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Résumé

Au cours des dernieres années, les (bio) capteurs électrochimiques ont connu un
développement considérable en raison de leur simplicité, fiabilité, rapidité et sélectivité. Ils
ont constitué les alternatives les plus séduisantes pour les méthodes analytiques classiques
dans des domaines aussi varies que la médecine, 1’agro-alimentaire et la biologie clinique, ou
le contrdle de la qualité de I’environnement. La détermination instantanée des niveaux de
glucose est nécessaire pour surveiller le traitement du diabéte. La prochaine génération de
capteurs électrochimiques vise a éliminer I'utilisation des enzymes en raison de leur manque
de stabilité et de la procédure complexe pour les immobiliser sur I'électrode.

Dans ce travail de recherche, nous nous sommes intéresses, dans un premier volet, a
un polysaccharide neutre, extrait des graines de caroube, le « galactomannane » pour la
fabrication d'un biocapteur a base de laccase par l'encapsulation de la laccase dans un
composite chitosan+galactomannane. Le biocapteur fabriqué est caractérisé par IRTF,
microscopie électronique a balayage et voltampérométrie cyclique. La détection du
pyrocatéchol est obtenue par des mesures de voltampérométrie cyclique, par la détection de
I'o-quinone a -0,447 V. L'activité de la laccase est bien préservée dans le composite
chitosan+galactomannane et la sensibilité de détection du pyrocatéchol dans la gamme 10
*\M-10" M était trés élevée. La réponse voltampérométrique du biocapteur est stable pendant
plus de deux semaines. Pour estimer la capacité antioxydante des échantillons d'huile d'olive,
il est démontré que le biocapteur a base de laccase obtenu est une alternative valable a la
méthode colorimétrique Folin-Ciocalteu.

Dans un second volet, nous nous sommes intéressés au développement d’un capteur
électrochimique a base d’une nouvelle pérovskite Pry g2Bag 0gNio.95ZN0.0504+5,pour la détection
non enzymatique du glucose. La pérovskite est synthétisée par une méthode sol-gel. La
poudre cristallisée obtenue est caractérisee structurellement par XRD, morphologiquement
par MEB et EDX et électrochimiquement. Un systéme cristallographique monoclinique est
formé. La présence de Pr,O3; pendant la synthése et la calcination est en accord avec la
formation de défauts dans le réseau cristallin et la dismutation des sites Ni'"' en Ni" et Ni'"V,
due & la substitution de Pr par Ba. L'oxydo-réduction des sites Ni" est observée par
voltampérométrie cyclique. L'oxydation électrocatalytique du glucose par le site Ni''est
observée sur une électrode en or, a 481 mV. Les performances analytiques de ce capteur de
glucose sont bonnes par rapport aux électrodes ABO3; modifiées a la pérovskite, publiées
précédemment, en termes de gamme dynamique et de limite de détection. Son application au
sérum humain montre qu'il n'y a pas d'interférence pour la detection du glucose.

Mots-clés : Détetion voltampérométrique, glucose, non-enzymatique, pérovskite,
contenu phénolique galactomannane, chitosane, laccase.



Abstract

In recent years, electrochemical (bio) sensors have undergone considerable
development due to their simplicity, reliability, fast response and selectivity. They have
become the most attractive alternatives for classical analytical methods in fields as varied as
medicine, food and agriculture, clinical biology and environmental quality control.
Instantaneous determination of glucose levels is necessary to monitor the treatment of diabete.
The next generation of electrochemical sensors aims to eliminate the use of enzymes due to
their lack of stability and the complex procedure to immobilize them on the electrode.

In this research work, we were interested, in a first part, we were interested in a neutral
polysaccharide "galactomannan”, extracted from carob seeds for the manufacture of a laccase-
based biosensor by encapsulating the laccase in a chitosan+galactomannan composite. The
manufactured biosensor is characterized by FTIR, scanning electron microscopy and cyclic
voltammetry. The detection of pyrocatechol is obtained by cyclic voltammetry measurements,
by the detection of o-quinone at -0.447 V. Laccase activity is well preserved in the
chitosan+galactomannan composite and the detection sensitivity of pyrocatechol in the 10°
M-10" M range was very high. The voltammetric response of the biosensor was stable for
more than two weeks. To estimate the antioxidant capacity of olive oil samples, it is
demonstrated that the laccase-based biosensor obtained is a valid alternative to the Folin-
Ciocalteu colorimetric method.

In a second part, we were interested in the development of an electrochemical sensor
based on a new perovskite PrigyBagosNip.95ZN0.05s04+5, fOr the non-enzymatic detection of
glucose. Perovskite is synthesized by a sol-gel method. The resulting crystalline powder is
characterized structurally by XRD, morphologically by SEM and EDX and electrochemically.
A monoclinic crystallographic system is formed. The presence of Pr,O3 during synthesis and
calcination is consistent with the formation of defects in the crystal lattice and the
disproportion of Ni'" to Ni" and Ni' sites due to the substitution of Pr by Ba. Oxidation-
reduction of Ni" sites is observed by cyclic voltammetry. Electrocatalytic oxidation of glucose
by the Ni'"" site is observed on a gold electrode at 481 mV. The analytical performance of this
glucose sensor is good compared to previously published perovskite-modified ABO;
electrodes in terms of dynamic range and detection limit. Its application to human serum
shows that there is no interference for glucose detection.

Keywords:Voltammmetric detection, glucose, non-enzymatic, perovskite, phenolic

content, galactomannan, chitosan, laccase.
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Introduction générale

Le progres des études scientifiques et de la nanotechnologie ne cesse de trouver des
solutions ou de faciliter la résolution des obstacles qui étaient considérés auparavant comme

complexes ou difficiles a résoudre.

De nos jours, I’émergence de la recherche dans les domaines chimiques, biologiques et
microélectroniques a permis de mettre en ceuvre de nouveaux capteurs électrochimiques de
plus en plus performants, moins codteux, simples, fiables, rapides et sélectifs, permettant de
détecter des composés biologiques et chimiques divers.Les capteurs biologiques suscitent un
intérét particulier de par leurs champs d’applications divers et variés dans les domaines
médical, environnemental, agro-alimentaire, ...etc. Ils ont constitué les alternatives les plus
séduisantes et les plus slresaux méthodes analytiques classiques qui sont assez compliquées,

encombrantes, onéreuses et nécessitent un prétraitement de 1’échantillon.

En effet, la performance des biocapteurs réside dans leur partie sensible qui sera en contact
avec ’espéce a analyser et qui constitue le plus d’intérét. La priorité est ainsi de développer
des biocapteurs présentant de bonnes performances analytiques. Cette amélioration est rendue
possible par des modifications de la surface des électrodes qui acquiérent les propriétés

chimiques et électrochimiques du matériau immobilisé.

Récemment, les modificateurs d’électrodes a base de nanomatériaux et de polymeres
possédant des propriétés spécifiques électroniques, catalytiques et analytiques, ont fait 1’objet
d’une intense activité de recherche. En effet, un biocapteur est un dispositif analytique
composé d’un élément biologique immobilisé, nommé bio-récepteur « partie sensible »
capable de reconnaitre une molécule spécifique, relié a un transducteur qui transforme le
signal biochimique en un signal physique mesurable.Ces derniéres années, de nombreuses
¢tudes ont fait ’objet d’une grande activité de recherche pourla conceptionet le
développement de nouveaux biocapteurs compacts et préecis.Une progression du marché des
biocapteurs est observée, surtout le capteur de glucose, pour lasurveillance des

diabétiques.C’est dans cet esprit que s’inscrivent les travaux de cette these.
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L’objectif donc est de développer des capteurs électrochimiques architecturés stables et
sélectifs, en tirant profit des avantages liés au concept de modification de surfaces des
électrodes soit par des biocatalyseurs (enzymes), soit de catalyseurs inorganiques
(pérovskites).

Notre travailsera axé sur 1’assemblage de couches fines présentant des propriétés catalytiques
et analytiques sur la surface de 1’électrode.

Le manuscrit de cette thése est structuré entrois parties :

Le premier chapitre présentera des généralités sur les capteurs chimiques, les
différentes composantes impliquées dans leurs constructions, les différents modes de
fonctionnement et leurs caractéristiques ainsi que leurs avantages et leurs inconvénients. Les
principes des différentes méthodes de caractérisation électrochimiquesseront rappelés pour
leurs utilisations a 1’évaluationdu comportement desdifférents systémes.

