importante
dans I’électro-analyse tant par leur faible co(t et leur mise en ceuvre aisée que par leurs
performances électrochimiques en analyses organiques et inorganiques [2].

Cependant, notre objectif était de développer deux types de capteurs, et qui rentre dans le
cadre d’un projet national de recherche (PNR) [3]. Le premier est un capteur sélectif pour les ions
du Zinc basé sur le greffage électrochimique du sel de diazonium plus ’EDTA sur la surface
d’électrode de carbone vitreux. Ce capteur testé dans le milieu réel. Le deuxieme volet est une étude
d’élaboration d’un micro biocapteur conductimeétrique a base des nanotubes de carbone décorés par
des nanoparticules d’or pour la détection de I'urée. L’élaboration des capteurs a été réalisée
principalement au sein du Laboratoire des Capteurs, Instrumentations et Procédés (LCIP) de
I'Université de Khenchela (Algérie) en collaboration avec les Laboratoire de Physique et Chimie
des Interfaces(L PCI) (Université de Monastir, Tunisie) et de Génie de I'Environnement (Université
de Annaba). La mise au point de biocapteurs a éeté effectuée au Laboratoire de Sciences
Analytiques (L SA), Université de Claude Bernard Lyon 1.

Cette thése s’organise en quatre chapitres.

Le premier chapitre subdivisé en deux parties; la premiére présente une étude générale sur les
capteurs électrochimiques basés sur le greffage du sel de diazonium sur les électrodes carbones
pour la détection des ions du Zinc dans les solutions aqueuses et dans les milieux réels, la deuxieme
basée sur les biocapteurs conductimeétriques élaborés par une modification de la surface d’électrodes
par des nanomatériaux (nanotubes de carbone et nanoparticules d’Or), et I’immobilisation
enzymatique.

Les développements réalisés jusqu’a present sont présentées dans ce chapitre.

Le deuxiéme chapitre présente les bases théoriques des techniques d’analyses utilisées : la
spectroscopie d’impédance (SIE), la voltampérométrie cyclique (VC), la voltampérométrie a onde
carrée et la conductimetrie (SWV).

Les conditions expérimentales, les modes opératoires, la conception du capteur chimique et

les résultats du travail effectué sont présentés dans le troisieme chapitre. L’influence des
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interférences dans les milieux de mesures, la sensibilité, la sélectivité et la limite de détection sont
aussi etudiees.

Dans le dernier chapitre nous allons présenter la détection de I’urée en utilisant un biocapteur
conductimeétriques a base de nanotubes de carbone décorés par des nanoparticules d’or avec une
immobilisation de I’enzyme de I’uréase sur la surface de micro électrode interdigitée. Des testes en
milieux réels ont été réalisés avec une grande sensibilité (détection de I’urée dans le sang).

Nous finirons ce manuscrit par une conclusion générale reprenant les démarches et les

résultats importants.
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CHAPITRE .1

CAPTEURS ELECTROCHIMIQUES A ELECTRODES
DE CARBONE VITREUX MODIFIEES ET
BIOCAPTEURS CONDUCTIMETRIQUES

[.1. Capteur éectrochimique a électrode de carbone

L’intérét porté aux capteurs électrochimiques ne cesse de croitre, stimulé par leurs
nombreuses applications, surtout dans le domaine de la protection de I’environnement et la
détection des polluants. Grace a leur rapidité, leur simplicité, leurs petites dimensions et leur faible
co(t par rapport aux techniques "lourdes” d’analyse de I’eau. L’électrode de carbone vitreux a pris
un role tres important pour le développement des capteurs électrochimiques sélectifs et sensibles
appliqueés a la protection de I’environnement et la déetection des polluants, a cause de leur résistance
élevée a la flexion, leur faible densité, leur résistance a la corrosion aux agents chimiques
exceptionnellement élevée, et leur bonne résistance aux chocs thermiques.

Dans cette partie d’étude, une recherche bibliographique approfondie sur les capteurs
électrochimiques a base d’électrode de carbone vitreux modifiées pour la détection des ions du
Zinc. L’électro-greffage du sel de diazonium sur la surface d’électrode de carbone vitreux et la
fonctionnalisation de sa surface par I’lETDA pour la détection des ions métalliques ont été étudiés et

discutés.

[.1.1. Définition d’un capteur

Un (bio) capteur est un dispositif analytique congu pour transformer un phénomene (bio)
chimique en un signal mesurable. Il combine d’un composant chimique ou biologique appelé "(bio)
récepteur” et un "transducteur" représentant le mode de détection.

La «Figure 1-1» présente le principe de fonctionnement d’un (bio) capteur permettant
d’obtenir, a partir de I’espéce a détecter dans un échantillon, toute information utile a son
évaluation.

Cette donnée pourra étre traitée, enregistrée, stockée pour utilisation ultérieure [1].
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Figurel-1: Représentation schématique du principe de fonctionnement d'un (bio) capteur.

[.1.2. Classification des capteur s électrochimiques

Les capteurs chimiques sont soit des capteurs d’especes ioniques ou moléculaires en solutions

soit des capteurs d’espéeces gazeuses.
Les capteurs d’espéces ioniques sont basés sur des méthodes de détection électrochimique et classés
en quarte catégories« Figure -2 », suivant leur mode de détection. Ce sont :

= Les capteurs potentiométriques : basés sur une mesure de potentiel ;

= Les capteurs ampérométriques : basés sur une mesure de courant ;

= Les capteurs conductimétriques : basés sur la mesure de conductance d’une solution

électrochimique.
= Les capteurs impédimétriques: basés sur la mesure de I’impédance d’une cellule

électrochimique par la technique de spectroscopie d’impédance.
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Figurel-2 : Capteurs ioniques basés sur des méthodes de détection électrochimique.

Les performances des capteurs sont caractérisées par différents parametres. Les principaux sont les

suivants :

= La sensibilité : lien entre les variations de signal du capteur et la concentration en espéce
cible ;

= Lastabilité : la reproductibilité dans les mémes conditions de réponse ;

= La limite de détection : concentration minimale détectable en espéce cible ;

= Lasélectivité : la capacité de détection a détecter I'espéce cible parmi les autres especes ;

= Le temps de réponse : temps requis pour atteindre 90 % de la réponse en régime apres mise
en contact avec I’espéce cible a détecter ;

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

utilisation avec un degré de précision suffisant.

1.1.3. Fonctionnalisation dela surface d’électrode de carbone vitreux

Il existe différentes méthodes de fonctionnaliser une surface d’électrode de carbone vitreux
(CV) pour lui conférer une charge négative ou positive, plus douces, permettent le greffage de
groupes organiques spécifiques : il s’agit de méthodes d’oxydation électrochimique, d’alcools, de
carboxylates, d’amines primaires et secondaires, d’hydrazides ou encore de réduction des sels de
diazonium, cette derniere permet la détection sélective de certains solutés. Le nombre de travaux
utilisant un diazonium a connu une croissance tres nette « Figure |1-3 » de maniére concomitante

avec la part de ceux concernant un protocole de modifications d’électrode « Figure I-4 ». Cette
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évolution traduit donc une méthode en pleine expansion [2, 3].
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Figurel-3 : Evolution du nombre annuel de publication ayant « diazonium » pour mot-clé
(source : SciFinder) [4].
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Figure|-4: Evolution de la part des travaux utilisant un diazonium comme agent modification

d’électrode (source : SciFinder) [4].
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[.1.3.1. Réduction électrochimique d’un sel de diazonium

Une méthode employée trés souvent pour fonctionnaliser la surface des électrodes de carbone
est de réduire les sels de diazonium de facon électrochimique. Elle permet de former une liaison
covalente entre la couche fonctionnelle et I’électrode de travail. Ces systémes possédent une haute
stabilité et une grande variété de groupements fonctionnels. Cette méthode a été découverte au
début des années 90 par Delamar et al. [5] et appliquée aux substrats tels que le carbone, les
métaux, les semi-conducteurs en milieu aqueux acide mais peut également étre réalisée en milieu
aprotique [5, 6] tel que l'acétonitrile. Le mécanisme de cet électro-greffage a été éclairci par
Andrieux et Pinson [7], ce mécanisme met en jeu un transfert d’électron vers le sel de diazonium ce
qui entraine le clivage de I’azote lors de la réduction conduisant a la formation d’un radical aryle,
puis la formation d’une liaison covalente carbone-carbone ou carbone-métal. Une couche organique
homogéne et robuste liée a la surface d’électrode de fagcon covalente se forme lorsque la réduction
du diazonium se prolonge. Les électrons circulent dans le matériau d'électrode et sont capables de
réduire les ions diazoniums présents a proximité de I'électrode.

La « Figure |-5 » schématise le mécanisme de greffage électrochimique sur une surface I’électrode

de travail.

R R
@ I R
L
[ \ -
N
T Electrode Electrode T Electrode
¢\ detravai de travail E\J de travail
L
Potentiostat

Figurel-5: Schéma reactionel de la réaction de réduction d’ions diazonium par voie

éléctrochimique [8].
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Les moyens mis en ceuvre consistent généralement en un systeme électrochimique a trois
électrodes contr6lé par un potentiostat. Il est alors possible de réaliser le greffage par chrono-
ampérométrie ou voltampérométrie cyclique. La voltampérométrie cyclique permet de suivre la
réaction au cours de la variation linéaire de potentiel afin de connaitre les spécificités de I'échange
électronique. La réduction des ions diazoniums se traduit par un pic de courant lors du premier
cycle électrochimique qui n'apparait pas, ou dans une faible mesure, lors des cycles suivants, signe
que la surface est alors recouverte d'une couche organique. Cette disparition du pic de courant de
réduction intervient lorsqu'une premiére couche de molécules est greffée, le transfert d’électron est
rendu difficile, puisque la distance séparant le matériau conducteur délectrons et I'électrolyte
contenant les ions diazoniums augmente. Un apport continu en électrons permet de faire croitre la
couche greffée en imposant par exemple, un potentiel inférieur a celui de la réduction du diazonium
ou en augmentant la durée de la réduction [8]. Certains travaux relatent la construction d’un capteur
suivant cette méthode plus récente [8-13]. Une de ces stratégies utilise I’électrochimie pour greffer
de fagcon covalente des groupements chimiques particuliers sur la surface de carbone vitreux [14 -
18].

» Avantages d’éectro-greffage

La réduction par voie électrochimique de phényldiazonium sur un substrat carboné est intéressante
car:

= Le greffage électrochimique de sel de diazonium est tres rapide, et il est capable de résister a des
températures élevées et aux conditions chimiques dures [19].

= Le greffage du sel de diazonium sur un substrat donne une grande variété de groupements
fonctionnels (COOH, NO,, OH ...) sur la surface [20].

= Les seuls moyens de la retirer restent le polissage abrasif ou des attaques radicalaires [21, 22].

= la couche organique est trés stable, en raison de la nature covalente de la liaison formée [23].

[.1.4. Synthese d'ion diazonium

La méthode la plus utilisée pour la préparation de sels de diazonium est le traitement des
amines aromatiques telles que l'aniline ou ses dérivés avec des composés nitrites en milieu aqueux
ou organiques. En solution aqueuse, ces sels sont instables a des températures supérieures a +5 ° C,
les groupes N, tendent a former de l'azote sous forme gazeux. Il est possible de stabiliser les

composés en leur adjoignant un contre-ion tétrafluoroborate, I'ion diazonium est alors stable a
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température ambiante, les ions ainsi formés peuvent étre stockés pour une utilisation ultérieure.
est également possible d'utiliser les ions diazonium directement apres leurs synthéses, sans étape de

stabilisation, I'ion diazonium est alors un intermédiaire réactionnel pour une autre réaction [24].

[.1.4.1. Synthése en milieu organique

Lors de la réaction de synthése en milieu organique, il est classique d'utiliser I'acétonitrile, ce
solvant ayant une fenétre électrochimique suffisamment large pour mener les opérations successives
d'oxydation de I'amine puis de réduction de I'ion diazonium [25]. La « Figure |-6 » rend compte du
mécanisme de réaction qui prend place.

\ H

Figure|1-6: Schéma réactionnel de la synthése de I’ion diazonium en milieu organique [24].

[.1.4.2. Synthese en milieu aqueux

Le travail en milieu aqueux nécessite d'évoluer a faible pH afin de former, a partir des ions
nitrite, des ions Nitrosonium qui sont des molécules plus réactives et améliorent donc grandement la
cinétique de réaction [26, 27]. Dans ce cas, le mécanisme de réaction est présenté sur la « Figure
[-6 ».

Les ions diazoniums ainsi formés peuvent étre utilisés in situ, c’est & dire directement apres leurs

synthéses en solution, ou ils peuvent étre stockés et étre utilisés ultérieurement [24].

25



CHAPITRE | CAPTEURSELECTROCHIMIQUESA ELECTRODES DE CARBONE VITREUX MODIFIEESET
BIOCAPTEURS CONDUCTIMETRIQUE

FE TR
' A

H !
: . ; > - {
O o
o S a Z

R

Figurel-7: Schéma réactionnel de la synthése de I’ion diazonium en milieu aqueux [24].

[.1.5. Modification de I’électrode par EDTA

L’Acide éthyléne diamine tétraacétigue (EDTA) comporte six sites basiques, quatre
correspondant aux bases conjuguées (carboxylates) des fonctions carboxyliques et deux

correspondant aux fonctions amines.

O
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Figurel-8: Structure de ’EDTA [28].
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Ces sites basiques sont également des centres ligands, faisant de 'TEDTA un ligand hexadentate (ou
parfois tétradentate, lorsque seuls les sites carboxyliques sont utilises). C'est d'ailleurs sa principale
caractéristique, son fort pouvoir chélatant (ou complexant) par lequel il forme des complexes
métalliques trés stables. Dans les complexes, 'TEDTA est lié aux cations métalliques sous la forme
d’une de ses bases conjuguées [28].