Le deuxiéme chapitre sera consacréaux généralités sur les polysaccharides ainsi que
des complexes polyélectrolytes qui peuvent en résulter.Nous présenterons des notions
théoriques fondamentales sur un polysaccharide galactomannane et la plante utilisée pour
I’extraire. Nous présenteronsen deuxieéme lieu,l’élaboration d’un nouveau capteur
fonctionnalisé par la laccase dans le galactomannane extrait et le chitosane, déposé sur 1’or
pour la détection du catéchol. Nous discuteronsles différentes techniques expérimentales en
allant de la préparation des surfaces des structures utilisées jusqu’aux différentes
caractérisations effectuées sur les capteurs, en passant par les méthodes de dépbt des
membranes polyméres. Nous montrerons 1’intérét du galactomannane pour 1’encapsulation de
I’enzyme laccase pour la réalisation d’un biocapteur électrochimique de contenu phénolique,
en terme de sensibitlité et de durée de vie.

Le dernier chapitre portera sur la synthése et la caractérisation d’un matériau type
pérovskite avecune revue des propriétés catalytiques de ces matériaux et leurs applications.
Nous présenterons aussi dans ce chapitre, quelques travaux effectués pour pouvoir se situer
dans le contexte général de I’étude réalisée.Le développement d’un capteur chimique a base
d’une pérovskite élaborée sur un transducteur en or, en vue de la détection de glucose,fera
I’objet de la deuxiéme partie de ce chapitre, montrant ainsi I’intérét d’un matériau a prpriétés
¢lectrocatalytique pour remplacer 1I’enzyme glucose oxydase.

Enfin,le manuscrit sera terminé par une conclusion générale qui englobera 1’ensemble
des résultats auxquels nous avons abouti ainsi que les perspectives permettant I’amélioration

éventuelle des différents systemes développés.

Page 2



CHAPITRE I:

Généralités




CHAPITRE I : Généralités

CHAPITRE I: Généralités

- Les (bio)capteurs chimiques

I-1. Introduction

Depuis le premier biocapteur adapté a la mesure du taux de glucose dans le sang
développé par Clark et Lyons au début des années soixante ™, des progrés récents ont été faits
pour mettre au point d’autres dispositifs miniaturisés, simples, fiables, rapides et sélectifs de
détection d’espéces montrant un intérét dans des domaines de la médecine, de la biologie
clinique, de I’agro-alimentaire et du contrdle de qualité de notre environnement®**. A I'heure
actuelle, les scientifiques sont toujours en quéte de nouveaux matériaux encore plus résistants
et plus performants pour l'immobilisation des molécules qui permettre de garder leur

efficacité.

La détection par leshiocapteurs est devenue un domaine de recherche important et
spécialement attractif en termes de publications et de commercialisation. 1ls sont considérés
comme une solution alternative aux techniques classiques pour la détection de telles espéces
qui sont généralement complexes, colteuses, volumineuses et souvent difficiles a mettre en

auvre.

Dans ce chapitre nous présentons des généralités sur les capteurs chimiques ainsi que les
différentes méthodes de transduction utilisées et la méthode d’immobilisation de la couche
réceptrice. Nous présentons également en fin de chapitre les méthodes de caractérisation

utilisées.
I-2. Définition d’un capteur chimique

Un capteur ou un biocapteur est un dispositif qui transforme une information chimique
ou biologique, comme la concentration ou la composition d’une espéce a détecter « analyte »,
en un signal électrique exploitable. Un capteur chimique en lui-méme est composé de deux
parties essentielles : la premiére partie, le récepteur ou « couche sensible » qui intéragit avec
I’analyte ). La deuxiéme partie concerne la transduction ;il s’agit d’un systéme permettant de
mettre en évidence ’interaction avec le récepteur, en transformant I’interaction chimique en

signal électrique directement mesurable et corrélable a la concentration de I’analyte [e]
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t*. -
*.+ -
e

Analyte

Signal
électrique

N

Capteur

Figure 1-1.Schéma du concept général d'un capteur chimique.
1-3. Un biocapteur

Un bio capteur est un dispositif analytique composé d’une entité biologiquement
active dite bio récepteur (enzyme, anticorps, antigéne, ARN...etc) qui réagit spécifiquement
avec la substance cible qu’on veut analyser (analyte), liée a un transducteur qui transforme les
interactions ou la reconnaissance biologique en un signal physiquement mesurable souvent
électroniquet®.La figure 1-2 montre le principe de fonctionnement d’un biocapteur
permettant d’obtenir, a partir de 1’analyte dans 1’échantillon, toute information utile a sa

détection.

Immobilisation / modification de surface

Analyte * "

‘ l
. A
A4,

7% * -
'."-‘:.'f:é.‘:f a AT
i g
Récepteur Transducteur Analyse du signal
Enzyme, Optique,

microorganismes, électrochimique,

antigene, anticorps, piézoélectrique,

polypeptide, ADN, calorimétrique
ARN

Figure 1-2. Principe de fonctionnement d’un biocapteur.
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1-4. Les enzymes

Les enzymes sont des protéines de structure trés complexe qui agissent comme
catalyseurs et sont constituées d’acides aminés créant des chaines polypeptidiques liées par
des liaisons peptidiques H3N*-CHR;-CO-NH-CHR,-CO-NH-CHR3-CO-.......... -NH-CHR;-
COO.

Les groupements R contiennent généralement des liaisons hydrogénes, ioniques,
hydrophobes, assurant leur fixation sur des supports par liaisons covalentes.L’activité
enzymatique comporte la formation d'un complexe entre I'enzyme (E) et son substrat (S),
appelé généralement « complexe enzyme-substrat » (ES). Cette formation estsuivie par la
transformation du substrat en produit (P), par I’activation catalytique de la réaction, au sein du

complexe tout en libérant I’enzyme.

E+SES—>E+P

Ce mécanisme enzymatique se déroule en quatre étapes :
v' Diffusion des réactifs dans le milieu ;
v Reconnaissance enzyme- substrat ;
v' Mécanisme catalytique ;

v' Expulsion des produits.

Enzyme ﬁ r\
Substrat —> ‘ ﬁ

,» < Produits

<— Complexe
Enzyme-substrat

Figure 1-3.Le mécanisme enzymatique.
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Les enzymes ont des propriétés catalytiques capables d’accélérer la vitesse de toutes
les réactions du metabolisme. La forte stéréospécificité des enzymes permet de choisir les
différents énantiomeres parmi les substrats possibles. Selon les réactions catalysées,les
enzymes sont classées dans six grandes catégories ): oxydoréductases, transférases,
hydrolases, lyases, isomérases et ligases.

Les enzymes ont été les premieres molécules biologiques de reconnaissance intégrées
dans les biocapteurs en 1960, avec les travaux de Clark et Lyon sur la détection du glucose ™.
Les biocapteurs enzymatiques sont les plus étudiés et les plus répandus, en vue d’applications

dans les analyses agro-alimentaires, environnementales ! et biomédicales™?.

I-5. Classification des biocapteurs

L’échange d’électrons a I’interface entre un conducteur électronique et le milieu
électrolytique contenant des couples oxydant-réducteur (Ox/Red) correspondent au domaine
des réactions électrochimiques ™. Les différents modes de transports de ces couples vers

I’électrode sont illustrés dans la figure 1.4, on trouve essentiellement :

» La convection :il s’agit du mouvement de composition du fluide constitué¢ par
I’électrolyte. Ce mouvement peut étre de la convection naturelle, exprimée par des
gradients de densité, de température, de pression, ou de la convection forcée
correspondant a une homogénéisation par agitation mécanique ou le mouvement est

imposé par une intervention extérieure.

» La diffusion : présente le déplacement des especes redox sous 1’action d’un gradient

de concentration.

» La migration : il s’agit du mouvement des espéces chargées sous 1’effet d’un champ

électrique.
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Interface Electrolyte

-
n Adsorption-désorntion “

Transfert de charge Transport de matiere

‘ Dépot de produits de corrosion ‘

Figure 1-4.Différents processus électrochimiques a I’interface métal/électrolyte.

I-6. Les différents types des capteurs chimiques:

Selon le parametre physico-chimique engendré par la reconnaissance moléculaire,
différents modes de transduction en signal électrique sont utilisés permettant de classer les
capteurs chimiques en quatre grandes catégories : optique, électrochimique, piézoélectrique,
thermique. Les techniques électrochimiques font intervenir trois grandeurs essentielles qui

sont le courant (i), le potentiel (E) et le temps (t).

1-6.1. Les capteurs électrochimiques :

Leur principe de fonctionnement est base sur le fait que certaines molécules électro-
actives en solution peuvent échanger les électrons avec la surface de 1’électrode selon le
potentiel auquel cet échange a lieu. lls sont classés en quatre catégories suivant le mode de
détection : potentiométrique, ampérométrique, conductimétrique et coulométrique 4. Dans
tous les processus électrochimiques, on mesure un signal électrique engendré entre deux
¢lectrodes, par une réaction d’oxydo-réduction de I’analyte qui obéit au schéma réactionnel

suivant (Eq.1.1) 21,

— > éduction
Ox+ne «— > Red (Eq.1.1)

<——— Oxydation
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1-6.2. Les capteurs potentiométriques :

La potentiométrie est une méthode électrochimique basée sur la mesure de
I’accumulation decharges é¢lectriques a la surface d’une électrode. Pratiquement, cela se
traduit par une détermination de la différence de potentiel qui s’installe entre une électrode de
mesure et une électrode de référence.Le potentiel développé par I'électrode indicatrice, est
proportionnel au logarithme de la concentration ou a l'activit¢é de 1’ion présent dans

Iélectrolyte adoser ou le capteur est plongé M(Figure 1-5).

Electrode
indicatrice

A" : Anion
‘ C™: Cation

Electrode e e
référence

SOIULION & e
analyser

Figure I-5.Principe de mesure potentiométrique: accumulation de charges électriques a la

surface de I’¢lectrode indicatrice (capteur redox).

Si I’on n’impose pas de courant dans le circuit, les conditions opératoires sont dites
potentiométriques, a courant est nul.Dans ce modele, un équilibre local est établi a la surface
du capteur et conduit a la génération d’un potentiel proportionnel au logarithme de la
concentration (activité) de 1’échantillon selon la loi de Nernst, dans le cas d’un capteur redox
(18] La forme commune de cette équation est celle donnée par I'équation suivante pour une
température de 25°C

Aoy

Ep = E, +—=xlin
P Ox>Red nF aRed

Ou
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E°: Le potentiel normal standard du couple redox;

Aox/Ared: Le rapport de I’activité de I’espéce déterminant le potentiel a 1’état oxydé et a 1’état
réduit ;

R : La constante des gaz parfaits (8,314 K™*.mol™) ;

T :La température absolue en Kelvin;

F : Constante de Faraday = 96500 C.mol™.

1-6.3.Les capteurs ampérometriques :

La méthode ampérométrique consiste a mesurerl’intensité de courant obtenue lors
d’une réaction d’oxydoréduction issue de I’électrolyse d’une espéce électro-active qui
traverse une cellule électrochimique a un potentiel appliqué entre les deux électrodes plongées
dans une solution. Le courant mesuré dépend de la propriété des matériaux de détection, de la
composition et de la géométrie des électrodes, des concentrations des espéces électro-actives
générées au cours d’une réaction*”).Les électrodes métalliques, les électrodes de carbone ou
les électrodes modifiées chimiquement sont les plus utilisées dans les capteurs
ampérométriques. L’interaction avec 1’analyte peut provoquer une réaction d’électro-
oxydation (ou une réduction), modifiant I’accumulation de charges au niveau de 1’¢lectrode
modifiée par rapport a 1’électrode de référence.

Le capteur d’oxygene O, (électrode de Clark) (Figure 1-6) est le plus connu des

capteurst’®. La réaction élecrochimique mise en jeu est la suivante :

~ -650mV / ECS
O, +2e +2H H.O
2 272
|
Electrode de Electrqde de
référence \ platine
Gel ionique

Membrane de
diffusion

Figure 1-6. Schéma du principe du capteur a oxygéne.
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1-6.4. Capteur impedimétrique

Les termes «capteur de conductance» et «capteur impedimétrique» sont souvent
utilisés comme synonymes*®.Ce type de capteur électrochimique repose sur la mesure de
I’impédance d’une cellule électrochimique par la technique de spectroscopie d’impédance
électrochimique (EIS). L’EIS s'est imposée comme un outil d'analyse trés puissant compte
tenu de sa grande capacité a contréler le processus de transfert de charges a 1’interface
électrode/électrolyte’®®. Pratiquement, la mesure de I’impédance s’effectue dans une cellule a
trois électrodes, une électrode modifiée par la couche sensible, une électrode de référence et

une électrode auxiliaire (figure 1-7).

La méthode d'impédance consiste a imposer une perturbation sinusoidale de potentiel
de faible amplitude, autour d’une tension choisie Eg, entre 1’¢lectrode de travail et I’électrode
de référence. La réponse en courant sinusoidale est ainsi mesurée. L’impédance du systéme
électrochimique est définie par le rapport de la tension alternative appliquée a I’intensité du
courant alternatif mesuré. Cette impédance peut étre symbolisée par un circuit électrique
équivalent selon le type du systeme (systeme faradique ou systéme non faradique), qui permet
d’exprimer les parametres électriques définissant les phénomenes interfaciauxa I’interface
électrode/électrolyte. L’EIS a été utilisée pour étudier et prédire certains aspects de la

performance des capteurs électrochimiques 2.

Potentiostat

E
|
HE HE 1
- >
Electrode de travail ————
Electrode de référence™ 1 1. Electrode auxiliaire
Ml

Figure 1-7.Schéma de principe des mesures impédimétriques.
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1-6.5. Transducteurs mécaniques « piézoélectriques » :

Ces biocapteurs sont des dispositifs gravimétriques bases sur la mesure de I'oscillation
d'un cristal de quartz sur lequel est immobilisé le composé biologique (anticorps) (figure 1-8).
Le cristal de quartz est soumis a une oscillation sous 1’effet d’un champ électrique alternatif.
La fréquence de résonance va étre modifiée lorsque la masse a la surface du quartz va
changer.
Les propriétés piézoelectriques permettent de quantifier toutes les variations de masse a la
surface du cristal de quartz avec la connaissance des propriétés physico-chimiques au sein du
milieul®?.
Les réponses des biocapteurs sont rapides mais il est essentiel que la couche active utilisée
soit trés sélective et sensible en fonction du systeme oscillant employé.

Anticorps

v

Cristal piézoélectrique

Microbalance a quartz

Fréquencemétre ‘

Figure 1-8. Exemple d’un biocapteur piézoélectrique.
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1-6.6. Les capteurs thermiques

Le principal objectif des capteurs thermométriques nommes aussi capteurs
enthalpimétriques est la détermination de concentration d’un substrat par la variation
d’enthalpie associée  la réaction enzymatique %, Ces biocapteurs sont onéreux donc ils sont
rarement utilises
Le changement de température AT est déterminé par un microcalorimétre et il est reli¢ aux

variations d’enthalpie AH et la capacité calorifique du réacteur Cp par la relation suivante :

AT nAH
= T
Avec:
n : Nombre de moles de substrat ayant réagi.
Amplificateur > Enregistreur
- =T Echantillon  Tampon
{ i.ix‘" A —> <+—
T
Thermistor

Echangeur de chaleur

Réacteur

¥—____ Isolant en polyuréthane

———
: ;%fﬂ

Figure 1-9.Schéma d’un biocapteur thermique.
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1-6.7. Les capteurs optoélectriques

Ces dispositifs sont constitués d’une ou plusieurs fibres optiques pour le rayon
incident et pour le faisceau lumineux réfléchi (figure 1-10). Une substance de type colorant est
fixé en bout de fibre ; cette substance va changer de couleur en présence de I’espéce a
détecter, ce changement étant enregistre par le faisceau réfléchi.

Les transducteurs optiques sont utilisés dans les milieux biologiques et
environnementaux ¥ Plusieurs propriétés rendent ces capteurs trés utiles ; leur faible poids,
leurs dimensions et leur insensibilité aux interférences électromagnétiques ainsi que la
possibilité d’identifier la présence de produits effectués dans les endroits difficilement
accessibles.

Les capteurs a fibre optique sont également utilisés pour la détection d’une vaste gamme

d’especes chimiques (pH, pCO2, ADNS, pNHa, glucose, sodium, cations des métaux...)

Lumiére

%K//incidente

Colorant
immobilisé

Figure 1-10.Schéma d’un capteur optique (optrode)

I.7.Caractéristiques métrologiques d’un capteur

Un capteur chimique ou biologique doit avoir des performances évaluées sur la base de
quelques criteres déterminants et qui permettent de qualifier son comportement et de
déterminer s’il s’agit d’un «mauvais» ou d’un «bony» capteur. L’amélioration de la

sensibilite et de la selectivité des capteurs a toujours été d'un intérét primordial.
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La sensibilité : est directement li¢e a la variation du signal de sortie suite a 1’interaction
analyte- récepteur. L’expression de la sensibilité du capteur est donnée par 1’équation

suivante :

G 0X
oY
le signal de sortie d’un capteur Y: la quantit¢ de [’analyte.

Une bonne sensibilité implique la détection de petites variations ce qui permet d’atteindre de

faibles limites de détection (la plus petite quantité de 1’espéce a analyser).

La sélectivité : représentant la capacité du capteur a reconnaitre I’analyte et a interagir

avec I’analyte en présence d’autres especes.

v" Une méthode dite sélective lorsqu’elle est complétement capable de quantifier avec

précision la cible en présence de plusieurs autres molécules, et seul l'analyte d'intérét

contribuera au signal mesuré. Elle dépend de la partie sensible du capteur, bien que parfois le

choix du transducteur puisse contribuer a la sélectivité (figure 1-11).

> -« =
@ s 0
<

Analhste >

- Sinnal Sianal
Eléement de \ Elément de \
reconnaissance Transducteur reconnaissance Transducteur

moléculaire moléculaire

Figure 1-11.Sélectivité d’un biocapteur.