Les dérivés de I’Acide éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) sont en effet largement

utilisés pour leurs excellentes propriétés de complexations vis-a-vis des cations métalliques [29]
dans les domaines de la chimie analytique [30-32], de la biologie [33-37] ou de la médecine [38-45]
mais aussi dans les processus industriels [46]. Quelques matériaux complexant d’électrode préparés
par fonctionnalisation chimique de ’EDTA sur la surface de différents matériaux de support [47-
55], ces matériaux ont été appliqués a la détection ou I’adsorption d’ions metalliques lourds.
La modification de surface de carbone vitreux par 'EDTA a été rapportée dans la littérature, et
pouvait étre utilisée pour la détection des ions métalliques. Une électrode modifiée par un polymeére
conducteur lié de ’EDTA a été utilisée pour complexer des ions métalliques, tels que Pb (1), Cu
(1) et Hg (I1) [56]. Des électrodes modifiées par des films de poly (pyrrole- EDTA) complexant,
électrodéposés sur électrode de carbone, ont été utilisées pour la détection et la quantification de
traces de métaux lourds en milieux aqueux, tels que Cu(ll), Pb(ll) et Cd (Il) [57]. Une électrode a
disque tournante en carbone vitreux modifiée par un film bismuth-EDTA a été utilisée pour la
détection des ions de Fe(ll) [58].

Ustiindag et al [59] ont élaboré un capteur chimique (EDTA-CV) sensible aux ions Pb (11)
par un greffage électrochimique du sel de diazonium sur la surface d’électrode de carbone vitreux ,
puis la surface d’électrode a été fonctionnalisée par un film d’ EDTA-phénoxyamide, La
complexation des ions Pb (1) sur la surface de capteur élaborée (EDTA-CV) a été etudiée a pH 4,5.
IIs ont conclu que ce capteur est sensible aux ions Pb (1) avec une faible limite de détection.

Différente capteurs électrochimiques ont été élaborés et appliqués a la détection sélective et
sensible des ions Zn(I1) dans des milieux réels [60-67] ; des échantillons d’eau [60, 61], des extraits
de cendres volantes et des eaux minerales [62], de I'eau miniére [63], des repas [64], des eaux usées
[65, 66], de I'eau, des aliments et des échantillons pharmaceutiques [67].

Dans ce travail, nous avons caractérise le phénomeéne de complexation des cations de Zinc (1)
sur la surface d’électrode de carbone vitreux modifiée par réduction électrochimique du sels de
diazonium, puis la surface de I’électrode a été fonctionnalisée par un film d’EDTA (voire chapitre
).
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|.2. Biocapteurs conductimétriques

Depuis le premier biocapteur développé par Clark et Lyon au début des années 1960s [68], la
recherche sur leur développement a connu ces derniéres années un développement considérable en
raison des nombreuses applications potentielles, que ce soit dans le domaine médical,
agroalimentaire ou du contréle environnemental. De plus, leur petite taille, leur facilité d’utilisation
ou encore la possibilité qu’ils offrent de réaliser des mesures sur site en fait des outils
particulierement intéressants.

Cette étude est principalement consacrée aux biocapteurs a base d’enzymes.

En premier lieu, une recherche bibliographique sur les  biocapteurs conductimétriques
enzymatiques a été présentée. Ensuite, une description des matériaux utilisés réecemment pour le
développement de biocapteurs dans le domaine de nanotechnologie tout en précisant leur intérét

pour I’amélioration de tels dispositifs.

[.2.1. Description du biocapteur

.2.1.1. Transducteur

Le transducteur est I’éelément physique qui sert a exploiter la modification biochimique issue
d’une interaction entre un analyte et le biorécepteur pour la transformer en signal électrique. Le type
de transducteur sera choisi en fonction des modifications biochimiques se produisant au niveau du
biorécepteur. Cette adéquation entre le transducteur et I’élément biologique permettra d’obtenir un
signal sensible, facilement exploitable et avec un minimum de bruit de fond. Plus le bruit de fond
sera faible, plus il assurera un seuil de détection bas et améliorera les performances du biocapteur
[69,70].

Les différents types de transducteurs sont :
Optique: UV visible absorption, fluorescence, Bioluminescence, SPR ;
Thermique;
Cristal piézoélectrique;
Systémes micromécaniques €t;
Electrochimique : Dans les systéemes de transduction électrochimiques, les mesures peuvent
étre potentiométrique, ampérométrique ou impédimétriques, conductimeétrique.

La conductimétrique est une technique électrochimique alternative a I’ampéromeétrie et a la
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potentiométrie [71]. Cependant, ces dernieres années, on a assisté a un intérét croissant pour les
biocapteurs conductimetriques vue le nombre d’avantages qu'ils offrent :

En effet, non seulement ils ne nécessitent pas d’électrodes de référence et ne sont pas sensibles a la
lumiére (comme certains capteurs potentiométriques) mais en plus ils sont de petites tailles,
interface directe avec le potentiostat, miniaturisables (temps de réponse plus court) et s'adaptent a
une production a grande échelle et a faible cout. D'autre part, plusieurs combinaisons de
biorécepteurs ont éte testées : enzymes, levure et enzyme-bactérie.

Pour ce la, on s'est intéressé a des transducteurs conductimetrique se basant sur des électrodes

interdigitées en Or.
» Transduction éectrochimique conductimétrique

La conductimeétrie permet de mesurer les variations (consommation ou production) d’especes
chargées génerées au cours des réactions enzymatiques (amidase, estérase, kinase).

Exemple: détection de I’urée avec une uréase :
H,N-CO-NH, + 3H,0 _Urés= _ 2NH4 +HCO; +OH’

La conductance électrique d’un corps est donnée par I’équation I-1;
G=y. (1-1)
Tel que :
G: Conductance (S) ;
y: Conductance (conductivité) spécifique caractéristique du corps (en S cm™) ;
A: aire de I’électrode (cm?); et
I: longueur de la section.
La mesure de la conductance d’un électrolyte s’effectue en immergeant dans la solution, une
cellule de mesure comprenant deux électrodes « Figurel-9 », dont la surface S et la longueur | sont

données.

La «Figure 1-10» montre des electrodes interdigitées en Or qu’ils contiennent deux bandes
paralleles alternativement interconnectées entre elles afin d’avoir alternativement une anode et une

cathode, plus la surface de contact pour la biomembrane.
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Figure1-9: Principe d’un capteur conductimetrique.
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Figurel-10: Transducteur a base d’électrodes interdigitées en Or.

[.2.1.2. Biorécepteurs enzymatiques

Le biorécepteur (enzymes, organites cellulaires, cellules, tissus...) catalyse des réactions
biochimiques de substrats, ou interagit avec des structures complémentaires (antigene, anticorps,
ADN ou récepteur-hormones) conduisant a des changements de propriétés physiques, chimiques ou
optiques des substrats.

Quant au transducteur, il convertit ce changement en signaux électriques mesurables. Enfin, les
signaux électriques sont amplifiés et traités par des circuits électroniques.
Parmi les biorécepteurs, les enzymes sont trés largement utilisées dans le domaine des biocapteurs.
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Elles sont des biocatalyseurs tres spécifiques.
Les réactions qu’elles catalysent sont relativement simples: I’hydrolyse, I’oxydation, la
décarboxylation de liaisons peptides par exemple.
Les enzymes, jusqu’a maintenant, ont été employées dans les biocapteurs pour la détermination
d’environ 80 substrats [72].
a) Définition des enzymes
Les enzymes sont des composés biologiques de nature protéique, doués d'activité catalytique et
produits par la cellule vivante.
- Ce sont donc des catalyseurs biologiques autrement dit, des substances qui sans éprouver de
transformation visible et a faible dose, modifient la vitesse d’une réaction chimique. Elles
sont répertoriées en 6 catégories: les oxydoréductases, les transférases, les hydrolases, les

lyases, les isomérases, et les ligases [73].

Produits formes
Suhsrrat\

\
)

Site actif

Complexe
enzyme - substrat

Enzyme régénérée

Figurel-11: Enzymes : biocatalyseurs les plus utilisés dans la construction de biocapteur.

L activité de I'’enzyme est due a une petite partie de I'enzyme appelée site actif. C'est une zone
privilégiée située au niveau de la zone hydrophobe interne de la protéine enzymatique au niveau de

laquelle s'exerce électivement le pouvoir catalytique de I'enzyme.
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Cette activité enzymatique peut étre influencée par un certain nombre de facteurs [74].

b) Facteursdevariation del'activité enzymatique

» Lesagentsphysiques

1) Latempérature

Elle a un double effet sur les enzymes [75]. Une activation Lorsque la température, croit et

cette activation est maximale pour une température dite optimale. Mais au-dela de la température
optimale on note une inactivation progressive qui correspond a une dénaturation de I'enzyme sous
I'influence de I'élévation de la température [76].

2) LepH

Toutes les enzymes ont un pH optimum auquel elles présentent une vitesse de réaction

maximale. Quand I'enzyme est immobilisée, le pH optimum peut se décaler suivant la nature et la
charge positive ou négative du support.
Par exemple, un support chargé négativement peut entrainer un pH de la couche enzymatique plus
faible que celui du pH du milieu.
En conséquence, on observe un décalage du pH optimum vers une zone plus alcaline pour
compenser I'augmentation locale de la concentration en protons. On constate que lI'effet est contraire
pour un support chargé positivement [74].

3) Lesradiationsionisantes
Elles inactivent directement ou indirectement les proteines enzymatiques.

» Lesagentschimiques

Peuvent étre des activateurs ou des inhibiteurs.

[.2.2. Techniques d’immobilisation des enzymes

Dans un biocapteur, I'élément biologique est fixé au proche contact du transducteur ce qui
permet une détection immédiate et trés sensible du processus de reconnaissance moléculaire. De
plus, I'immobilisation du bio-composé augmente sa stabilité et permet une réutilisation éventuelle
du biocapteur.

La sélection d’une méthode d’immobilisation appropriée dépend de la nature du ligand biologique,
du type de transducteur utilisé, des propriétés physico-chimiques de I’analyte et des conditions
opératoires du biocapteur [77]. Les enzymes peuvent étre immobilisées par des méthodes chimiques
et/ou physiques elles sont résumées dans la « Figure I-12 ». Seule la technique qui a été utilisée

seront détaillee c’est-a-dire la co-réticulation au Glutaraldéhyde.
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Figurel-12: Représentation schématique des différentes méthodes d'immobilisation de I'élément

biologique.

Dans ce travail nous avons principalement utilisé la méthode de co-réticulation au
Glutaraldéhyde afin d’élaborer une microélectrode enzymatique pour la détection de I'urée
«Figurel-13 ».

Il s'agit de la réticulation ou co-réticulation avec un agent bi-fonctionnel (généralement en
association avec 1 a 3 polymeres). Il est possible d'immobiliser les molécules d’enzyme en
procédant a leur pontage covalent a I'aide de réactifs bi-fonctionnels tel que le Glutaraldéhyde [78].
Ces liaisons covalentes intermoléculaires donnent des composes de haut poids moléculaire qui sont
insolubles dans I'eau. Il est également possible de co-réticuler une enzyme et une proteine inactive,
par exemple, I'albumine. L'utilisation de cette protéine 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 [79].
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Figure[-13: Co-réticulation au Glutaraldéhyde.

L’immobilisation par réticulation a permis de développer des biocapteurs enzymatiques [80].

[.2.3. Electrodes Enzymatiques

La majorité des biocapteurs utilisent les enzymes comme systeme de reconnaissance

biologique (systéeme de réponse) lié a un appareillage électrochimique capable de répondre a des
protons, des ions, des gaz ou des électrons générés durant le cycle catalytique [81]. Les électrodes a
enzymes résultent de la combinaison de quelques types de capteurs électrochimiques avec une
couche d’enzyme de 10 a 200 um accolée a la surface active du transducteur. Le composé a doser
est le plus souvent un substrat ou un produit issu de la réaction enzymatique [82].
On s’intéresse de plus en plus a développer les capteurs enzymatiques [83-88] pour la détection de
polluants en milieu aqueux [89], car leur fabrication est beaucoup plus simple comparée a celle
d'autres types de capteurs. Zhylyak et Dzyadevych ont développé ce type de biocapteur pour
déterminer les métaux lourds avec une gamme de détection trés intéressante (Hg®":1uM; Cu?":
2uM; Cd?*: 5uM; Co*": 10uM; Pb**: 20uM; Sr**: 100pM) en utilisant I’enzyme de I”uréase[90].

Dans ce travail, on s’intéresse beaucoup plus sur I’étude des biocapteurs conductimétriques

enzymatiques sensible a I’urée, par exemple le systeme de dosage développé par Eva Horak et al,
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en 1972, pour la détection de l'urée dans un mélange réactionnel de tris- sérum tampon-uréase a pH
7, ils ont mesuré le taux de I’augmentation de la conductivité de ce mélange, due a la réaction
d’hydrolyse enzymatique du I’urée en ammonium et les ions bicarbonate par I’uréase[91].

En 1996, Jdanova et al, ont élaboré des biocapteurs conductimetriques enzymatiques sensibles
a l'urée, I'enzyme de d’uréase est immobilisée par co-réticulation avec le BSA et le (poly (4-
vinylpyridine-co-styrene)), sur la surface d’électrode interdigitée en or, en présence d’une vapeur
saturée en Glutaraldéhyde. La stabilité, et la reproductibilité de ce biocapteur élaboré sont
prometteuses pour plusieurs applications, notamment dans le domaine biomédical [92].
En 1999, Senillou, et Jaffrezic [93] ont proposé une méthode intéressante d’immobilisation
d’enzyme pour la détection de I’'urée, dans laquelle I’uréase est piégée dans un gel d’argile. Le
mélange est ensuite co-réticulé avec le poly (pyrrolepyridinium) en présence d’une vapeur saturée
en Glutaraldéhyde. La membrane enzymatique est enfin déposée sur une microélectrode
interdigitée. L’avantage de cette méthode est de permettre une location précise de I’enzyme
immobiliseée sur I’électrode ce qui améliore la stabilité et le temps de stockage du biocapteur.
Saiapina et al [94] ont développé des biocapteurs conductimétriques hautement sensibles a I’urée,
la surface d’électrode modifiée par un mélange d'ammonium-tamiser, de clinoptilolite, et en
présence de I’uréase. Ce biocapteur élaboré a base de clinoptilolite montre une grande stabilité avec
de bonnes performances analytiques en termes de (sensibilité, plage dynamique, et la limite de
détection (20,36 uS / mM, 0-64 mM, et 10° M, respectivement).

I.2.4. Nanotechnologie et biocapteurs

Au cours des derniéres décennies, différentes techniques ont été développées pour obtenir des
matériaux a un niveau nanométrique pour concevoir des biocapteurs avec une sensibilité elevee, la
sélectivité et l'efficacité a cause de leurs grandes capacités de fonctionnalisation en surface, par
greffage de molécules soufrées ou aminées ou de molécules biologiques,... Nanoparticules, en
particulier nanoparticules d'or (AuNPs), sont des matériaux d'intérét dans une zone en plein
développement de biocapteurs [95-99]. Nous pouvons trouver nano-biocapteurs pour la détection
specifique de molécules biologiquement pertinentes comme des enzymes [100] acides nucléiques
[101] et des protéines [102].