La stabilité dans le temps : il s’agit desperformances du capteur pour assurer la fiabilité
des mesures (réponses trés voisines lors de 1’application répétée) sur une longue durée.

La répétabilité et la reproductibilité : se réferent a la proximité de I'accord entre les
résultats des mesures successives réalisée dans les mémes conditions (répétabilité) ou

dans des conditions différentes (reproductibilité).
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1-8. Procédés chimiques d’immobilisation

De nombreuses méthodes de modification de surface sont développées. Cette
modification peut étre réalisée par les techniques d’adsorption!® ;deréticulation 2*%" de
greffage chimique 8!, d’encapsulationt?®, d’électro-polymérisation®” et d’auto-assemblage
B Les principales voies envisageables pour I’immobilisation d’espéces a la surface
d’¢électrode peuvent étre définies comme le montre le schéma 1-12.

Une bonne électrode modifiée doit répondre aux criteres suivants: une bonne stabilité

physique, une stabilité chimique, une grande efficacité et une bonne sélectivité.

Adsorption Encapsulation Greffage chimique

Réticulation Inclusion ou piégeage

Figure 1-12. Méthodes d’immobilisation du bio -récepteur.
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Le tableau I-1. Résume les différentes méthodes d’immobilisations

Méthodes
d’immobilisation
Greffage

chimique

Réticulation

Encapsulation

Electro-

polymeérisation

Adsorption

Principe

S’agit de I’interaction
covalente entre le bio-
récepteur et les surfaces
préalablement modifiées

par des groupements

Basee sur le couplage
intermoléculaire entre les
espéces (les bio-
molécules) par 'utilisation
d’agents de réticulation bi

-fonctionnel

Consiste a
I’emprisonnement des
biomolécules dans une
matrice comme le
Chitosane

Faire croitre un film de
polymere sur un
transducteur en piégeant la
molécule

Il s’agit des interactions de
type Van der Waals ou
hydrophobes entre

I’adsorbant et I’adsorbat.

Avantage

Grande stabilité,
peut conserver
I’accessibilité des
sites, induisant des
temps de réponse
trés courts

Grande variété de
réactions possibles

Augmenter la

stabilité des édifices

obtenus par les
techniques
d’adsorption et

d’inclusion dans un

gel

Applicable
également a des
cellules entiéres ou

des organelles

Matrice réutilisable
L’élément
biologique non

modifié

Inconvénient

Nécessite une
surface de
transducteur ou de
membrane

fonctionnalisable

Difficulté de
contréler le degré
de réticulation
Matrice non

réutilisable

Bio-récepteur non
directement en
contact avec le

transducteur

Désorption de la
biomolécule sous
I’effet de variation
de pH ou de force
ionigque ou

detempérature

Page 17



CHAPITRE I : Généralités

Monocouche Consiste a réaliser un Pouvoir s’adapter a Les fragments
auto-assemblée  dépdt organisé en une des dépots de insérés subissent
couche mono moléculaire  molécules de parfois des
avec une orientation grandes tailles, voire  réarrangements
définie a partir des de polyméres

molécules amphiphiles

1-9. Les méthodes de modification de surface

1-9.1. Méthode de dépot simple

C’est la procédure basée sur le dépot d’une solution sur un substrat suivi d'un séchage. Bien
qu'il soit possible de préparer un film épais et de qualité, c’estla technique disponible la plus
simple de formation de film. L'avantage est qu’elle nécessite des équipements simples, mais
le manque de contrble de I'épaisseur du film, les effets debords, 1’apparition de précipités
pendant le séchage, I’inhomogénéité du séchage en sont les inconvénients majeurs. En plus, il
faut que le matériau a couvrir ait une solubilité élevée dans le solvant utilisé pour éviter la
cristallisation ou la précipitation .

1-9.2. Méthode de dépét rotation ou spin-coating:

Cette technique de revétement par rotation a fait I'objet de nombreusesétudes fondamentales
et son utilisation se généralise: I’opération typique de revétement par centrifugation consiste a
déposer une solution par rotation sur un substrat suivi d'une accélération du substrat a une
vitesse de rotation choisie (comme illustré sur la Figure 1-13). Cette technique a 1’avantage
d’étre facilement mise en ceuvre, pour des investissements modérés. Elle permet la formation
de films trés homogeénes sur une grande surface.

Cette méthode de dépbt peut étre décomposée en quatre phases,

1) Le dép6t de liquide ;

2) Le debut de la rotation : la phase d’accélération provoque 1’écoulement du liquide vers
I’extérieur de substrat ;

3) La rotation a vitesse constante permet 1’éjection de 1’excés de liquide sous forme de
gouttelettes et la diminution de 1’épaisseur du film de fagon uniforme ;

4) L’évaporation des solvants les plus volatils accentue la diminution de 1’épaisseur du film

déposé.
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Déposition du récepteur - |

Couchede TiO  —_ Transducteuren Au

Si/sio, — Support de I’appareil

de spin-coating

< Rotation

-:-_-T -::’, g -__-?, %4— Evaporation du solvant

g

Figure 1-13. Schéma illustratif du dép6t par spin-coating.

1-10. Application

Les domaines d’application des biocapteurs sont divers. On peut éventuellement citer :
le domaine médical/pharmaceutique, le domaine environnemental, le domaine agro-
alimentaire et le domaine cosmétique. Le tableau 1-2 illustre une classification des

applicationsdes capteurs selon les domaines.

Allmentaton ° ° Environnement

]

Capteurs
(bio)
chimiques

Sécurité domotique O ’ ‘ Sécurité industrielle
G T =

Figure 1-14. Illustration schématique des applications des (bio) capteurs.
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Tableau I-2: Exemples des applications des capteurs selon les domaines

Domaine

Biocapteur

Industriel B2

Adaptation de la sensibilité de détection des capteurs flexiblesde
fumées, a base de graphéne en décorant avec des microparticules en

céramique

Médical B3

Un capteur ampérométrique basé sur un polymére duplex a

empreinte moléculaire pour la détection de la testostérone

Cosmétique 3%

Une approche sensible de l'analyse des traces de méthylparabéne
dans les eaux useées et les produits cosmétiques a l'aide d'un

polymere a empreinte moléculaire

Environnemental

[35]

Détermination du glyphosate par spectroscopie d'impédance

électrochimique a I'aide d'un chitosane & empreinte moléculaire

Agro-alimentaire

[36]

Développement d'un capteur électrochimique a empreinte
moléculaire hautement sensible et sélectif pour la détection de la

sulfaguanidine dans les échantillons de miel

1-11. Méthodes de caractérisation :

Afin de caractériser nos échantillons et par conséquent étudier leur comportement a I’interface

capteur-solution, nous avons utilisé les méthodes électrochimiques a savoir :

e La voltamétrie cyclique ;

e La voltamétrie a ondes carrées ;

Ces deux techniques nous ont été trés utiles pour mieux comprendre les mécanismes et les

déplacements chimiques qui se produisent a I’interface entre 1’électrode de travail et

I’¢lectrolyte de nos systémes.
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1-11.1. La voltampérométrie cyclique

De maniére générale, la voltampérométrie cyclique est I’une des méthodes électro
analytiques les plus universelles pour I'étude des systémes électrochimiques. La principale
propriété de cette technique est son aptitude de mieux comprendre la nature des éventuels
phénomenes qui se manifestent a I’interface de la surface active et de 1’électrolyte de nos
dispositifs. Les potentiels auxquels ils se produisent, ainsi que la détermination des cinétiques
de réaction B\, Des variations importantes des concentrations en espéces électro-actives sont
détectées a la surface de I'électrode, alors que les concentrations dans 1’électrolyte ne sont

pratiqguement pas affectées lors de I'analyse.

La voltampérométrie consiste a appliquer sur 1’électrode de travail un potentiel qui varie
linéairement en fonction du temps avec une vitesse de balayage aller /retour. La tension
imposée est un signal triangulaire et symétrique. La réponse du systeme est ’enregistrement
du courant en fonction du potentiel | = f (E), appelée voltamogramme cyclique, c’est une
caractéristique de I’espéce électro-active (figure 1-15).

Pour un systéme réversible (transfert de charge tres rapide), une réaction d’oxydo-
réduction (Ox + ne” — Red) se produit, le voltamogramme résultant présente deux pics. Deux
courants de pic sont définis : ipa ; courant de pic anodique et ipc ; courant de pic cathodique
de I’espece étudiée ainsi que les potentiels d’oxydations (Epa) et de réductions(Epc). Cette

technique permet de vérifier que le comportement du systeme étudié est de type diffusif.

mV

Figure 1-15. Voltamogramme cyclique d’un couple redox (Systéeme reversible).