Les propriétés électroniques remarquables des NTCs, leur sensibilité a I’environnement
extérieur et leur dimension nanométrique, en font des composés tres attrayants pour le

développement des biocapteurs pour, la détection de biomolécules [103], des protéines [104], du
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glucose [105], de I’ADN [106 ,107] et de I’urée [108].

Plusieurs travaux ont utilisé les nanotubes de carbone décorés par les nanoparticules pour
élaborés des biocapteurs enzymatiques. Hrapovic et al ont préparé et utilisé des nanoparticules de
platine en combinaison avec des nanotubes de carbone a paroi simple (SWCNT) pour fabriquer un
biocapteur électrochimique avec une sensibilité remarquable au glucose [109]. Un biocapteur
ampérométrique sensible au glucose a été élaboré par un réseau ; de nanotubes de carbone, et des
nanotubes d’oxyde de titane décoré par des nanoparticules de platine [110].

Dans notre travail, I’enzyme de I’uréase est immobilisée sur la surface d’électrode interdigitée en
or, par co-réticulation avec le BSA, et des nanotubes de carbone décorés par des nanoparticules
d’or, en présence d’une vapeur saturée en Glutaraldéhyde, pour élaborer un biocapteur sensible a

I’urée (voire chapitre V).

|.3. Conclusion

Ces derniéres années, I'élaboration de capteurs chimiques et biocapteurs enzymatiques a
suscité un grand nombre de travaux par contribution de nombre important des ionophores
chimiques et d’enzymes commercialement enzymatiques. Leur contribution permet d’élargir
I’application de ces (bio) capteurs dans des domaines différents (environnemental, santé,
industriel...).

Cependant, trés peu de systemes ont su trouver des applications environnementales du fait de
contraintes de sensibilité, sélectivité et en fonctionnement des (bio) capteurs. Ces problemes
limitent leur utilisation hors laboratoire surtout dans le domaine réel. Nous nous attacherons dans ce
travail a élaborer et développer des capteurs présentant de bonnes performances analytiques surtout
la sensibilité de détection.

Un capteur électrochimique sélectif aux ions du zinc et un micro-biocapteur
conductimeétrique, sur lequel I'uréase est immobilisée. L’élaboration de ces (bio) capteurs sera
discutée dans les prochains chapitres

Les deux capteurs peuvent étre utilisés dans le domaine environnemental pour la détection de

I’urée et le Zinc.
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CHAPITRE .11

TECHNIQUES D’ANALYSES ELECTROCHIMIQUES

I1.1. Introduction

L'électrochimie est la discipline d'étude des processus qui régissent les transferts de charge
entre deux types de conducteur: un conducteur électronique qui assure le transport de charge par le
déplacement d’électrons et un conducteur ionique, qui permet le transport de charge par le
déplacement des ions [1]. Pour affronter les nouveaux défis liés aux problémes analytiques, il y a un
grand besoin d’effectuer plusieurs analyses simultanément et rapidement sur les mémes
échantillons, par une méthode analytique performante avec une haute sensibilité et une haute
sélectivité [2]. Les techniques électrochimiques offrent I’avantage d’étre rapides, sensibles et faciles
a mettre en ceuvre. Afin de pouvoir situer les travaux présentés dans ce manuscrit, un rappel des
principales connaissances sur les techniques d’analyses électrochimiques est proposé dans ce
chapitre, seules les techniques qui ont été utilisées seront détaillées. En l'occurrence, la
spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE), la voltampérométrie cycliqgue (VC) et la

voltampérométrie différentielle a onde carrée (SWV).

[1.2. Techniques d’analyses électrochimiques

Les méthodes électrochimiques peuvent étre divisees en plusieurs catégories en fonction du

parameétre qui est contrdlé et de celui qui est mesure [3]. On peut ainsi distinguer :

[1.2.1. Voltampérométrie cyclique (VC)

La voltampérometrie cyclique est une technique électrochimique stationnaire couramment
employée notamment pour le contréle des processus qui se produisent sur une surface d’un métal.
Cette technique utilise un systeme de trois électrodes (électrode de travail (indicatrice), électrode de
référence et une électrode auxiliaire) plongées dans un électrolyte support placé dans la cellule
électrochimique, sans agitation de la solution d’électrolyte (régime de diffusion naturel) « Figure
[1-1».

La caractéristique principale de I’électrode de travail est que son potentiel peut varier dans le
temps ; par conséquent, elle devrait étre facilement polarisable contrairement a I’électrode de
référence dont le potentiel reste constant pendant la mesure [4].
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L’électrode auxiliaire ou la contre-électrode qui conduit I’électricité jusqu’a I’électrode de travail a
travers la solution est généralement une électrode de platine [5].

Dans le cas d’un systeme a deux électrodes (indicatrice et référence), le potentiel de I’électrode
indicatrice ne peut étre connu de fagon exacte, compte tenu de la chute ohmique au sein de la
solution et des possibles variations du potentiel de référence [6].

La résistivité du milieu devient un facteur limitatif important pouvant rendre dans certains cas les
polarogrammes inexplicables. Ceci explique la présence d’une troisieme électrode [7].

La principale propriété de la voltampérométrie cyclique est sa capacité a donner des informations
qualitatives sur une réaction d'oxydo-réduction produisant a I'interface de I'électrode de travail dans
une solution, et étudier le comportement des especes en solution (systeme rapide, reversible,

nombre d’électrons échangés...).

La voltampérométrie cyclique (VC), est une méthode d’analyse électrochimique utilisée pour
étudier la réponse en courant d’une électrode statistique immergée dans une solution non agitée
soumis a une tension de forme triangulaire telle que celle présentée a la « Figure I1-2» , on
applique une tension qui varie linéairement par apport une électrode de référence. On inverse alors
la direction du balayage et on ramene la tension a sa valeur de départ. Ce cycle et est répété
plusieurs fois. Les tensions pour lesquelles on effectue le changement de direction sont appelées

potentiel de commutation. Les valeurs de potentiel de commutation sont choisies en fonction du
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systeme étudie afin qu’une oxydation ou réduction du ou des analytes contr6lés par la diffusion se
produise dans le domaine balayé. Selon la composition de I’échantillon, la direction du balayage
initiale peut étre soit négative (comme c’est le cas de la « Figure 11-3 ») soit positive. Dans le cas
présent, le balayage vers les tensions plus négatives est appelé balayage aller, et balayage retour
dans le sens opposé. En général, la durée d’un cycle est trés variable, elle peut aller de moins de 1
ms a plus de 100 s.

]
+,2

+0.4

Potentie]l vs ECSMV

i}, 65

+{ &

| | |
0 20 41
Temps/ s

Figurell-2: Programmation en tension utilisée en voltamperométrie cyclique pour obtenir le

voltampérogramme de la figurel1.3[8].

«Figure 11-3» représente la réponse en courant en fonction de la tension appliquée est soumis a
un balayage en tension de la « Figure I1-2 ». Cette réponse se présente sous la forme de la courbe |
= f (E), appelé voltampérogramme. Au potentiel initial, on observe un faible courant anodique qui
diminue rapidement pour devenir nul lorsque le balayage a lieu. Ce courant initial est d0 a une
réaction d’oxydation (Red —» Ox + é). A des potentiels plus positifs, ce courant augmenterait
rapidement pour devenir trés élevé. Quant la tension devient largement positive, un courant
cathodique apparait (point B) issu de la réduction de I’espece oxydée produite a I’aller (Ox + né

— Red). Le courant est maximum et le résultat de deux contribution. La premiére correspond au
courant nécessaire a I’ajustement de la concertation de la surface du réactif a sa concentration
d’équilibre imposée par la relation de Nernst. La seconde contribution est le courant contrdlé par la
diffusion. Le premier courant décroit rapidement (point D et F) au fur et a mesure de I’extension de

la couche de diffusion vers le sein de la solution [8].
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FigureI1-3: Voltampérogramme cyclique d’une solution 6 mM en K3Fe(CN)g et 1M en KNO;3[8].

Ip.. Ip,: Courant de pic cathodique et anodique, Ep . Ep, : potentiel de pic cathodique et

anodique, Epr_.f i Epaf, : potentiel a mi-hauteur des pics cathodique et anodique, AE; différence de
2 2

potentiel entre Ep_ et Ep_ .

[1.2.2. Expressions mathématiques des courants et des potentiels de pic dans un

transfert de charge

Les expressions mathématiques du courant et du potentiel du pic ont été développées
initialement pour un balayage aller (voltampérométrie linéaire) par Randals et al. [9, 10] pour des
systemes rapides, et par Delahay [11] pour des systemes lents. Cette theorie est étendue par
Matsuda et al. [12] aux systemes semi-rapides. Les travaux de Nickolson et al. [13] ont permet la
mise au point des relations décrivant les courbes expérimentales des balayages cycliques.

Dans le cas d’un transfert de charge rapide Ox + né U Red.
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- 1 ]
Ip = 0,269 An*/2D,/2C VY2 (mv)
0,029

Ep = Eplf2 +—‘n_ (mV)

0,059
Ep, — Ep, =—— 4]

I_Pa—l
Ip.

Dans le cas d'un transfert de charge semi-rapide
Ip = 0,269 An”/2 D'/2Cg Kg V'/2

Dans le cas d'un transfert de charge lent (irréversible)

1 -
Ip = 0,299 An(an) /2 D,/?Cq V'/2

(11-1)
(11-2)
(11-3)
(11-4)
(11-5)
(11-6)

Ks: Constante de vitesse, a: Coefficient de transfert, D: Coefficient de diffusion (cm? s™), C:

Concentration, V: Vitesse de balayage (V s%), A: Aire de I'électrode (cm?), et n: Nombre

d'électrons.

[1.2.3. Criteresd'analyse et discrimination des différents systémes

L'étude des variations du courant et du potentiel en fonction de la vitesse de balayage

(Ip = f(VI/Z)) et (Ep = f(logV)) peut nous informer sur la nature de I'étape limitant du courant

mesurée sur le mécanisme a I'électrode.

» Silp= f(Vlfz) est une droite ; la réaction est régie par la diffusion pure.

. 1 o, , , R
= Silp=f\V /2) est une courbe de concavité tournée vers I'axe des courants; le processus a

I'électrode comporte un transfert de charge accompagné d’une adsorption; et dans le cas ou

la concavité est tournée vert I'axe des vitesses de balayage; le processus a I'électrode est

associé a une reéaction chimique.
» SiEp = f(logV) est une droite :
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a) de pente nulle; la réaction a I'électrode est rapide.

b) de pente différente de zéro et égale a —30an (mV); il s'agit d'un transfert de charge lent.

= Si Ep = f(logV)est une courbe et Ip = f(V1/2) est une droite; on affaire a des processus
semi — rapide.

Dans ce cas; on note que pour un processus régit par la diffusion; le courant de pic est proportionnel
a la concentration analytique de I'espece électroactive.
En électrochimie analytique et plus particulierement en voltampérométrie, il est important de
pouvoir interpréter les courbes courant-potentiel en fonction de la composition de la cellule
d’électrolyse. La loi de Faraday permet de relier la quantité de matiére électrolysée Ni(en mol) a la
quantité d’électricité Q(en Coulomb) avec F la constante de Faraday (F = 96485 C mol™) et n le

nombre d’électrons impliqués dans la réaction.

-0 -
N =— (11-7)
Le courant | étant la quantité d’électricité par unité de temps (t), la vitesse globale de réaction

electrochimique Vgjopale (mole s~ cm™? )peut &tre définie par la relation :

1 J
Vglohale T LFA _nF KaCr — KcCo (11-8)
Avec
J : la densité de courant. (A cm™);
A : Iaire de I’électrode de travail (cm?);
K, et K. : constant de vitesse (cm s™) et ;

Cg et Cq: concentration Red et Ox (mole cm™3).

11.2.4. Facteursinfluencant la vitesse delaréaction éectrochimique

Considérons une réaction électrochimique globale Ox + né U Red que I’on peut décomposer
en une série d’étapes a I’issue desquelles I’espéce dissoute Ox, est réduite en I’espéce Red « Figure
[1-4» En générale, le courant (ou la vitesse de la réaction électrochimique) dépend de la vitesse de
processus [3] tels que :

Le transfert électronique (transfert de charge) : c’est-a-dire le transfert des électrons de
I’électrode vers les espéces électroactives ou inversement. Décrit par la loi de Butler-
Volmer, ce phénomene implique que le courant évolue de fagcon exponentielle en fonction
de la surtension appliquée a I’électrode de travail. Il dépend de la nature de I’électrode de

travail.
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Le transfert de matiére : c’est-a-dire le transport des especes électroactives vers I’interface
électrode-¢lectrolyte. Ce transport a lieu par diffusion et il est décrit par les lois de Fick. Il
en découle que le courant est proportionnel a la concentration en solution de I’espece
électroactive si la couche de diffusion est d’épaisseur constante (régime de diffusion
stationnaire). En revanche, le courant décroit en t 2 dans le cas d’un régime de diffusion
naturelle (loi de Cottrell) car I’épaisseur de la couche de diffusion est variable [14].

Les réactions chimiques qui précédent ou suivent le transfert électrochimique, il peut
s’agir de processus homogenes tel que des protonations ou dimérisations ou de processus
hétérogénes tel que des décompositions catalytiques a la surface d’électrode.

D’autres réactions chimiques a la surface d’électrode, telle qu’adsorption, désorption ou

cristallisation (électrodéposition) [3].

Interface électrode-solution solution
Réactions | Transfert
o chimiques I de matiére
20 g ‘— H—
Electrode % & & (@) —  » Ospef —————p O solution
& |
Pe
N :
N o '
‘\\\}\\: O ads {)%5 :
% i
1
- \— Transfert I
§+ électroniques :
N i
35 |
&\ R ads .Z)ta I
%\ Sofb . I
ﬁ \"’% Réactions I
\%\ '1%,3(. R chimiques 'l
Dy —' c —b 2
£ o, — Rsurf .‘:— R solution
[

Figurell-4: Différentes étapes d’une réaction électrochimique générale [3].