La relation de Randles-Sevcik B8 exprime le courant de pic ip (Eq 1.2) :

Ip = (2,69 105)n°2aD"2v"2¢*(Eq 1.2)
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V : vitesse de balayage (V cm™)

C* : concentration de I’espéce électroactive (mmol I™%)
n : nombre d’¢lectrons échangés

a : surface de 1’électrode (cm?)

D : coefficient de diffusion (cm?s™)

On peut deéterminer 1’écart de potentiel entre les pics anodique et cathodique | Epc-Epal

pour étudier le caractére réversible d’un systéme redox.

Figure 1-16. Signal potentiel-temps typique de la voltampérométrie cyclique.

Intensité |

A

Red _ Ox+e
E
_/ E

Potentiel E

Ox+e_ Red

Figure I-17. Exemple d'un voltampérogramme cyclique pour un systeme lent.
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L’expression de la relation donnant I’intensité du courant de pic n’est plus adaptée (équation

1.2) pour un systéme irréversible,

0,058
AE, = Epq — Epe = -
0,029
Epq = El/z +
0,029
Epe = El/z +

E1/2 : Potentiel de demi-vague du couple redox

Le systéme est lent lorsque la vitesse du transfert électronique est moins élevée que le
transfert de matiere, on introduit le parameétre n,, nombre d’électrons impliqués dans 1’étape
limitante (Eq 1.3).

i, = (2,6910%)n(an,) 2ab"/2v"/2c’ (Eq 1.3)

L’étude des variations du courant et de potentiel en fonction de la racine carrée de la vitesse
de balayage (V) et potentiel en fonction de logarithme de la vitesse de balayage peut nous
informer sur la nature de 1’étape limitante du courant mesuré et ainsi, sur le mécanisme de la
réaction.

o Sily=f (V*2) est une droite la réaction est régie par la diffusion pure.

o Sily =f (VY?) est une courbe de concavité tournée vers I’axe des courants, le
processus a 1’électrode comporte un transfert de charge accompagné d’une adsorption
et dans le cas ou la concavité est tournée vers 1’axe des vitesses de balayage le
processus a I’électrode est associé & une réaction chimique.

e SiEpc=f(log V) estune droite de pente nulle, la réaction a 1’¢lectrode est rapide.

e Si Epc=f (log V) est une droite de pente différente de zéro, il s’agit d’un transfert de

charge lent.

1-11.2. Voltampéromeétrie a ondes carrees SWV

La voltamétrie a ondes carrées (SWV) a recu une attention croissante comme une
technique voltampérométrique pour des analyses quantitatives fréquentes bien que cette
technique f(t rapportée depuis 1957 par Barker B9 Le signal d'excitation est pris en
superposant a un « escalier» de potentiel, de hauteur AEp,une onde carrée symétrique

d'amplitude AEs en phase avec la fréquence des «rampe de I'escalier » (figure 1-18).
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Le signal reporté sur le voltampérogramme intensité-potentiel est le courant
différentiel AI ( igir — iiny) €ntre les courants mesurés a la fin de chaque pulse montant « dir: le
courant mesuré¢ sur 1I’impulsion dans le méme sens que le balayage (dir pour direct) »et
descendant «inv: le courant mesuré sur I’impulsion dans le sens opposé (inv pour inverse) ».
La hauteur de pic est proportionnelle a la concentration de I'espéce électroactive, etle potentiel
de pic correspond au potentiel de demi-vague observé en voltamétrie normale.

Pour un systeme réversible, les impulsions permettent de realiser des allers-retours entre les
formes oxydées et réduites de I’espéce électrolysée dont igir €St un courant positif tandis que
linv €St un courant négatif signifiant la réduction du produit i formé.

L'amplitude de l'impulsion AE = 50 mV, la période de pas 1/f (typiquement la
fréquence f = 50 a 200 Hz), et hauteur AEs (de I’ordre de 5 mV), sont des paramétres
susceptibles d'influencer la largeur et la hauteur de pic et donc la résolution et la sensibilité de
la méthode.

La SWV permet d’obtenir des courants plus grands par rapport a la DPV (Differential Pulse
Voltammetry) parce que la DPV ne prend pas en compte le courant inverse, ce qui rend la
SWV plus sensible “%. On peut ainsi faire varier le potentiel & des vitesses beaucoup plus
élevées, de I’ordre de V =400 a 1600 mV/s, et doncréduire le temps d’analyse par rapport aux
techniques d’impulsions différentielles qui emploient une vitesse de balayage de 1 a 10
mV/sec. La Figure 1-18 présente la séquence de balayage de potentiel utilisée en SWV

(gauche) ainsi qu’un exemple type de voltampérogramme obtenu (droite).

E A

AEs

+ Ep -

Signal d’excitation de la voltammeétrie a ondes Courbe courant-potentiel
carréees

Figure 1-18. Voltampérogramme resultant d'une impulsion « ondes carrées » :a)Signal

d’excitation de la voltammétrie a ondes carrées,b)Courbe courant-potentiel
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I1-12. Méthodes de caractérisation physique des surfaces modifiées et des matériaux

synthétises :
1-12.1. Diffraction des rayons X

La diffraction des rayons X est l'une des méthodes les plus utilisées dans la
caractérisation des matériaux. La diffraction de rayons X (DRX) permet d’identifier les
phases présentes dans 1’échantillon par comparaison aux données des datas internationales de
diffraction JCPDS (Joint Comittee on Powder Diffraction Standards) et de déterminer les
parametres de maille d'un réseau cristallin ainsi que les distances interatomiques et
I'arrangement des atomes dans les réseaux cristallins. Par ailleurs, elle permet de calculer la
taille moyenne des cristallites en appliquant la méthode de Scherrer.Son principe consiste en
I’enregistrement des rayons diffractés par un échantillon (réflexion des plans de ’indice de
Miller hkl) paralléle au support, en fonction de 1’angle entre le rayonnement incident et
I’échantillon (figure I-19). Un faisceau de rayons X monochromatique est diffracté sur un

réseau de plans cristallins selon la loi de Bragg ™! :

2dth.Sin(9hkl) =n. A
Ou:
e d: distance interatomique
e A :longueur d'onde des rayons X
e 0:angle d'incidence
e n:ordre de la réflexion (n étant entier)
Rayon réfléchi
20

Restau cristallin

o (o) (o) (o)
Rayon incident O/O/

° O/a/o 9O

o o
o o)

Plan (hkI)

dpay \ O

Plan (hkl) dSimo

Figure 1-19.Diffraction des rayons X.
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I-12.2. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

La spectroscopie infrarouge IRTF est utilisée depuis une centaine d’annéeS pour

identifier et quantifier les différents composés I,

Actuellement, la spectroscopie
d’absorption infrarouge est considérée comme une méthode analytique trés puissante car elle
permet d’identifier certains groupements et donne des informations structurales a partir de
leurs propriétés vibrationnelles. En effet, le rayonnement infrarouge excite des modes de
vibration (déformation, élongation) spécifiques et caractéristiques des liaisons chimiques. .La
comparaison entre le rayonnement incident et celui transmis par I’échantillon permet de
déterminer les espéces chimiques qu’il contient. La spectroscopie infrarouge a souvent servi
comme une «norme » pour les études d’inter-comparaison des différentes mesures ¥4 en

raison de sa spécificité.

Le domaine infrarouge entre 4000 et 400cm™ correspond au domaine de vibration des
molécules. Cette technique peut donner des renseignements sur des particularités des especes

traces organiques et inorganiques.

I-12.3. Analyse par microscopie électronique a balayage (MEB)

La Microscopie Electronique a Balayage est fondée sur les interactions électrons-
matiere. Elle permet la description morphologique, I’obtention d’images de hautes résolutions
de la surface de I’échantillon avec des profondeurs de champs supérieures a la microscopie
optique. Elle permet I’analyse de la composition (lorsqu’elle est couplée a un systéme

d’analyse X) et I’étude de ’homogénéité du solide.

Le microscope électronique consiste & effectuer un balayage sur une aire de I’échantillon par
un faisceau d’électrons émis par effet de champ et accéléré par une tension appliquée dans le
microscope électronique a balayage. Par la suite, ce balayage donne lieu a différents phénomenes :
diffusion et diffraction des électrons, émission des électrons secondaires, électrons Auger et électrons

rétrodiffusés ainsi que 1’émission de rayons X.

La spectroscopie de rayons X a dispersion d'énergie (EDX) couplée au MEB repose
sur I’analyse et la détection des photons Xémis lors de l'interaction entre les électrons et

I’échantillon. Elle permetla détermination de la composition chimique de la surface de la zone
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de I’échantillon ciblée par le faisceau,aboutissant a une caractérisation des éléments

métalliques ou minéraux en présence (Figure 1-20).

Faisceau incident

Cathodoluminescence Electrons rétrodiffusés
Photons visible

Photons X Electrons secondaires

\v

Echantillon

l\

Electrons Auger

Electrons difractés et
diffusés

Electrons transmis

Figure 1-20.L’impact d’un faisceau d’électrons avec un échantillon dans un microscope

électronique a balayage.