[1.2.5. Application dela voltampérométrie cyclique dans le domaine de capteur chimique

La voltampérométrie cyclique s’applique avantageusement dans le domaine de capteurs
chimique car elle permet d’obtenir des informations sur les mécanismes mis en jeu [15], et aussi

pour fonctionnaliser la surface d’électrode de travail par électro-greffage (par exemple électro-
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greffage de sel de diazonium sur la surface d’électrode [16-18]. Cette technique non invasive qui ne
requiert pas d’instrumentation complexe permettant des applications courantes en laboratoire. Il est
possible d’employer cette technique non seulement pour caractériser le comportement et les
propriétés des différentes couches fonctionnalisées sur la surface d’électrode de travail, mais
également comme un moyen de transduction pour la détection des molécules cibles comme les

métaux lourds [19-21], le brome [22] I’hydrazine [23], les nitrites[24], et ainsi que le phénol [25].

[1.3. Spectroscopie d’impédance éectrochimique (SIE)

[1.3.1. Généralités

La technique de I'impédance électrochimique utilise un systéme de trois électrodes plongées
dans un électrolyte support placé dans la cellule électrochimique « Figure II-5». Les trois
électrodes sont reliées a un montage constitué de la chaine de mesure, Potentiostat. Ce dernier
permet d’imposer un potentiel entre I’électrode de référence et I’électrode de travail et de mesurer le
courant entre I’électrode de travail et I’électrode auxiliaire.

Le générateur de réponse en fréquence permet d’obtenir la forme sinusoidale du signal de
perturbation. La réponse a ce potentiel est un signal de courant alternatif qui sera analysé en
fonction du temps et des caractéristiques du signal appliqué (fréquence, amplitude,...). Le
traitement du signal de réponse par I’analyseur en fréquence permet d’obtenir les valeurs reelles et

imaginaires de I’impédance électrochimique du systéme.

Potentiostat

Contre Electrode

K

Electrode
de travail

Référence — |

Figurell-5: Schéma de principe d’un montage a trois électrodes.
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Cette technique non destructive adaptée a I’étude des propriétés électriques inter-faciales [3],
différents processus électrochimiques sont observés a I’interface métal/électrolyte en fonction de la
fréquence : le transfert de charge se produit a hautes frequences qui a lieu entre I’interface et le
métal defini comme un phénomene rapide, tandis que le transport de matiére a lieu a basses
fréquences qui a lieu entre I’interface et I’électrolyte, défini comme un phénoméne plutét lent.
L’interface est également le lien ou se retrouvent les produits de corrosion, des réactions chimiques

conduisant a I’adsorption et a la désorption de molécules au niveau de I’interface.

11.3.2. Théorie

La résistance électrique, c’est la capacité d'un élément a résister a la circulation du courant
électrique. La loi d'Ohm définit en termes de résistance : le rapport entre la tension E, et le courant
l.

R== (11-9)

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

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

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

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

Selon le vocabulaire et les notations normalisés par la Commission Electrotechnique
Internationale (CEI), I'impédance d’'un dip6le linéaire passif de bornes A et B est définie en régime
sinusoidal de courant et de tension par le quotient du nombre complexe image U, représentant la
tension entre les bornes, par le nombre complexe image |, représentant le courant électrique a

travers le dipole.
Z=7 enohms (W) (11-10)
Avec :

U en Volt.

| en Ampeére.
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En toute rigueur, il convient de faire la différence entre impédance et résistance : la résistance est
une grandeur réelle, alors que I’'impédance fait appel aux nombres complexes, comportant une
composante imaginaire.
Un nombre complexe est un ensemble de deux nombres réels a et b on écrit :

Z=a+ib(ou Z=a+jb) (11-11)
i est la partie imaginaire avec i = -1 ou i= vV—1
Le symbole habituellement utilisé en mathématique pour représenter un imaginaire pur et la lettre i.
Les nombres complexes, notés habituellement z, peuvent ainsi étre présentés de forme cartésienne
d’une maniere :

algébrique : z=x + iy

ou vectorielle : z = (X, y)

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

note Im(z) « Figurel1-6 ».

Im

» Re

Figure|1-6: Représentation d’'un nombre complexe dans I'espace a deux dimensions.
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[1.3.3. Equilibre du systeme

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

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

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

Les systémes électrochimiques étudiés n’étant genéralement ni linéaires, ni stables dans le temps,
un certain nombre de précautions s’impose. 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 « Figurell-7 ».

‘4 Courbe | = f(E)/
________________________ A
Iﬂ TRIENINEDS! PN, Aty JOU T BEy JONVE, S S )
Domaine de linéarité '
o
~ — ® -
Pl Eﬂ E

Figurel1-7: Schéma d’un systeme électrochimique non linéaire soumis & une perturbation

sinusoidale [26].
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Le signal d’excitation, exprimée en fonction du temps, est de la forme

E; = Ey sin(wt) (11-12)
ou E; est le potentiel au temps t, Eqgest I'amplitude du signal, et w est la fréquence radiale. La
relation entre la fréquence radiale o (exprimé en radians / seconde) et la fréquence f (exprimée en
hertz) est:

w = 2nf (11-13)
Dans un systéme linéaire, le signal de réponse, Iy, est décalé en phase (®) et possede une amplitude
différente de celle de Iy,

I; = Iy sin(wt + ¢) (11-14)
Une expression analogue a la loi d'Ohm permet de calculer l'impédance du systéme en tant que:

Epsin(wt) sin(wt)

Z= f_: = hanlati® D smlotid) (11-15)
Il est possible d’exprimer I'impédance en fonction complexe. Le potentiel est décrit comme :

E, = Ejexp(jot) (11-16)
Et la réponse de courant :

I, = Iy exp(jot — ¢) (11-17)
L'impédance est alors représentée par un nombre complexe [26],

Ziw) = % = Z, exp(jop) = Zy(cos ¢p + | sing) (11-18)

I1.3.4. Impédance de différents phénoménes pouvant se produire a I’interface
électrode/dlectrolyte

Lors de la mise en contact d’une électrode et d’un électrolyte, différents phénoménes
physiques et physico-chimiques s’amorcent, chacun suivant sa propre cinétique, et conduisent le
systéme vers un équilibre thermodynamique.

Ces phénomenes vont dépendre en partie du potentiel de surface de I’électrode et de celui
présent au sein de la solution.

Ceci a pour conséquence de créer une variation de potentiel et de courant dans I’électrolyte,
qui conduit au concept de chute ohmique. La chute ohmique est classiqguement décrite comme étant

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

Zg,(0) = R, (11-19)

11.3.4.1. Impédance de la double couche

Un autre phénomene observé a I’interface électrode/électrolyte est la formation d’une double
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couche d’ions [28]. L’application d’une perturbation sinusoidale lors de la mesure d’impédance
entraine la charge et la décharge de cette couche qui se comporte alors comme un condensateur
électrique. La réponse de cette double couche génére d’un courant I4c qui dépend de la fréquence de
perturbation. Ce type de processus peut étre genéralise 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 1’équation [26] :

Zo() = —jwic Avec, C = esnf (11-20)

Ou
C : est la capacité de la double couche,
o : La pulsation en [rad s] (avec w = 2mtf ou fest la fréquence du signal en Hertz)
€ . La permittivité relative du diélectrique,
€p . La permittivite diélectrique du vide,

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

11.3.4.2. Résistance detransfert de charge Ryc

L’ impédance électrochimique traduit la contribution électrochimique du systeme a la réponse
électrique observée [29], elle comprend toujours une résistance au transfert d’ions et d’électrons

impliguée dans la dissolution, appelée résistance de transfert de charge Ry,

11.3.4.3. Représentation traditionnelle des données

Habituellement, il existe deux modes de représentation des diagrammes d’impédance
électrochimique. lls peuvent étre tracés en coordonnées cartésiennes dans le plan complexe de
Nyquist en placant les valeurs Re(Z) en abscisse et —Im(Z) en ordonnée. La représentation de Bode
est I’autre représentation classique pour visualiser les diagrammes. Dans ce cas, le module de
I’impédance |Z| (représenté en échelle logarithmique) et le déphasage @ sont tracés en fonction de la
fréquence, elle aussi représentée en échelle logarithmique. Ces deux visions différents d’un méme
résultat ne sont pas en compétition, elles sont complémentaires ; chacune d’entre-elles montre un
aspect particulier du diagramme d’impédance. La représentation de Nyquist permet de voir les
différentes « boucles et droites » du diagramme, mais masque les résultats a haute fréquence alors
que la représentation de Bode offre la vision compléte du domaine de fréquence, tout en étant moins

parlant pour identifier certains phénomenes caractéristiques [26] « Figurell-8 ».
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Partie imaginaire f décroissonte
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Figurell-8: Représentation graphique des diagrammes :(a) de Nyquist, et (b) de Bode.

11.3.4.4. Schémas éectriques équivalents

L’ impédance d’un systeme électrochimique, quel qu’il soit, peut étre assimilée, par analogie,
a une impédance électrique. Chaque phénoméne physico-chimique se déroulant a I’interface
électrode de travail/électrolyte peut étre modélisé par un composant électrique (résistance,
condensateur, bobine, etc....) placé en série ou en paralléle avec d’autres composants, constituant
un circuit électrique équivalent. Ces circuits permettent d’ajuster les spectres d’impédance
expérimentaux et d’extraire les parametres (résistance R, capacité C, inductance L) associés aux
phénomeénes physico-chimiques observés [30].

Dans la construction de ces circuits électriques équivalents, certains composants utilisés sont
identiques a de véritables composants électriques, comme la résistance R, la capacite C ou méme
I’inductance L dont I’'impédance est donnée par la relation suivante :

Z; = jLw (11-21)
Qui peut servir dans le cadre d’impédance mesurée sur des systéemes complexes (batteries par
exemple) [31].
D’autres composants sont spécifiques aux processus electrochimiques comme I’impédance de
Warburg, qui caractérise les phénomeénes de transport de matiere (diffusion), qui apparait lorsque le
porteur de charge diffuse a travers un matériau.
La diffusion des espéces dans une solution d’électrolyte est un phénomene lent, donc mesurable a
basse frequence. Pour une perturbation sinusoidale du potentiel, le phénomene de diffusion se
traduit par I’intervention d’une résistance au transfert de matiere et dont I’expression en fonction de

la fréquence angulaire est :

_ . g _ Wao )
ZW—V—G—IE Ou ZW—W (”22)

ou o désigne le coefficient de Warburg. L’ impédance de Warburg est représentée dans le plan
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complexe, par une droite & 45° des axes « Figure|1-9 ».
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Figurell-9: Impédance du circuit équivalent de Randles: cas d’une couche de diffusion [32].

[1.3.5. Application de la spectroscopie d’impédance électrochimique

La spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE) est la catégorie de la spectroscopie
d’impédance qui a été largement utilisée dans de nombreux domaines de I’électrochimique, par
exemple, pour étudier la cinétique des réactions aux électrodes, la double couche, les batteries, la
corrosion, I’électrochimie a I’état solide.

La SIE s’est montrée comme une technique intéressante pour la caractérisation, I’analyse et I’étude
des piles a combustible [33], I’électrodeposition [34], les batteries [35, 36], et les phénomenes de
corrosion [37]. Elle a été largement utilisée comme un outil pour étudier la cinétique d’électrode,
les polymeéres conducteurs, les semi-conducteurs, les tissus d’origine animale et végétale, et le
matériel en général [38].

Gréace a sa grande sensibilité pour sonder les propriétés interraciales d’une surface d’électrode et sa
capacité pour la caractérisation des interfaces électrode/électrolyte, la SIE a été largement appliquée
aux biocapteurs aux cours des derniéres années [39- 44].

En plus, de surveiller I’effet du processus de reconnaissance, la spectroscopie d’impédance
électrochimique est une méthode utile pour rechercher I’état de la surface de I’électrode apres
modification [45-47]. Il s’agit d’un pas important dans le développement de différents types de
capteurs électrochimiques basés sur des couches polymériques sur des surfaces de matériaux
conducteurs [48-54].

61



CHAPITRE I TECHNIQUES D’ANALYSES ELECTROCHIMIQUES

[1.4. Voltampérométrie différentielle a onde carrée (SWV)

La Voltampérométrie a onde carrée (SWV), est basée sur la variation de potentiel, appliqué a
I’électrode de travail, en fonction du temps, est constitué d’un escalier de potentiel, sur les marches
duquel une impulsion de potentiel de période T= (1 /f) (typiquement la fréquence f), et d’amplitude
constante AE.

Le signal mesuré est la différence Al = I; - It entre les courants mesurés a la fin de chaque montant,
Ic (courant capacitif a t;) et pulse descendant de I’onde carrée, Is (courant faradique a t,) voire
«figurell-10 ».

Le principal avantage de la voltampérométrie a onde carrée est permet de varier le potentiel a des
vitesses de balayage beaucoup plus élevées (de I’ordre de 0.5 V s ) et ainsi d’améliorer la
sensibilité avec des limites de détection tres faibles, en prenant avantage des réponses. Non
seulement par la réduction du temps d’analyse (un voltammogramme peut étre enregistré en
guelques secondes), mais également par une augmentation du rapport (l¢ / I;). En effet, aprés une
variation instantanée de potentiel, la décroissance du courant capacitif a lieu plus rapidement que la

décroissance du courant faradique.
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Figurell-10: Variation de potentiel en fonction du temps d’un voltammogramme a onde carrée
[55].
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Figurell-11: Voltammogramme a onde carrée pour un systéme réversible, I, Ir et Al représentent
respectivement, le courant aller (A), le courant retour (B) et le rapport entre les deux courants I, It
(C) [55].

Dans le cas d’un systéeme réversible, le courant différentiel dIp est proportionnel a la

concentration des analytes correspondants selon 1’équation (11-23) :

D nFﬂE) (| |_23)

1-1
olp = nFCm Tt Avec f)2 = exp Py

Avec

8Ip : Le courant différentiel (A) ;

C: La concentration de I’espéce électroactive (mol m?) ;
D: Le coefficient de diffusion (m2s™) ;

AE : L’amplitude du signal carré (V).

Dans le domaine de fréquences ou le systeme peut étre considéré comme réversible (3l
proportionnel a la concentration des analytes) et pour de faibles amplitudes de potentiel, la courbe
obtenue présentée en « Figure 11-11(C) » a une forme gaussienne et la largeur a mi-hauteur du pic

Wy, est définie par la relation suivante :
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RT
Wy, =352— (11-24)

A partir de cette mesure réalisée sur un pic isolé, il est possible de déterminer le nombre d’électrons
échangés au cours de la réaction électrochimique dune maniere plus précise quen

voltampérométrie cyclique [55].