I1-13. Conclusion

Au cours de ce chapitre nous avons défini le terme de biocapteur et présenté les
différents types de transduction. Par la suite nous avons décrit les différentes méthodes
électrochimiquestelles quela voltammeétriecyclique etla voltammeétriea ondes carrées. Nous
avons aussi définidestechniques de caractérisation de surface et de morphologie de 1’électrode
comme la microscopie électronique a balayage, la spectroscopie infrarouge.Ces techniques
sont utilisées dans lesprochainschapitrespour déterminer les performances des capteurs

électrochimiques élaborés.
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CHAPITRE |1 : Biocapteur a base de laccase encapsulée dans un composite

galactomannane-chitosane pour I'évaluation des composés phénoliques

I1-Introduction

Les polyphénols possédent un large éventail d’activités biologiques qui n’ont pas
encore livrés tous leurs secrets. Ils possedent d’intéressantes propriétés nutritionnelles et
organoleptiques antioxydantes bien établies et en lien avec 1’inhibition de 1’oxydation aussi
bien dans le domaine alimentaire que physiologique, La détermination de la teneur en
composés phénoliques des huiles d’olive vierges devient importante, bien que non
réglementaire a ce jour; plusieurs techniques ont été mises en ceuvre pour 1’analyse
qualitative et quantitative des composés phénoliques : la méthode de Folin-Ciocalteu (FC); la
chromatographie en phase liquide (HPLC); la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse. Cependant ces méthodes classiques sont complexes, énergivores et
prennent du temps et nécessitent le prétraitement des échantillons, donc la mise au point des
biocapteurs électrochimiques basés sur le piegage d'une enzyme telle que la laccase ou la
tyrosinase constituent une alternative. Actuellement, une grande attention est portée sur la
recherche de nouveaux complexes polyélectrolytes pour I’encapsulation des enzymes lors de
I’élaboration de biocapteurs enzymatiques, pour minimiser les inconvénients liés a 1’altération
des enzymes par la température et les composés chimiques.

Ce chapitre porte sur 1’¢laboration d’un biocapteur enzymatique et €lectrochimique a
base de I’enzyme laccase, piégée dans un film d’un complexe polyélectrolyte constitué¢ du
chitosane et du galactomannane, déposé sur électrode d’or afin de I’appliquer a la détection du
catéchol. Pour commencer nous avons présenté dans une premiére partie des géneralites sur
les polysaccarides. Dans une deuxieme partie, nous avons décrit la méthode utilisée pour
former le complexe polyelectrolyte PEC constitué du galactommanane et du chitosane, le
mélanger avec I’enzyme et le déposer sur une électrode d’or ; nous avons ensuite caractérisé
les différents films élaborés par la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)
et la microscopie électronique a balayage MEB, et la voltampérometrie cyclique. Dans la
derniére partie, nous avons utilisé la voltampéromeétrie a onde carrée comme methode de
detection et déterminé les caractéristiques analytiques du biocapteur. En final, nous avons
comparé les taux de polyphénols des huiles d’olive vierges de différents pays par le

biocapteur enzymatique et par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu.
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Partie A

11-1. Généralités sur les polysaccarides

11-1.1. Polyélectrolyte

Au cours de ces derniéres décennies, les polyélectrolytes sont devenus l'un des sujets
de recherche scientifique les plus intéressants en raison de leur grand potentiel dans les

technologies de pointe et la biologie moléculaire.

On définit un polyélectrolyte (PE) comme un polymere contenant des unités répétitives et qui
se dissocie en une molécule polymérique hautement chargée lorsqu’elle est placée dans un
solvant ionisant (par exemple H,O) formant une chaine polymere chargée soit positivement
ou soit négativement M. Les polyélectrolytes ionisés en solution peuvent former un complexe
avec des polyélectrolytes de charge opposée. Ceux-ci sont formées par le biais d'interactions
électrostatiques coopeératives entre polycations et polyanions lors du mélange de solutions
aqueuses de PE de charge opposée, conduisant a la formation d'une phase épaisse séparée du
solvant dite un complexe polyélectrolyte CPE ' (Figure 1-1). Plusieurs chercheurs ont signalé
I’utilisation des CPE pour l'encapsulation de médicaments afin d'améliorer leur libération
contr6lée et prolongée en raison de leur facilité de préparation et leur capacité a protéger

I’intégrité des protéines dans ses complexes (3-4]

OH 0OH LH

Complexe

polyelectrolytes
Polyanion [Alginate] {CPE)

Figure I1-1. Complexe polyélectrolyte (CPE).
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11-1.2.Les polysaccharides

Les polysaccharides sont des polymeres biologiques de la famille des glucides
composés de plusieurs monosaccharides de mémes types d’oses nommés les glycanes reliés
entre eux par des liaisons osidiques ;ils peuvent étre d’origine animale, végétale ou
microbienne. Parmi les monomeéres constitutifs : le glucose, le fructose, le mannose,
I’arabinose, la xylose, le rhamnose, et le galactose.

Les polyosides les plus répandus sont I'amidon, la cellulose, le glycogeéne et la chitine.

Tableau I1-1 : Quelques exemples des polysaccharides utilisés dans la préparation de

bio-composites.

Caractere ionique Types de polysaccharides Groupe fonctionnels
Agarose OH
Neutre
Dextran OH
Amidon OH
Alginate OH, COO-
Carraghénane OH, SO7
Anionique
Héparine OH, SO5
Gomme arabique OH, COO
Dextrine OH, NH;"
Cationique
Chitosane OH, NH;"

Généralement, les polysaccharides sont  biocompatibles dans des conditions
physiologiques. Le pH est un facteur clé dans le comportement des solutions mixtes dd a son
effet sur le nombre de charges portées par les groupements ionisables des molécules.Certains
polysaccharides sont  utilisés dans le secteur agro-alimentaire, cosmetique et
thérapeutiquegrace a leurs propriétés biologiques, stabilisantes, épaississantes et gélifiantes [

® La figure 11-2 montre quelques domaines d’application des polysaccharides.
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Figure 11-2.Schéma des différents domaines d’application des polysaccharides.

11-1.2.1. Le chitosane

Le chitosane(CS)ayant unemasse molaire de 45 a 300kg/mol est un polymere dérivé de la
chitineapres le processus de désacétylation (Figure Il1- 3). Le CS appartient a la famille de
polysaccharides linéaires avec une fraction molaire DD (degré de désacétylation) de D-
glucosamine et une fraction (1-DD) de N-acétylglucosaminel”. Laglucosamine porte trois
types de groupes fonctionnels réactifs, un groupe amine primaire (C,) et un groupe hydroxyle

primaire et deux secondaires (Cs, Cs) © (Figure 11-4)

CHg CHg
o—=_ on N
NH NH ene
HO e} oH o Chitine
_____ o & SH g
NH
OH o—=< OH
CHg
Chitine désacétylase l
CHg
oH o—_ .
NH NH Chitosane
o HO _-7
HO o) o
_____ o%@,ﬂ S
NH,
OH OH

HO,

Figure 11-4. Structure de la glucosamine.
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En raison de ses avantages structurels pertinents et de ses propriétés physico-chimiques et
biologiques, a savoir sa facilité de transformation en gels, films, membranes, nanofibres et
nanofibrilles, perles, formes d'éponge, microparticules et nanoparticules®*, I’utilisation de ce
polymére a suscité un intérét considérable dans diverses applications telles que I'extraction en
phase solide ), la séparation sélective des protéines M les études thérapeutiques et les
capteurs 134 Grace a sa structure chimique spécifique, le chitosane peut interagir avec
d'autres matiéres chimiques (ions, molécules, macromolécules) permettant d'entrevoir des
capacités d'interaction, de complexation ou d’adsorption *°.. Le chitosane peut lier des dérivés
fonctionnels sur les chaines macromoléculaires par des liaisons covalentes, semi-covalentes

ou non covalentes (Voir la figure 11-5).

e A un pH < pKa (6,5); forme protonée des fonctions aminées de la glucosamine ; elle
peut faire des interactions ioniques telles que la fixation d'anions métalliques ou les
ineractions avec les groupements carboxyliques ™.

e A un pH basique ; laforme desfonctions n’est pas anionique ; elle peut établir des
liaisons hydrogene ou des liaisons covalentes amide ou imine avec les acides

carboxyliques et les aldéhydes activés, respectivement.

Il est nécessaire de prendre en compte les contraintes acido-basiques de la glucosamine
permettant la formation des liaisons hydrogénes ou des liaisons covalentes par les fonctions

alcooliques de la glucosamine.