[1.4.1. Application dela voltampérométrie différentielle a onde carrée

La voltampérométrie a onde carrée (SWV) a été utilisée pour la caractérisation
électrochimique. Elle est une méthode rapide, précise et rentable, cette technique est tres
importante pour la détection sélective et sensible des ions du Zinc dans des échantillons réels: des
échantillons deau [56, 57], des extraits de cendres volantes et des eaux minérales [58], de I'eau
miniere [59], des repas [60], des eaux usées [61,62], de I'eau, des aliments et des échantillons
pharmaceutiques [63].

I1.5. Conclusion

Dans ce chapitre nous nous sommes consacrés a détailler les techniques électrochimiques
d’analyse. Ces techniques offrent I’avantage d’étre rapides, sensibles et faciles a mettre en ceuvre,
elles peuvent étre divisées en plusieurs catégories en fonction du parametre qui est controlé et de
celui qui est mesuré, seules les techniques qui ont été utilisées sont détaillées. En I'occurrence, la
spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE), la voltampérométrie cycliqgue (VC) et la
voltampérométrie différentielle a onde carrée (SWV). La principale propriété de la VC est sa
capacité a donner des informations qualitatives sur une réaction d’oxydo-réduction produisant a
I'interface de I'électrode. SIE a été largement utilisée pour étudier la cinétique des réactions aux
électrodes, elle est fréquemment utilisée pour la détermination des parameétres de transfert de charge
et les études de structure du double couche, les propriétés interfaciales d’une surface d’électrode et
sa capacité pour la caractérisation des interfaces électrode/électrolyte. Elle est une methode utile
pour rechercher I’état de la surface de I’électrode aprés modification. La SWV a été utilisée pour la
caractériser électrochimiquement les surfaces des (bios) capteurs. Elle est rapide, précise et
rentable, et trés importante pour la détection sélective et sensible des ions du Zinc dans des
échantillons des eaux de surface et des eaux de mer. Le principal avantage de la SWV est de permet
la variation du potentiel a des vitesses de balayage beaucoup plus élevées et ainsi d’améliorer la
sensibilité avec des limites de détection tres faibles, en prenant avantage des réponses.
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CHAPITRE .111

ELABORATION D’'UNE NOUVELLE ELECTRODE
SELECTIVE A BASE D’'EDTA APPLIQUEE A LA
DETECTION DES IONS DE ZINC DANS LES
MATRICES REELLES D’ANNABA

I11.1. Introduction

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéresses a I’élaboration d’un nouveau capteur
électrochimique basé sur une électrode de carbone vitreux (CV) modifiée pour la détection des ions
de Zinc. Pour cette raison, le 4 para —nitrobenzéne de diazonium (P-NBD), 4-Nitrophényle (NP), 4-
Aminophényle (AP) et I'éthylene diamine tétra acétique (EDTA) ont été successivement déposés
électrochimiquement sur la surface d’électrode de carbone vitreux (CV). La spectroscopie
d'impédance électrochimique (SIE), la voltampérométrie cyclique (VC), et la voltampérométrie a
onde carrée (SWV) ont été utilisées pour la caractérisation du capteur sélectif élaboré.

La sensibilité et la sélectivité du nouveau capteur élaboré pour la détection du Zinc ont été
étudiées et testées dans des solutions aqueuses et dans des matrices réelles de la ville d’Annaba.
En plus du Zinc, trois métaux lourds ont été utilisés pour les mesures d’interférence (le Cuivre, le

Plomb et le Cadmium).

[11.2. Procédure expérimental

[11.2.1. Matériel électrochimique

Les mesures électrochimiques réalisées au cours de ce travail font appel a un montage
potentiostatique a trois électrodes « Figure I11-1 ». Il comprend une électrode de travail, qui est un
siege des réactions électrochimiques étudiées, une électrode auxiliaire, qui ferme le circuit

électrique, et une électrode de référence, qui permet de contrdler et mesurer a chaque instant le
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potentiel de I’électrode de travail. Pour toutes les mesures électrochimiques réalisées, nous avons
utilisé une cellule électrochimique, thermostatée et & double paroi. Ces mesures ont été effectuées a
I’aide d’un EC-Lab SP-300 avec un systeme a trois électrodes classiques a I'intérieur d’une cage de
Faraday a la température ambiante: une électrode CV modifiée qui a été utilisé en tant qu’électrode
de travail, un fil de platine comme contre électrode et une électrode au calomel saturé (ECS)

comme étant I’électrode de référence.

Vol e

G

®

Figurelll-1: Montage expérimental potentiostatique a trois électrodes.

[11.2.2. Méhodes éectrochimiques

Les électrodes modifiées ont été caractérisées par plusieurs techniques électrochimiques,
telles que : la spectroscopie d'impédance électrochimique (SIE), la voltampérométrie cyclique
(VC), et la voltampérométrie a onde carrée (SWV).

La spectroscopie d'impédance électrochimique permet d'obtenir des informations sur I'état de
la charge des groupements greffés a la surface de I'électrode. Les mesures d’impédance sont
effectuées a la température ambiante. La gamme de fréquence était de 100 mHz a 100 kHz et
I’amplitude du voltage sinusoidal était de 10 mV. Toutes ces mesures ont été effectuées au potentiel
en circuit ouvert dans une solution aqueuse de 0,1 M KCI contenant un couple redox de
ferrocyanure / potassium (5mM [Fe(CN)g]*™ /0,1 M KCI) ajustée & pH 7 par une solution de KOH
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1 M. Le logiciel Zview a été utilisé pour I’analyse des données de la spectroscopie d’impédance
électrochimique.

La voltampérométrie cyclique a été utilisée au cours de ces expériences a fin de réaliser des
couches greffées sur I’électrode de carbone vitreux et le contréler des processus qui se produisent
sur les surfaces des electrodes modifiées. Elle permet d’obtenir des informations caractéristiques sur
les mécanismes mis en jeu. La plage de potentiel utilisée pour I’électro-greffage du sel de
diazonium sur la surface de I’électrode de carbone vitreux est situe entre 0,6 et -0,4 V. La
modification par réduction des groupements Nitrophényles en groupements Aminophényles sur le
carbone vitreux est situe entre 0,4 et -1,25 V. Une vitesse de balayage de potentiel de 100 mV s™ a
été utilisée pour les deux processus d’oxydation et de réduction.

Les mesures de la voltampérométrie a onde carrée ont été utilisées pour caractériser la
sensibilité des capteurs élaborés et étudier I’effet du pH de I’électrolyte support. La plage de
potentiel utilisée se situe entre -0,2 et 0,5V avec une vitesse de balayage de 100 mV s™. Selon Ia
valeur du pH deux électrolytes support ont été utilisés : un mélange acétate de sodium / acide
acétique a pH 4,5 et une solution de PBS a pH 7,0.

[11.2.3. Préparation de I’électrode de carbone vitreux

Avant toute manipulation électrochimique, I’électrode de travail est polie, nettoyée et rincée.
Le protocole de préparation est décrit comme suit :
Polissage primaire
La premiere étape de préparation de I’électrode de carbone vitreux consiste & un polissage
abrasif utilisant du Carbure de Silicium (SiC), qui permet un renouvellement complet et efficace de
la surface de I’électrode.
Réduction desirrégularitésde la surface d’électrode
Afin de réduire les irrégularités de la surface causées par la premiére étape de polissage, un
second polissage avec des suspensions diamantées de granulométrie décroissante. Ce protocole
permet d’obtenir une surface plane avec un effet miroir. L’électrode est ensuite rincée
successivement a I’eau Milli-Q puis passée aux ultrasons dans une solution d’éthanol, pour éliminer
les particules de diamant ou d’impureté de la surface de I’électrode. Les protocoles de polissage et

de ringage sont reportés dans le « Tableau I11-1 ».

73



CHAPITRE 111 EL ABORATION D’UNE NOUVEL LE ELECTRODE SELECTIVE A BASE D’EDTA APPLIQUEE A
LA DETECTION DESIONSDE ZINC DANSLESMATRICESREELLES D’ ANNABA

Tableau I11-1: Protocole de polissage et ringage d’une électrode de carbone vitreux [1].

Polissage Tapis : Carbure de silicium (SiC) P1200 15um / t=10s / H,O / r=100rpm

Tapis: Pres PAD TOP @250/ t=60s/ Suspension diamantée Presi 9um / r=400 tr.min™*

Tapis: Prest PAD RAM @250/ t=60s/ Suspension diamantée Pres 34m/ r=300 tr.min™*

Tapis: Pres PAD RAM @250/ t=60s/ Suspension diamantée Presi 1um/ r=200 tr.min™*

Tapis: Pres PAD NT @250/ t=60s/ Suspension diamantée Presi 1/44m / r=100 tr.min™*

Rincage H,0 Milli-Q + EtOH

Ultrasons 5min dans EtOH

x3
Lavage H,O Milli-Q + EtOH

Lavage H,O Milli-Q

[11.2.4. Synthése du sel de diazonium

Les sels de diazonium aromatiques ont été decouverts en 1858 par Johann Peter Griess (1828-
1886) [2] et leur usage en synthése s’est rapidement démocratisé [3-5]. Ils sont communément
prépares a partir de I’arylamine correspondante en présence d’une source de Nitrite [6-11].

Lorsque la réaction est effectuée en milieu aqueux, le sel de diazonium est généralement

prépare en employant le Nitrite de Sodium en milieu acide fort « Figurel11-2 » [12-17].

o;\l@mg o, T

4-nitroaniline nitrobenzene de diazonium

Figurell1-2: Réaction de Synthése du sel : Nitrobenzéne de Diazonium [18].

Dans un ballon Bicol de 500ml, on met une solution aqueuse de HCI de concentration 0,1
M dans laquelle on dissout 2 g de Nitroaniline sous agitation. Apres quelques minutes
d’agitation, la solution change de couleur et devient jaune.

1,5 g de Nitrite de Sodium NaNO; est dissout dans 12 ml d’eau distillée. Ensuite, la

solution est introduite dans une ampoule a décanter.
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Pour favoriser une tempeérature inférieure a 4°C, on met le ballon qui contenant la solution
de Nitroaniline sous agitation dans un bain glacé composé d’eau, de morceaux de glace
broyé et de NaCl.

Apres, la solution aqueuse de Nitrite de Sodium est ajoutée goute a goute a la solution de
Nitroaniline. La couleur du mélange devient marron. Le sel de diazonium synthétisé est
stocké a I’obscurité entre 8 4 ° C.

I11.2.5. Modification dela surface de I’électrode de carbone vitreux

Les mesures électrochimiques ont eté effectuees en utilisant un EC-Lab SP-300 avec un
systeme de cellule électrochimique contenant trois électrodes « Figurell1-1 ».
a) Déposition éectrochimique de 4-nitrophenyl et 4-aminophenyl

L ¢electrode de carbone vitreux a éte immergée dans une solution de sel de diazonium de 0,1M.

——CV-NBD

Courant, | / pA

04 0,2 0,0 0,2 04 0,6
Potentid, E /V

Figurelll-3: Voltampérogramme cyclique d’'une électrode de carbone vitreux greffée avec

nitrobenzeéne de diazonium.
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La réduction du nitrobenzene de diazonium sur la surface d’électrode de carbone vitreux (CV)
a été réalisée par voltampérométrie cyclique entre 0,6 et -0,4 V pendant un cycle. La vitesse de
balayage de potentiel est fixée & 100 mV s™.

Lors du balayage en potentiel, un pic en réduction est visible a 0,25 V voir « Figure I11-3 ».
Ce pic est attribué a la formation d’un radical aryle.

Aprés I’attachement des Nitrophenyles, I’électrode modifiée a été ensuite rincée a I’eau
distillée et transférée dans une solution de KCI de concentration 0,1 M. Cing cycles de balayage en
potentiel ont été réalisés entre 0,4 et -1,25 V, pour réduire les groupements Nitro (NO,) en

groupements Amine (NH,) des cycles phényles attachés a la surface de I’électrode de CV « Figure
111-4»,

14 -12 -10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06
Patentid, E/V

Figurelll-4: Voltampérogramme cyclique & 100 mVs ™ de réduction des groupements Nitro

(NO,) sur la surface d’électrode de CV dans une 0,1M de KCL.
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La modification de la surface de I’électrode de carbone vitreux et la réduction du groupement

Nitrophényle en groupement Amine (NH;) ont été présentées sur la « Figurel11-5».

, _
CV  NP-CV
+4 e
— NG, - — NHOH
0.1M HCl
cV CV' apcv
+t2 € N
— NHOH - 3 — NH,
0.1M HCl
cy APCV CV  AP-CV

Figurelll-5: Réduction de groupements Nitro (NO;) en groupements Amine (NH,) sur la surface
d’électrode de carbone vitreux (AP-CV) [18].

b) Modification del'éectrode AP-CV par I'EDTA

Pour attacher par une liaison covalente les groupes COOH activés de I'EDTA, avec le
groupement Amine (NH;) sur sa surface, I’électrode modifiée AP-CV est immergée pendant 12
heures dans une solution de PBS contenant 0,1 M d'EDC et 0,01 M d'EDTA a pH 7[19] « Figure
[11-6 ». Les méthodes de voltampérométrie cyclique et d’impédance ont été utilisées pour les
analyses de caractérisation électrochimique des surfaces des: électrodes de carbone vitreux
modifiées (NP-CV, AP-CV, et EDTA-CV) et nue, en présence d’une solution de 5 mM [Fe(CN)e] *
10,1 M KCI. Les spectres d’analyse électrochimique pour les électrodes de carbone nue et
modifiées sont représentés aux « Figurelll-7» et « Figurelll-8 ».
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CH,

Réduction électrochimique
\ — NO2 ol — NO2

|
Z
RS
|
Z
I\)I

\

EDTA+EDC A\
— NO, - — NO, OH
OH

—/

iy AP-CV cv EDTACV /7 oK

Figurelll-6: Dépot électrochimique d’EDTA sur la surface d’électrode de carbone vitreux [18].

I11.3. Résultats et discussions

[11.3.1. Caractérisation de la surface de CV-EDTA par VC et SIE

La «Figure Ill1-4» présente la réduction irréversible du groupement Nitrophenyl en
groupement Aminophényl. Au premier cycle, un pic de réduction irréversible est visible a -0,94 V.
Ce pic est attribué a la réduction du groupement Nitro (NO;) en groupement Amine (NH,) et
disparait lors du second cycle. Ces observations confirment la modification de la surface d’électrode
NP-CV par le greffage du groupement amine (NH,) [20]. Cette réduction se fait avec un transfert
de 6 électrons [21-23].

L électroactivité du couple [Fe(CN)e]3"4'

a éte étudiée par voltampérométrie cyclique entre —

0,2 V et 0,6 V sur deux électrodes de CV nue et modifiées, dans une solution aqueuse de 0,1 M KCI
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en présence du couple redox [Fe(CN)e]*"* (5/5 mM) a pH 7.

La « Figure I11-7» montre les voltampérogrammes cycliques de ferricyanure de : (a) CV nue, (b)
NP-CV, (c) AP-CV et (d) EDTA-CV. Sur I’¢électrode nue, les pics en oxydation et en réduction de
[Fe(CN)g]*™ sont visibles & 0,22 V et 0,13 V, respectivement. On constate que I’intensité de ces
pics diminue de facon importante sur les électrodes modifiées. Cela montre que la surface est
partiellement bloquée par les couches greffées et le succés de greffage de la couche d'EDTA sur la
surface d’électrode de CV [18].

120

10§

&

Courant, | / pA

02 00 02 04 06
Potentid, E /V

Figurelll-7: Voltampérogrammes cycliques des électrodes de: (a) CV nue, (b) NP-CV, (c) AP-
CV et (d) EDTA-CV, dans une solution de 5 mM [Fe(CN)s]*"* /0,1 M KCI , vitesse de 100mVs ™.

L'effet de blocage des couches greffées sur I'électrode de carbone vitreux a aussi été évalué
par spectroscopie d'impédance électrochimique dans une solution aqueuse de 0,1 M KCI de en
présence du couple redox [Fe(CN)g]*™ (5/5 mM) a pH 7.
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Lorsqu’une électrode est en contact avec un électrolyte, le phénomeéne d'impédance prend naissance.
La mesure de la résistance de transfert de charge se fait a partir de la détermination du diametre du
demi-cercle obtenu lors du tracé, dans les domaines de hautes fréquences [24].

La « Figure I11-8» montre le diagramme de Nyquist pour une électrode non modifiée et des
électrodes modifiées : NP-CV, AP-CV et EDTA-CV. Pour I'électrode de carbone vitreux nue, la
résistance au transfert de charge (R¢) mesurée a partir du diametre du demi-cercle est de 90 Q.
Cette faible valeur de la résistance s'explique par la facilité du transfert électronique qui existe entre
la surface de I'électrode de carbone vitreux nue et le couple redox ferro/ferricyanure.

Le diagramme de Nyquist obtenu pour I’électrode modifiee EDTA-CV montre une valeur de
résistance de transfert de charge de 8 kQ. Déterminée a partir du diametre du demi-cercle. Cela
représente une croissance significative a comparer a la valeur obtenue pour I’électrode CV nue. Ce
qui suggere que la couche (EDTA-CV) montre une capacité de blocage de réaction de transfert
d'électrons de ferro/ferricyanure plus élevée [18]. Le diagramme de Nyquist obtenu pour I’électrode
NP-CV un petit demi-cercle dans la région des hautes fréquences, qui correspond au circuit
constitué de valeur plus faible de la résistance de transfert de charge que celle obtenue pour
I’électrode modifiée (NP-CV). Cette diminution est probablement due a la protonation des groupes
amines de la surface de I’electrode modifiée (AP-CV) qui permet de donner une charge globale
positive, cette charge attire les anions de ferricyanure [25].

Ces valeurs obtenues par SIE sont en parfait accord avec les résultats obtenus par voltampérométrie
cyclique indiquée sur la « Figure I11-7». Les sources de I'effet du blocage des couches greffées
sont multiples. Il peut s'agir du réle de barriere physique de la couche greffée qui empéche le
transfert électronique entre la surface de I'électrode et la sonde électrochimique [Fe(CN)e]*™* et de
la répulsion électrostatique entre le groupement terminal des composés greffés (NP, AP et EDTA)
et la sonde électrochimique.

Le diagramme de Nyquist correspondant & un circuit de Randles [26] est représenté dans la «
Figure I11-8», Ce circuit comprend également la résistance de transfert des charge impliquée dans
la dissolution (Rc), ainsi que la résistance de I’electrolyte (Rs), qui représente la chute ohmique dans
I'électrolyte entre I’électrode de travail et de référence lorsqu'un courant passe. Notons que CPE et
Rt sont introduites en paralléle pour rendre compte du fait que le courant total traversant I'interface
est la somme des contributions distinctes du processus faradique (courant faradique qui correspond

au transfert d’électrons a travers I’interface di aux réactions électrochimiques) et de la charge de
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double couche (courant capacitif qui est d0 a la modification de la répartition des charges
électriques a l'interface)[27].

3500
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Figurelll-8: Diagramme de Nyquist des électrodes de: (a) CV nue, (b) NP-CV, (c) AP-CV et (d)
EDTA-CV. dans une solution de 5 mM [Fe(CN)s]*"* /0,1 M KCI, avec une gamme de fréquences
100 mHz -100 kHz.

[11.3.2. Effet du pH del'éectrolyte support

L'effet du pH sur la réponse du capteur élaboré EDTA-CV a éte etudié par la
voltampérométrie a onde carrée (SWV) en utilisant deux électrolytes support (acide acétate / acide
acétique a pH 4,5 et PBS a pH 7) avec une large gamme de concentrations des ions de Zinc de 2,5
10124 1,98 10% g L™. Les figures « FigureIl1-9 » et « Figure111-10 » montrent que l'intensité
maximale du courant (Ip) varie entre 869,5 a 479,4 uA a pH 4,5 et de 537,8 2 309,9 pA a pH 7. On
remarque que le potentiel maximal change légérement avec le changement du pH (de 0,01 a 0,09V)

et que I’intensité du courant diminue avec l'augmentation du pH. Ceci peut étre expliqué par une

81



CHAPITRE 111 EL ABORATION D’UNE NOUVEL LE ELECTRODE SELECTIVE A BASE D’EDTA APPLIQUEE A
LA DETECTION DESIONSDE ZINC DANSLESMATRICESREELLES D’ ANNABA

faible capacité d'adsorption de métaux lourds tels que le Zinc a cause de la concurrence entre les
groupements fonctionnels de chélate et H * sur les mémes sites de complexation en milieu acide. En
outre, selon I'équation de Nernst, lorsque le pH diminue le potentiel du couple redox et I’intensité
maximale rendent plus positive et plus intensive [28]. En plus, les métaux lourds sont généralement
plus solubles et plus mobiles a pH acide qu'a des pH basiques En milieu acide, ils se trouvent sous
forme d'ions libres, alors qu'une augmentation progressive du pH (donc des concentrations en ions
hydroxyles) provoque la formation de complexes métalliques hydroxylés dans I’ordre suivant :
Mt  MOH*, M(OH),, M(OH)3 et M(OH);™ (M**représentant des cations divalents tels que
Zn*, Pb*" et Cd*" ). La spéciation des métaux peut également changer considérablement avec une
augmentation du pH et en présence de certains anions. Par exemple, le Carbonate et le Sulfate, qui
sont omniprésents dans I’environnement, précipitent les métaux lourds a des pH alcalins les rendant
ainsi indisponibles aux organismes. Par ailleurs, des composés organiques chargés négativement en
milieu alcalin peuvent également renforcer la complexation des cations métalliques environnants
[29]. Ces résultats indiquent clairement que le pH de tampon utilisé a un effet sur la sensibilité de

détection de capteur électrochimique élaboré.
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Figurell1-9: Courbes de SWV de sensibilité de capteur EDTA-CV aux ions Zn**de concertations
variées entre 2,5E-12 4 1,98 E-07 g L™ dans une solution tampon composée : (a)d’acétate et d’acide
acétique a pH 4,5 et (b) PBS a pH 7.
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Figurelll-10: Intensité maximale de courant des courbes de SWV en fonction de la concentration
de Zn?* (2,5 E-12 41,98 E-07 g L™) dans une solution tampon composée : (a)d’acétate et d’acide
acetiqgue apH 4,5 et (b) PBSapH 7.

[11.3.3. Sensibilité et limite de détection du capteur

La sensibilité du capteur EDTA-CV aux ions du Zinc a été étudiée en utilisant la méthode de
SWV dans une solution de tampon composée d’acétate et d’acide acétique a pH 4,5, les

concentrations du Zn?* variées entre 2,5x10%31,98x10°" g L™.

La limite de détection (LOD) du capteur EDTA-CV a été comparée avec d’autres valeurs

recueillies dans la littérature « Tableau 111.2 ».

La «Figurelll.11» montre que notre capteur présente une meilleure LOD, par rapport a
celles rapportées dans les références [30-32], d'environ 3,74x10™g L™ avec une large zone de
linéarité entre 2,50 102 et 3,74x10™*g L™, et un facteur de corrélation R?=0,995.
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Figurell1-11 : Courbes de calibration du capteur. Détection des ions Zn** & différentes

concentration dans une solution tampon composee d’acétate et d’acide acétique a pH 4,5.

Tableau I11-2 : Performances de quelques capteurs chimiques pour la détection du Zinc.

Capteur Linéarité Limit de detection Référence
ClgL™ LOD/gL™
1 1,00x10" & 2,20x10™ 3,40x10° [30]
2 3,33x10™4 3,00x10°® 3,06x107 [31]
3 1,50x10° & 1,00x1072 2,55x10° [32]
EDTA-CV 2,50x10? 4 3,74x10™ 3,74x10™ Ce travail

111.3.4. Etude de |la sélectivité du capteur de zinc

La sélectivité est un facteur important pour un capteur sensible au zinc, elle est définie comme

I'aptitude du capteur EDTA-CV a reconnaitre les ions du Zinc parmi les autres ions de métaux
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lourds tel que Cd?*, Cu®* et Pb?*, et & donner un signal quantitatif non-perturbé.

En effet, la réponse du capteur aux ions Zn®*, Cd**, Cu®* et Pb®* a été étudiée par la méthode SWV.

Des solutions des ions de Zinc et des cations interférents ont été préparées sur une large gamme de

concentration de 2,5x10™? & 1,98x10" g L, dans des solutions tampon d'acétate de sodium / acide

acetique s a pH 4,5 et sous agitation.
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Figurell1-12 : Courbes de SWV de sensibilité de capteur EDTA-CV aux ions : @) Zn**, b) Pb**, c)
Cu?*et d) Cd?*, de concertations variées entre 2,5E-12 & 1,98 E-07 g L™, dans une solution tampon

composée d’acétate et d’acide acétique a pH 4,5.
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On observe sur les figures « Figurelll-12» et «Figurelll-13» une diminution de I’intensité
maximale du courant de réduction lorsque les concentrations de Zn®* et Pb** augmentent de 2,50x
102 g L™ 4 1,98x10%g L™, et une stabilisation de I’intensité maximale du courant s’observe avec
l'augmentation des concentrations de Cu®** et Cd®*. La «Figurelll-14» montre les courbes
d'étalonnage de SWV du capteur EDTA-CV pour les ions de Zinc, Cadmium, Cuivre et Plomb
obtenus a partir des réponses ampérométriques. La régression linéaire de ces courbes donne les
équations suivantes:
| 20= - 229,690 Czo— 1792,641 R*=0,995

lpp = - 130,960 Cpp — 866,429 R*=0,941

Une réponse élevée a été obtenue pour Zn** en comparaison avec
celles obtenues pour Cd?*, Cu®* et Pb® *. De ce fait, on peut conclure que ce capteur de carbone

vitreux a base d’EDTA est sensible et sélectif aux ions Zn?*.

—a—Z7INC
1400 - —a— CUIVRE
) —&— CADMIUM
—v— PLOMB
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Z i
T 8004
8 600 - ° o
O T —— —3
400 - A A
i v v
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000E+000 500E-008 100E-007 150E-007  2,00E-007
Concentration de Zn(l1) et desionsinterférents, [M 2+] /gL
Figurelll-13: Intensité maximale de courant des courbes de SWV en fonction de concentration

de zn*, Cu®*, Pb?* et Cd*", dans une solution tampon composée d’acétate et d’acide acétique a
bH 4.5,
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Figurell1-14 : Courbes d'étalonnage de SWV du capteur EDTA-CV pour les ions: Zn**, Cu®*,

Pb** et Cd**, dans une solution tampon composée d’acétate et d’acide acétique a pH 4,5.

[11.3.5. Application du capteur EDTA-CV al'analyserédlle

Le capteur EDTA-CV sélectif aux ions du Zinc a été utilisé pour tester les échantillons des
eaux de surface et des eaux de mer, prélevés dans la région d’Annaba qui représente une zone d'eau
de contamination importante par le Zinc. Trois sites ont éte étudiés (Port d'Annaba, Oued
Seybouse, et Sidi-Salem) voire la « Figure I11-15 ».

= Zones d’étude

Station (E1) «Port» : localisée a I’entrée du deuxieme bassin, a proximité d’une région fortement
industrialisée et urbanisée (I’ensemble des rejets industriels de I’usine de la Belle) ;

Station (E2) «Oued Seybouse»: elle est située a proximité de la fin d’embouchure de I’oued
Seybouse et de I’ensemble des rejets industriels (émissaire d’usine de fabrication de fertilisants) et
urbains (émissaire du «Bejimax qui draine toute la plaine Ouest de la ville d’Annaba);

Station (E3) «Sidi Salem»: Cette station, se situe a proximité d’une région fortement industrialisée
et urbanisée ; elle se trouve a 500 meétres de la décharge vers I’Est, a 1000 meétres de I’embouchure

de I’oued Seybouse qui charrie des eaux usees de plusieurs usines, et a 1500 metres des cuves de
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stockages de carburants et de I’usine Fertial, et & 2000 métres du Port ou se trouve une grande

centrale thermique.
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Figurel11-15 : Position géographique des sites d’échantillonnage.

Les échantillons d’eau ont été obtenus a partir des zones sélectionnées« Figure l11. 15 », puis
les concentrations initiales des ions du Zinc ont été déterminées par spectroscopie d'absorption
atomique voire «Tableau 111.3 ». Par la suite, des dilutions au tampon (acétate de sodium / acide
acétique a pH 4.5) sont réalisées sur ces échantillons d’eau. Le capteur a été soumis a différentes

concentrations du Zinc dans les échantillons d'eau, et sa réponse s’révélée en utilisant la méthode

SWV.