Chitosane G;:;Ji?ses Approches
Covalente (liaisons ester -bronates)
3
OH
o o OH Non covalente (liaisons H)
HO 0 0 g 0
Ho o=y Ok B
NH, NH, NH, Covalente (liaisons imines)
n

NH, Covalente (liaisons amides)

Non covalente (H et liaisons ioniques)

Figure 11-5.Différentes approches pour modifier chimiquement le chitosane.
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11-1.2.1.1 Solubilité

Le chitosane est un bio-polymeére cationique soluble dans les solutions acides diluées a des pH

sB718 ) est

inférieurs a 6,5 mais insoluble dans les solutions aqueuses neutres et alcaline
soluble dans I’acide acétique 1%, 1’acide formique 0.2-100%, 1’acide chlorhydrique, 1’acide
nitrique diluée, I’acide succinique, I’acide malique, I’acide lactique et I’ecau. En revanche, il
est insoluble dans 1’acide sulfurique et I’acide phosphorique et dans un pH neutre ou alcalin
en solution aqueuse.A haute température, le chitosane peut se dépolymériser par des solutions

acides concentrées a haute température 1%,
11-1.2.2. Les carraghénanes

Les carraghénanes sont des macromolécules, faisant partie de la famille des polysaccharides
extraits des macro-alguesrouges et composés de I’enchainement linéaire des molécules de
galactose et de 3,6-anhydrogalactose plus ou moins sulfatées. Le squelette est composé de

sous unités dites carrabinose(Figurell-6)comprenant deux galactoses associés par une liaison

a-(1,3). Ces carrabinoses sont liées entre eux dans la chaine par des liaisons B-(1,4)[ZO].
OH o
CH,OH 0S0Os
o) a(1-3)
o’
O
soL

Figure 11-6. Schéma d’unité de base carrabinose.

Il existe trois grandes catégories de carraghénanecommercialisées,elles difféerent par la
position des groupements sulfates ainsi que le nombre de ponts 3,6-anhydro-galactoses (3,6-

AG) au niveau de la structure moléculaire(Figure 11-7).

» Le kappa-carraghénane posséde un groupement sulfate et un pont 3,6-anhydro-
galactose. Il est formé dans I’algue grace a I’enzyme dékinase.Les structures kappa
carraghénanes doivent étre modifiées pour produire des structures hydrogéniques .
Il est moins hydrophile et sa solubilité totale est assurée par élévation de la

température.
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» Lambda(}) carraghénane ; constitué de trois groupements sulfatés et aucuneunité 3,6
anhydrogalactose® .Pour cela, il se comporte comme un acide fort soluble &
température ambiante quel que soit le cation associé aux sulfates.ll ne posséde pas de
propriété gélifiante.

» L’iota-(1) carraghénane ; a un niveau intermédiaire de substitution,ilposséde deux

groupements sulfatés, il a donc un pouvoir gélifiant plus faible que le kappa-

carraghénane.
OH oy OH
Soso0, / 90s0,
H H "
Lo o) o] / L0
0
H
SN T )
OH HO H
H H H / OH
H H
K-Carraghénane i- Carraghénane
OH y
©
CH,0S0
OH A
H
/o
H

A- Carraghénane

Figure 11-7.Schéma des différentes structures chimiques des Carraghénanes.

Parmi les trois types de carraghénane, le kappa-carraghénane peut former un gel fort
car le nombre de groupements sulfatés est le plus faible. Toutes les fractions de carraghénane
sont solubles dans 1’eau, insolubles dans les solvants organiques, les huiles ou les graisses.
Cependant, plus il y a de groupements sulfatés, plus la molécule est soluble. En revanche, la

présence des ponts hydrophobes diminue la solubilité.

Le Kappa- carraghénane, au caractere anionique du fait de la présence des
groupements esters sulfates(SO,4), réagit avec le chitosane comme polycations (amines
chargées positivement (-NHs3")), et forme par la suite une phase dense (complexe
polyelectrolyte CPE) provoquée par les interactions électrostatiques cooperatives entre les

ions.
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Récemment, une étude a également évoqué des complexes stables polyélectrolytes
CPE a base de chitosane/carraghénane comme une bonne matrice d’immobilisation dela
laccase. Une interaction électrostatique coopérative entre les formes ioniques est le principal
mécanisme impliqué dans l'incorporation de cette protéine enzymatique dans le complexe
avec la conservation de I’aspect fonctionnel. Le complexe chitosane / carraghénane agit

comme agent prometteur pour protéger cette enzymel®?,

11-1.2.3. Galactomannanes de Caroube
11-1.2.3.1. Généralités sur le caroubier :
11-1.2.3.1.2. Description botanique

Le caroubier (Ceratoniasiliqua) (Figure 11-8)aussi appelé, caroube, algarroba et pain
de Saint-Jean [Zgl,appartient a la famille des légumineuses (Fabacées) de I’ordre des Rosales,
de la sous-famille des césalpiniacées a feuilles persistantes. Il résiste bien a la sécheresse, ce
qui explique sa grande prolifération dans les régions arides et semi-arides du climat
méditerranéen. Il présente aussi quelques caractéristiqgues comme la rusticité, la fertilisation
du sol et la lutte contre 1’érosion des sols™®!.Par ailleurs, ilposséde une importance socio-

al23-25]

économique et écologique trés important Cette espéce végétale fruitiere et

foresticrereprésente le plus grand potentiel de valorisation depuis 1’antiquité 26271 | e
caroubier peut atteindre une taille allant de 7 a 20 m et une circonférence a la base du tronc de

2 a3m et vivre jusqu’a 200 ans!®,

Figure 11-8.L’arbre de caroubier.
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11-1.2.3.1.3. La composition de la caroube

> Le feuillage

Une feuille ovale et verdatre de 10 a 20 cm de longueur, persistante, dense et brillante et
caractérisée par un pétiole sillonné. Elle est composée de 4 & 10 folioles, de couleur vert 2321,

Ses feuilles se renouvellent au printemps chaque deux ans.
» Les fleurs

Les fleurs sont petites de 6 a 16 mm de longueur, de couleur verte,spiralées et assemblées
formant des grappes droites et axillaires (Figure 11-9). Les petites fleurs rouges du caroubier
fleurissent a partir de septembre jusqu’au mois de novembre. Ce sont elles qui, apres

fécondation, vont donner naissance aux fruits appelés gousses!?>%!.

Figure 11-9.Photographie des fleurs de la caroube.

» Systeme racinaire

Les racines de cette plante sont fortes et envahissantes et peuvent atteindre une taille de 8

jusqu’a 15 m de long %8,

» Lagousse

La gousse,fruitde caroube, appelé caroube ou carouge est épaisse, coriace, arquée, de forme
allongée, a sutures épaisses del a 2,5 cm, longue de 10 a 20 cm sur 2 a 3 cm de largeur,
pendante. Elle est composée de trois parties : 1’épicarpe, le mésocarpe et les graines.Elle est
séparée a I’intérieur par des cloisons pulpeuses transversales et contenant de 10 a 16 graines.

Sa couleur est verte avant la maturité.A maturité, elle devient brun fonce?-34,
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» La pulpede la caroube

La composition de la pulpe de caroube dépend de la variété, du climat et des techniques de
cultures. Toutefois, on peut avancer que la pulpe de la caroube représente 90% de la masse du
fruit.Elle est constituée de sucres (40-60%) essentiellement, saccharose (27-40%), fructose (3-
8%) et glucose (3-5%), lipides (0,4-0,6%), protéines (27-50%) et cendres (2-3 %).Les
polyphénols représentent 18-20%.I1 faut souligner la présence de minéraux (K, Ca, Na, Fe et
de Mg) et de vitamines®¥. Elle présente 1’avantage d’étre exempte de théobromine et de

caféine, contrairement au cacao qui en contient des quantités importantes %!,

Figure 11-10.Photographie de la pulpe de la caroube, des graines de la caroube.
» Les grainesde la caroube

Les graines de la caroube (Figure 11-11) constituent environ 10 % de la masse de la gousse.lls
sont ovales, lisses, dures, d’une longueur de 8 a 10mm et une largeur de 7a 8 mmetde3 a5
mm d’épaisseur. Leur nombre varie généralement entre 10 et 15. Elles sont constituées de

trois parties : le tégument(ou cuticule), I’endosperme et le germe (la radicelle ou embryon)m'

34]

> La 1" partie: le tégument (ou cuticule) qui recouvre la graine et représente 30 & 35 %
du poids sec de la graine, résistant, lisse, de couleur brun rougeétre et brillant. Il est
constitué surtout de cellulose, de lignine et de tanin.

» L’endosperme riche en galactomannane, utilisé notamment dans 1’industrie agro-
alimentaire, grace a sesbonnes propriétés texturantes®™.C’est la partie la plus

intéressante dans la gomme de caroube. Elle représente 40 a 50 % du poids de la
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graine, constitue le tissu de réserve enrobant un germe ou embryon et possede un

contenu élevé en galactomannane brut.