Tableau I11-3: Application de capteur EDTA-CV pour la détection des ions Zn?* dans des eaux de

surface et des eaux de mer, prélevés dans différents sites de la région d’Annaba.

Station Concentration | Linéarité Limit de detection R?
initiale gL? LOD/gL™
ugL™
Port d’ANNABA 208 2,08x10™ 4 7,74x10° 3,40x10° 0,970
Oued Seybouse 132 2,63x10™ 4 2,62x10° 3,06x10° 0,988
Sidi-Salem 89 2,24x10™* 4 8,85x10™° 2,55%x107 0,966
Solution aqueuse 2,50%10™2 3 3,74x10™ 3,74x10™ 0,995
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matrices réelles de ANNABA : a) PORT, b) ASMIDAL et c) SIDI SALEM dans une solution

tampon composeée d’acetate et d’acide acétique a pH 4,5.
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I11.4. Conclusion

Une nouvelle électrode sélective de carbone vitreux a base d'EDTA a été élaborée et proposée
pour la détection d'ions du Zinc appliquéee aux eaux de surface et eaux de mer. La ville d’Annaba est
une zone industrielle ou la contamination de I'eau par le Zinc est importante, a été sélectionnée pour
tester le nouveau capteur sélectif aux ions du zinc. L'électrode de carbone vitreux a base d’EDTA
(EDTA-CV) présente une réponse élevée et une bonne sélectivité vis-a-vis de la détermination du
Zn (1) en milieu acide a pH 4,5. Le capteur développe présente des performances électrochimiques
avancées avec une faible limite de détection denviron 3,74 x 10™ g L™ et une large gamme
linéarité de 2,50x10*% & 3,74x10™"" g L™ et une meilleure sélectivité comparée aux autres cations
testés tels que le Cuivre, le Cadmium et le Plomb.

Pour conclure, ce nouveau capteur sélectif au Zinc peut étre appliqué avec succes et une

bonne précision a la détermination des ions de ce métal dans des milieux réels.
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CHAPITRE .1V

ELABORATION D’UN NOUVEAU BIOCAPTEUR
CONDUCTIMETRIQUE A BASE DES NANOTUBES
DE CARBONE DECORES PAR DES
NANOPARTICULES D’OR SENSIBLE A L'UREE

1V.1. Introduction

Depuis leur découverte, I’usage des nanotubes de carbone (CNTSs) n’a cessé de se développer.

IIs sont désormais utilisés dans de nombreux domaines liés a protection de I’environnement,
alimentation, biomédical et industrie, comme les (bios) capteurs. Ces matériaux possedent de
nombreuses propriétés trés attractives pour I’élaboration d’electrodes, notamment une excellente
conductivité, une importante surface spécifique et une grande stabilité thermique et mécanique [1].
De plus, ils sont assez faciles a modifier chimiquement, pour introduire toutes sortes de fonctions
nécessaires a I’immobilisation des protéines. Néanmoins, leur caractére trés hydrophobe et leur
morphologie les rend insolubles dans un trés grand nombre de solvants aqueux et organiques, ce qui
ne facilite pas leur manipulation [2]. Leur fonctionnalisation ou I’utilisation de surfactant permet
dans certains cas d’améliorer leur solubilité [3].
Les nanoparticules d’or (AuNPs) présentent des propriétés trés intéressantes pour I’élaboration
d’électrode, en particulier leurs propriétés de Transfert d'électron. En effet, leur surface électronique
est élevée, leur surface specifique trés importante grace a leur taille nanométrique variant de 3,5261
a 20nm environ [4].

Dans ce travail un microcapteur conductimetrique a été elaboré a base de nanotubes de
carbone décorés par des particules d’or pour la détection de l'urée. Notre objectif était de combiner
les excellentes propriétés physiques et chimiques des nanotubes de carbone et les propriétés
particuliéeres de nanoparticules d’Or pour élaborer un nouveau biocapteur. La décoration des
nanotubes de carbone multifeuillet par des nanoparticules d’Or a été réalisée. La détermination de

l'urée est trés importante dans l'industrie alimentaire et la surveillance environnementale via
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I’immobilisation de I’uréase sur des microélectrodes conductimétriques interdigitées sensibles a la
détection de I'urée. La protéine Albumine de Sérum Bovine (BSA) a été choisie en premier lieu

comme protéine de référence pour le développement du biocapteur enzymatique.
IV.2. Procédure expérimental

IV.2.1. Matériels et méthodes

L’enzyme d’uréase (E.C. 3.5.1.5) et I’Albumine de Sérum Bovine (BSA) ont été fournis par
Sigma. Le Glutaraldéhyde (GA) utilisé (grade I, 25 % en solution aqueuse) est fourni par Acros
Organics. N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbo-diimide (EDC), N-Hydro-xysuccinimide
(NHS), solution de tampon phosphate (pH 7,4) ont été fournis par Sigma-Aldrich.

Toutes les expériences sont réalisées a température ambiante. Toutes les solutions ont été préparées
avec de I’Eau Ultra Pure (EUP) produite par le systeme Millipore "Milli-Q lus". L’EUP présente
une résistivité de 18,2 MQ.cm.

Les concentrations de I’urée ont été préparées dans une solution de PBS de concentration de 5
mM (pH 7,4) et elles sont stockées a 4°C.

IV.2.2. Elaboration d’un biocapteur conductimétrique pour la détection de I’'urée

IV.2.2.1. Microédectrodesinterdigitéesen Or

Le transducteur utilisé est constitué de deux paires d’électrodes en Or interdigitées fabriquees
a I’Institut de Physique des Semi-conducteurs Lashkaryov (IPSL, Kiev, Ukraine), la premiere
constituant I’électrode de référence et la seconde I’électrode de travail, la surface sensible de chaque

électrode est d’environ 1 mm? (épaisseur de la couche d’Or : 150 nm). « Figure 1V-1 ».

FigurelV-1: Photographie des électrodes interdigitées en Or.
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Ces électrodes ont été fabriquées par dép6t sur un substrat en céramique (530 mm). Une
couche intermédiaire de chrome (0,1 nm d’épaisseur) a été employée pour une meilleure adhérence
de I’Or. Chaque doigt de I’électrode est de 20 um de large et Imm de long, avec un espacement de
20 um également entre les doigts. La partie sensible de chacune des deux électrodes est d’environ
1x1,5 mm [5].

IV.2.2.2. Nettoyage d’électrode d’Or

Avant toute analyse, I’électrode doit étre nettoyée. Or, lors de la réalisation de notre travail les
électrodes interdigitées ont éte utilisées.
En effet les microélectrodes d’Or sont nettoyées en trois étapes :
= L’électrode d’Or est trempée dans I’acétone pendant 10 min sous ultrason. ensuite, elle
est séchée sous flux d’azote (N,).
= L’électrode d’Or est nettoyée en utilisant le mélange ‘Piranha’ pendant 4 min, cette
solution est composée d’un mélange de 2/3 d’acide sulfurique concentré (96%) et de 1/3
d’eau oxygénée H,O,, apres ce traitement I’électrode est rincée a I’eau ultra pure et
séchee sous un flux d’azote.

= Puis rincée par éthanol puis séchée sous un flux d’azote.

1V.2.2.3. Activation des nanotubes de carbone

Les Nanotubes de carbone multi-parois (MWCNTS) ont été fonctionnalisés par oxydation
dans des milieux acides, les traitements adoptés par la plus grande partie des chercheurs sont le plus
couramment a base de HNO3; en mélange concentré avec H,SO, selon un rapport volumétrique
HNO3/H,S0,4(1:3) sous agitation a une température de 90°C pendant 10 minutes [6, 7]. La
fonctionnalisation covalente permet de greffer des molécules aux parois externes et aux extrémités
des NTCs via la création de liaisons fortes (covalentes). La formation de ces liaisons a pour
consequence une modification de la structure des NTC et donc de leurs propriétés intrinseques [8].
Une autre conséquence liée a ces traitements est le greffage de groupements fonctionnels oxygénés
sur les parois des NTCs (modification de la structure): il s’agit principalement de groupements
carboxyliques [9-11], hydroxyles [12] ou méme sulfoniques (SO3H) sur des Nanotube de carbone
mono-paroi (SWNTSs) oxydés par un mélange HNO3/H,SO, [13]. Etant donné que ces groupements
fonctionnels sont localisés a la fois sur les extrémités des NTCs (au niveau des structures

pentagonales), au niveau des défauts des parois mais également sur les Fragments carbones
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carboxylés (CCFs) [10-15], il est important de prendre en compte cette information lorsque le
traitement oxydant n’est qu’une étape préliminaire a la fonctionnalisation des NTCs. En effet, le
nombre de groupements fonctionnels -COOH uniquement greffés sur les parois des NTCs doit étre
bien inférieur a ce qui peut étre attendu [8].

Ensuite, les composés MWCNT fonctionnalisés sont filtrés et rinceés a I’eau ultra pure et séchés
dans un four & une température de 80 ° C. Apres, les MWCNT ont été immergés pendant 90 min
dans une solution de PBS (pH 7,4) contenant 0,4 M EDC et 0,1 M NHS, pour attacher par une
liaison covalente les groupes COOH activés [16]. Enfin, la décoration des NTCs par des

nanoparticules sera abordée.

rincés al'eau ultra pure

PBS (pH 7.4)
HNO:/H:504(1: 3) 0.4 MEDC +0.1 M NHS oo')
. Séchage & 80°C A2
90°C pendant 10 min pendant 90 min a4

Figure V-2 : Fonctionnalisation des MWCNTSs par oxydation dans des milieux acides.

1V.2.2.4. Décor ation des nanotubes de carbone

Les surfaces des nanotubes de carbone multi parois fonctionnalisées par oxydation en milieu
acide (MWCNTSs), ont été décorées par des nanoparticules d’or. Cette technique a été utilisée par
Satishkumar et al. [17], Ozhikandathil et al. [18], et Chang et al. [19], par réduction des ions Au®*

sur la surface des MWCNTSs dans un milieu aqueux.

Pour élaborer le biocapteur conductimétrique, les composés MWCNTS fonctionnalisés ont été
immergeés pendant 4h dans une solution de 10 ml d’eau distillée contenant 25 mg des nanotubes de
carbone multi parois et 5 mg de Au HCI4.H,0O en présence de Chlorure de tétrakis (hydroxyméthyl)
phosphonium (THPC). Nous avons utilisé des nanotubes traités en milieu acide, ce denier ouvre non
seulement les extrémités fermées des tubes, mais également augmente les groupements fonctionnels

a leur surface.
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La « Figure V-3 » montre la déposition des petites particules d’Or sur la surface de nanotubes
multi parois (MWCNTS) [17].

FigurelV-3: Image TEM de surface nanotubes de carbone décorés par des nanoparticules d'or en
présence de HAuUCI, et THPC [17].

1V.2.2.5. Immobilisation des enzymes a base d’albumine de sérum bovin (BSA)

L’utilisation de la technique d’immobilisation d’un biorécepteur avec la BSA a été introduite
par Dzyadevych et al. (1994) dans le cadre du développement de biocapteurs enzymatiques [20] et
a été adaptée par Soldatkin et al. (2017) et Kirdeciler et al. (2011), pour immobiliser I’enzyme de
I’uréase [21, 22].

Dans ce chapitre, nous avons principalement utilisé la méthode de co-réticulation d’une
protéine inactive de I’Albumine de Sérum Bovine (BSA), avec I’enzyme de I’uréase dans une
vapeur saturée en Glutaraldéhyde.

Le mélange membranaire déposé sur la microélectrode est composeé de :

= Un mélange contenant 6 mg d’enzyme d’uréase, 4 mg BSA, 10 uL glycérol, 30uL
nanotubes de carbone décorés par nanoparticule d’or (MWCNT-AU-COOH) dans 30 pL du
tampon phosphate de 5 mM pH 7,4, a été préparé, 0,3 pL de cette solution enzymatique est
ensuite déposé sur la partie sensible d’électrode de travail.

= Un mélange contenant 10 mg BSA, 10 uL glycérol, 30 pL nanotubes de carbone décorés par
nanoparticule d’or (MWCNT-AU-COOH) dans 30 pL du tampon phosphate de 5 mM pH
7,4, a été préparé, 0,3 pL de cette solution enzymatique est ensuite déposé sur la partie
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sensible d’électrode de référence.
En derniere phase, la microélectrode modifiée est placée dans une atmosphére saturée en
Glutaraldéhyde pendant 25 min afin de permettre la co-réticulation de I’enzyme avec la BSA et la
Glutaraldéhyde. Enfin les électrodes sont laissées a I’air libre pendant 20 minutes, puis dans un
milieu de 4°C pendant 12 heures, le temps de sécher.
Stockage
Le biocapteur est stocke, entre les différentes expériences, a 4°C dans du tampon phosphate 5 mM,
pH 7,4.

.=
' & 0 Uréase

Figure V-4 : Schéma d’immobilisation d’enzyme de I’uréase sur la surface d’électrode.

IV.2.3. Caractérisation conductimeétrique du biocapteur enzymatique

IV.2.3.1. Principe des mesures conductimétriques

Les mesures conductimeétriques sont basées sur une mesure différentielle entre I’électrode de
travail et I’électrode de référence. Grace a un générateur, un signal d’excitation sinusoidal de faible
amplitude (10 mV) et de fréquence 100 kHz est alors appliqué aux deux électrodes excitatrices. Les
sighaux de sortie mesurés au niveau des électrodes.

Les mesures ont été effectuées a une température ambiante dans une cellule en verre de 5 ml. Le

biocapteur a été immergé vigoureusement remué dans le tampon de PBS de concentration de 5 mM
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et de pH 7,4. Apres stabilisation du signal, difféerentes concentrations de I’urée ont été injectées dans
la cellule de mesure sous agitation. Le signal différentiel a été enregistre en utilisant 'amplificateur
synchrone SR830 (Stanford Research Systems) permet de fixer la phase a laquelle est mesuré le
signal de sortie. En effet, la détection synchrone est utilisée chaque fois que I'on veut isoler un
signal sinusoidal en phase avec une sinusoide de référence. Ainsi, le signal sinusoidal de référence
génére est transmis a I'électrode excitatrice de chaque paire. Les signaux sont ensuite filtrés par la
technique du lock-in. Cette technique permet de filtrer un signal avec une bande passante
arbitrairement faible centrée sur la frequence du signal d’excitation [23]. Les signaux ainsi recueillis
sont transmis a la détection synchrone qui fait la différence des deux signaux (électrode de
référence et électrode de travail). Cette mesure en mode différentiel permet de neutraliser tous les
signaux non spécifiques liés, par exemple, & l'adsorption d'espéces chargées sur I'électrode. La
différence de tension (dans notre cas de figure, proportionnelle avec un coefficient 1, a la différence
de conductance) est transmise a un enregistreur ou a un ordinateur par I’intermeédiaire d’une carte
GBIP « FigurelV-5»,

Systeme de detection SRB30

Amplificateur
differentiel

CER PR L L L NN L

ow Hectrode de travail
« Electrode de réference

FigurelV-5: Représentation schématique des mesures conductimetriques [24].
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FigurelV-6: Vue générale du dispositif de mesure conductimétrique.
IV.3. Résultats et discussions

IV.3.1. Tempsderéponse

La « Figure 1V-7 » montre une réponse typique du biocapteur obtenue apres addition des

différents volumes de I’urée dans un tampon de 5 mM de phosphate de potassium a pH 7,4.

140 +
120 —-
100 —-
80 —-

60

Reponse (uS)

40 -

20

T T T T T T
0 5 10 15 20
Temps (min)

FigurelV-6: Réponse de microélectrode a différentes concentrations de I’urée dans un tampon de
5 mM de phosphate de potassium a pH 7,4.

La variation de conductance a été enregistrée a I’état d’équilibre du biocapteur, trois mesures ont été
effectuées a chaque niveau de concentration. L’injection de I’urée dans la cellule de mesure entraine
une augmentation rapide et significative de la conductivité due a la réaction d’hydrolyse
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enzymatique du I’urée par I’uréase. L équilibre est atteint aprés 5 min, le temps de réponse t90 est
de I’ordre de quelques secondes (6 secondes).
Le temps de réponse de ce biocapteur élaboré a base de I’enzyme de I’uréase est court par rapport

aux autres biocapteurs élaborés pour la détection de I’'urée a ceux rapportés dans la littérature [25-

27].

IV.3.1. Performances du biocapteur

La réponse conductimetrique de notre biocapteur a montré une relation linéaire entre la
variation de conductivite et les valeurs logarithmique des concentrations en urée « Figure V-8 ».
Cette linéarité est obtenue dans une large gamme de 0,01 mM a 6 mM avec une sensibilité de 10,5
uS/mM et un coefficient de corrélation de 0,989.

30 30
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Figure I V-7: Courbe de calibration du biocapteur conductimétrique de I’urée dans un tampon
de phosphate de potassium de concentration de 5 mM et pH 7,4.

La reproductibilité du biocapteur a été etudiée en répetant I'expérience avec d’autres capteurs
élaborés dans les mémes conditions. Les résultats montrent que la réponse du biocapteur présente
un écart type moyen de I’ordre de 12% qui est assez élevé. Cela peut étre explique par le contrdle
difficile de la fixation des enzymes sur les nanotubes décorés.

Afin d’étudier la sélectivité du capteur, vis-a-vis de I’urée, on a testé sa réponse en présence

d’autres molécules qui peuvent interférer et qu’on les trouve souvent avec I’urée.
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Interférents Sensibilité (US)
Pas d’interférent 10,5

Acide urique 11,2

Acide ascorbique 9,8

Créatine 10,7

Glucose 10,9

En se référant aux résultats ci-dessus de la sensibilité du biocapteur en présence de la

molécule interférente, on constate que la réponse n’est pas perturbée d’une maniére remarquable.

Les biocapteurs sont élabores afin d’étre utilisés comme outils analytiques dans divers
domaines, tels que le biomédical, le contréle de I’environnement, ou I’agroalimentaire. Donc, la
fréquence des mesures, ou la maniére dont sont utilisées ces sondes dépend de I’application
envisagee. Ainsi, elles peuvent étre utilisées, soit en continu, soit dans le cadre de tests nombreux et
rapprochés, ou encore pour un usage unique. Donc dans ce contexte la durée de vie et la stabilité
des bioélectrodes apparaissent comme I’un des éléments clés de leur application a grande échelle.
La stabilité¢ de la structure de notre biocapteur élaboré en fonction du temps a été mesurée
périodiquement. Les résultats trouvés étaient encourageants, car notre capteur peut étre utilisé 12
fois et conservé pendant deux mois. Les performances de notre biocapteur ont été comparées a

ceux rapportees dans la littérature «Tableau V-1 ».

Tableau I V-1: Performances analytiques de quelques biocapteurs pour la détection de I’urée.

Membrane Linéarité LOD Référence
Uréase- MWCNT-AU-COOH 0,01-6 mM 2 UM Cetravail
Fullerene-urease bio-conjugate 1,2-0,042 mM - [27]
Urease-PAN [poly(acrylonitrile- | 1 -100 mM 0,3mM [28]

methylmethacrylate-sodium

vinylsulfonate)

Eggshell- polyethyleneimine (PEI) 0,5-10 mM. 0.1 mM [29]
Urease H40-Au nanoparticles 0,01 -35 mM 10° M [30]
Polyaniline-Nafion/Au/ceramic 6 — 60mg/dL 0,3mg/dL [31]
composite

Ur ease —adsor ption- silicalite 0,05-15 mM 20 Mm [32]
Urease -  dectropolymérisation- | 4,9x10° -5,8x10° M 4,9x10°M | [33]

électrode de platine
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1V.3.2. Application de biocapteur pour la détection de I’urée dans des échantillons de

sang

Le biocapteur enzymatique a été également evalué pour la détection de I’'urée dans des
échantillons de sang. Ces derniers ne nécessitent qu’une étape de centrifugation et une seule étape
de dilution selon un rapport volumétrique 1/30 dans un tampon de 5 mM de phosphate de
potassium a pH 7,4, afin d’adapter les concentrations dans la gamme linéaire de la courbe de
calibration de la « Figure 1V-8». Les échantillons ont été pollués par I’urée puis en utilisant la
méthode conductimeétrique pour la mesure de I’évolution de la réponse du biocapteur enzymatique
en fonction de la concentration de I’'urée. La «Figure V-9 » résume les résultats obtenus, on peut
constater que ces resultats sont un peu plus eleves par rapport aux résultats théorique, cela peut étre

expliqué par I’augmentation de la conductivité de la solution en présence du plasma sanguin.

)

urée (p
ductimetrie

Cuncgntratl ond
mesuree par con

0 1 2 3 4 5
Concentration d'urée (uVl) ajoutée au serum

Figure V-8 : Corrélation entre les concentrations d’urée ajoutées au sérum et les valeurs mesurées

par notre capteur conductimetrique.
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IV.4. Conclusion

Dans ce travail, un nouveau biocapteur enzymatique a base d’enzyme d’uréase a été élaboré et
appliqué a la détection de I’urée. La microélectrode d’or a été modifiée par des nanotubes de
carbones décorés avec des nanoparticules d’Or et d’enzyme d’uréase. Le biocapteur élabore est
caractérise par un faible temps de réponse de 6 secondes, une basse limite de détection (LOD) de
2 UM et une haute sensbilité de 10,5 uyS/mM avec une large gamme linéaire de 0,01 mM a 6
mM.

En outre, ce biocapteur élaboré pour la détermination de I’urée permet une detection directe
avec un temps de mesure tres court. Ce biocapteur a été appliqué a la quantification de I’urée dans
des échantillons de sang, ce qui démontre le bon fonctionnement du biocapteur proposé pour des

applications pratiques dans I'analyse médicale.
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CONCLUSION GENERALE

Nos travaux de theése ont été consacrés au développement des capteurs électrochimiques
sélectifs pour la détection du Zinc dans les matrices réelles et de biocapteurs conductimetriques
appliqués a la détection de I’urée dans le sang.

Ce travail a eté réalisé principalement au Laboratoire des Capteurs, Instrumentations et Procédeés
(LCIP) de I’Université de Khenchela en collaboration avec le laboratoire de Génie de
L'Environnement (Université de Annaba), le laboratoire de Physique et Chimie des Interfaces
(Université de Monastir, Tunisie) et le laboratoire de sciences analytiques (Université de Claude
Bernard Lyon 1).

Deux types de capteurs ont été développés. Le premier est un capteur électrochimique de carbone
vitreux a base d'EDTA sélectif aux ions de Zinc. Ce capteur a été modifié électrochimiquement par
un greffage de sel de diazonium et d’EDTA sur la surface d’électrode de carbone vitreux. La
sensibilité et la sélectivité du nouveau capteur élaboré pour la détection du Zinc ont été étudiées et
testées dans des solutions aqueuses et dans des eaux de surface a pH 4,5. En plus du Zinc, trois
métaux lourds ont été utilisés pour les mesures d’interférence (le cuivre, le plomb et le cadmium).
La ville d’Annaba qui est une zone industrielle a été choisie pour tester le nouveau capteur sélectif
élaboré. En conséquence, ce nouveau capteur de zinc montre une haute sensibilité, une meilleure
sélectivité aux ions de zinc comparé aux autres ions étudiées ( Cu®*, Pb?* et Cd** ), une faible
limite de détection d'environ 3,74 x 10 g L™ et une large zone dynamique de 2,50x10** &
3,74x10* g L ™. Cependant, ce nouveau capteur électrochimique de carbone vitreux & base dEDTA
peut étre appliqué avec succes et une bonne précision a la détermination sélective des ions de zinc
dans les eaux de riviéres.

Le deuxiéme est un nouveau biocapteur enzymatique conductimetrique a base d’enzyme d’uréase
appliqué a la détermination de I’urée dans des milieux biologiques. Ce biocapteur a été élaboré a
base de nanotubes de carbone décorés par des nanoparticules d’or avec une immobilisation de
I’enzyme de I’uréase sur la surface de micro électrode d’or. Le biocapteur élaboré est caractérisé par
un faible temps de réponse de 6 secondes, une basse limite de détection (LOD) de 2 uM et une
haute sensibilité de 10,5 uS/mM avec une large zone linéaire de 0,01 mM a 6 mM. En outre, ce
biocapteur élaboré pour la détermination de I’urée permet une détection directe avec un temps de

mesure trés court. Ce biocapteur a base d’enzyme d'uréase a été appliqué a la quantification de
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I’urée dans des échantillons de sang. Ce qui démontre le bon fonctionnement du biocapteur proposé
pour des applications pratiques dans I'analyse médicale.

Ces résultats promoteurs ouvrent la voix a plusieurs perspectives notamment pour améliorer
les performances des capteurs élaborés : le mode de fonctionnalisation électrochimique et la co-
réticulation, développer des outils d’analyse rapide, avec une bonne stabilité de stockage, et Il

faudra encore utiliser les nanomatériaux pour la conception des capteurs électrochimiques.

Pour conclure, nos résultats montrent clairement que les deux capteurs éectrochimiques et
biocapteur éaborés, que ce soit pour la détection du zinc dans I’eau ou de I’urée dansle sang,

peuvent étre appliqués avec succes a I’environnement et a la santé.
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Résumé
Nos travaux de thése ont été consacrés au développement de deux capteurs. Un capteur électrochimique sélectif aux ions du Zinc
dans les eaux surfaces et de mer, et un biocapteur conductimetrique a base de nanotubes de carbone décorés par des particules
d’or appliqué a la détection de I’urée dans le sang.
Dans un premier lieu, nous avons élaboré un nouveau capteur de carbone vitreux modifié sélectif aux ions Zn?* et appliqué aux
matrices réelles (eaux surfaces et les eaux de mer). La surface de I’électrode de carbone vitreux a été modifiée par un greffage
électrochimique successif de sel de diazonium et d’EDTA. La sensibilité et la sélectivité du capteur ont été étudiées et testées
dans des solutions aqueuses et dans des eaux surfaces et des eaux de mer a pH 4,5. En plus du Zinc, trois métaux lourds ont été
utilisés pour les mesures d’interférence (Cu®*, Pb?*et Cd®"). Les eaux de la ville d’Annaba ont été choisies pour tester le nouveau
capteur élaboré. Ce capteur montre une haute sensibilité et une meilleure sélectivité au zinc avec une large gamme dynamique de
2,50x101? §3,74x10™ g L™, et une faible limite de détection d’environ 3,74x10 gL .
La seconde partie de notre travail consiste au développement d’un biocapteur conductimétrique a base de nanotubes de carbone
décorés par des particules d’or via I'immobilisation de I’'uréase sur des microélectrodes interdigitées. Ce biocapteur a été utilisé
pour la détection de I'urée dans le sang. Les performances du biocapteur ont été évaluées en fonction de la sensibilité, la limite de
détection, la plage dynamique et la reproductibilité. Une relation linéaire entre 'augmentation de la conductivité locale au niveau
de la membrane et la valeur logarithmique de la concentration d'urée a été observée avec une tres bonne sensibilité et une faible
limite de détection (LOD =2 uM).

Mots Clés: capteur, biocapteur, carbone vitreux, EDTA, zinc, sélectivité, sensibilité, nanotubes de carbone, nanoparticules d’Or,
conductimétrique, uréase.

Abstract

Our work was devoted to the development of two sensors. A selective electrochemical sensor for Zinc ions in real waters and a
conductimetric biosensor based on carbon nanotubes decorated with gold nanoparticles applied to the detection of urea in the
blood.

First, we have developed a new selective EDTA-CV sensor for Zn*" ions in real waters, by electrochemical grafting of diazonium
salt and EDTA on a glassy carbon surface. The sensitivity and selectivity of the sensor were studied and tested in aqueous and real
solutions at pH 4.5. In addition to Zinc, three heavy metals were used for interference measurements (Cu?*, Pb?* and Cd?*). The
waters of the city of Annaba were chosen to test the new elaborate sensor. This sensor exhibits high sensitivity and zinc selectivity
with a wide dynamic range of 2,50x10™%? to 3,74x10™ g L * and a low detection limit of about 3,74x10™ g L .

Then, a conductimetric biosensor was developed based on carbon nanotubes decorated with gold nanoparticles via the
immobilization of urease on interdigital microelectrodes. This biosensor was used for the detection of urea in the blood. The
performance of the biosensor was evaluated in terms of sensitivity, detection limit, dynamic range and reproducibility. A linear
relation between the increase of the local conductivity at the membrane and the logarithmic value of the urea concentration was
observed with very good sensitivity and a low detection limit (LOD =2 uM).

Key Words: sensor, biosensor, glassy carbon, EDTA, zinc, selectivity, sensitivity, carbon nanotubes, gold nanoparticles, conductimetric,

urease