> La 3™ partie est le germe, qui représente 15 et 30% du poids sec de la graine. Il est

soluble dans 1’eau, constitué¢ de lipides insaturés et possede une valeur €nergétique

élevée due a son taux important de protéines.

Cuticule

Endosperme

Germe

Figure 11-11.Coupe transversale d’une graine de caroube

11-1.2.3.1.4. Répartition géographique

L'intérét de planter les caroubiers a été augmenté dans les régions méditerranéennes,
c’est une essence thermophile cultivée dansce climat, Pour cela, ils poussent mieux dans les
sols calcaires et de préférence dans les zones cotiéres proches de la mer B%. On le rencontre
dans les zones allant, selon la surface cultivée, en Gréce, en Espagne, en Italie, au Portugal et
au Maroc. Il est aussi cultivé en Inde etaux Philippines 7. Actuellementon le trouve aussi en
Algérie,en raison du développement de I'industrie alimentaire et I'augmentation de la demande
pour les produits a base de caroube.

11-1.2.3.1.5. Utilisation du caroubier

Toutes les composantes de 1’arbre (feuillage, fleur, fruit, bois, écorce, racine) sont utiles et ont
une valeur dans plusieurs domaines en plus de sa valeur ornementale et paysagére. Ainsi, le
caroubier est considéré comme 1’un des arbres fruitiers et forestiers qui représente le plus

grand potentiel de valorisation grace a ses propriétés épaississantes et gonflantes, pour sa
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capacité a former une solution tres visqueuse, a une faible concentration en raison de ses

propriétés épaississantes, émulsifiantes®®**! (voir le tableau 11-2).
Tableau 11-2: Résumé des différentes applications de la composition caroubier

Usages Actions

secteur industriel  Extraction de jus sucrést®,

La préparation d’alcools 41,

La production de farine de chocolat 2.

La production du miel de caroube dans I’alimentation animalel*.
La production de la gomme de caroube (additif E 410, épaississant)
[44]

Fabrication du charbon[*!.

Agent épaississant, gonflant, liant et stabilisant dans les préparations
des émulsions(savons, cremes, dentifrices...) et la fabrication d’un
condiment aromatique®’.

utilisée en imprimerie, photographie, matiére plastique, encre et

cirage 171,

Secteur médical  Cette plante est utilisée dans la médecine traditionnelle poursoulager
plusieurs maladies telles que les crises d'asthme, bronchite, infections

et pharmaceutique : s
P 94 rippales, toux, cancer et diarrhee 1652,

Environnementale La dépollution ®¥ la rusticité, la fertilisation du sol et la lutte contre

(o 24
1’érosion des solst?*,

11-1.2.3.1.6.L.a gomme de caroube

La gomme de caroube représente 40 a 50 % du poids de la graine.ll s’agit de
polysaccharides de réserve que 1’on retrouve dans I’endosperme translucide de nombreuses
graines de plantes Iégumineuses dont celles de caroube. Ces polysaccharides sont appelés
galactomannanes.En anglais «Carob BeanGum>> ou plus couramment <«Locust Bean
Gum>(LBG).Un LBG de haute pureté estcomposé essentiellement de 80 & 85% de

galactomannane, de 10 a 13% d’humidité, 5% de protéine et d’une petite teneur en cendres et
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en fibres. Ce polysaccharide est utilisé comme additif naturel E 410dans l'industrie

alimentaire ou non-alimentaireet commercialisée sous forme de poudre blanchatre 1°!,

I1 est utilisé également, pour son caractére synergique avec d’autres polysaccharides tels que
le carraghénane, I’agar et la gomme de xanthane, méme a des faibles doses pour augmenter la
rigidité et 1’¢élasticité du gel et assurer une protection contre la dégradation thermique par

auto-association.

11-1.2.3.1.7. Les galactomannanes

Les galactomannanes sont des polysaccharides linéaires basés sur un squelette -(1-4)-
mannane auquel les résidus de D-galactopyranosyle sont attachés par des liaisons -(I-6). Ils
peuvent étre extraits de différentes graines (caroube 4, trigonella foenum-graceum F°..)
(Figure 11-12).

Leur composition moléculaire dépend de leur origine, en particulier de la teneur en galactose
et du rapport mannose/galactose. La taille moléculaire et la structure fine (rapport
mannose/galactose, distribution du galactose dans la chaine linéaire du mannose) influencent
la solubilité, la capacité d'auto-association et le contréle des propriétés rhéologiques de leurs
solutions aqueuses. Les galactomannanes sont utilisés industriellement dans de nombreux
domaines : papier, textile, pharmaceutique, cosmétique et dans les produits alimentaires
comme additif E410 (créeme glacée et autres préparations). La principale propriété importante
de ce bio-polymere est sa capacité a former une solution trés visqueuse a une concentration
relativement faible, a stabiliser la dispersion et I'émulsion et a remplacer la matiére grasse

dans de nombreux produits laitiers.

y HO _oH .

0
HO
O 3

HO
.0 HO OH
r?-IO %0 0 %HO O%
?IO %0 oa’

Figure 11-12.Structure chimique des galactomannanes de la gomme de caroube.
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Partie B

Biocapteur a base de laccase encapsulé dans un composite galactomannane-

chitosane pour I’évaluation des composés phénoliques

I1-Introduction

En raison de leur caractére antioxydant, les composés phénoliques, métabolites
secondaires des plantes, ont attiré Il'attention des scientifiques ces derniéres années. lls
peuvent protéger contre de nombreuses maladies telles que le cancer ou les maladies
cardiovasculaires %, A ce titre, les composés phénoliques extraits de végétaux sont utilisés
comme additifs dans les produits agroalimentaires, les produits cosmétiques. Pour ces raisons,
un effort important a été fait pour caractériser la teneur en phénol dans lesproduits végétaux
571 Les méthodes trés sensibles telles que la GC/MS ou la HPLC/MS sont utilisées pour
identifier et quantifier les composés phénoliques individuels, elles sont colteuses, prennent du
temps et nécessitent une étape de prétraitement de [I'échantillon. Les biocapteurs
électrochimiques . basés sur Iimmobilisation d'une enzyme, la laccase ou la tyrosinase,

constituent une excellente alternative.

C’est dans cette optique que nous avons utilisé le galactomannane, extrait & partir de
graines de caroube afin de développer un biocapteur électrochimique. Le galactomannane a
été utilisé dans un réseau polymére interpénétrant avec le chitosane P et dans I'alcool
polyvinylique [*
I'encapsulation d'enzymes dans des systémes d'administration de peptides et d'enzymes

pour I'encapsulation de 1’enzyme. Ce concepta été utilisé pour

antimicrobiens (protéase et lipase) pour préserver leur propre activité biologique et leur
grande affinité [°. Plusieurs biocapteurs ont été fabriqués par I'encapsulation de la laccase
dans du chitosane, avec des nanomatériaux %% ou du chitosane + carraghénane ', comme

présenté dans le tableau 11-3.
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Tableau 11-3: Comparaison des performances analytiques de biocapteurs a base de laccase

publiés précédemment et utilisant le chitosane comme matrice d'immobilisation.

Plage linéaire LOD Durée de
Matrice d’immobilisation de Lacasse [uM] [uM] conservation
[Jours]
Laccase/MWCT/ Chitosane * 0,091 -12.1 0,233 -
LBL Assemblages de chitosane/liquide ionique/ 2,4 -26 8,96x10™* -
Phthalocyanine !
Nanoparticules de cuivre/chitosane/nanotubes de 1-500 0,156 10
carbone & parois multiples/polyaniline-Aut®”!
Film composite graphéne/chitosan ™! 2-100 0,26 10
Chitosane/ nanoparticules de Fe;O4/0xyde de 6x107°-0,228 18x10°° 60
graphéne réduit
Chitosane/AuNPs/Phthalocyanine 2,4-20 8,55x10™* -
Fes0, /polyaniline /laccase /chitosanel™ 0,5-80 0,4 60
chitosane modifié avec trymiristine *] 10 - 107 0™ 60
Chitosane/ LambdaCarraghenane!™! 10-10°® 3x107*° 60
Oxyde de graphéne /Glycerol/Chitosane!” 0,2 -15 76x10° 15
Chitosane/ Galactomannane / Laccase I"*! 10"°x 10°- | 10" x10° 15
Notre travail 107 x10°

L'avantage de l'encapsulation d'une enzyme telle que la laccase dans un polysaccharide
(chitosane) est que son activité est préservée et que certaines interférences sont annulées.
L'intégration de nanomatériaux dans le chitosane augmente la sensibilité de détection. Il a été
démontré que l'utilisation d'un complexe chitosane-carraghénane pour I'encapsulation d'une
enzyme telle que le glucose oxydase augmente la sensibilitt de la deétection
voltampérométrique du glucose [,

Dans ce travail, un composite polymére galactomannane/chitosane (CHIT) a été utilisé pour
I'encapsulation de I'enzyme laccase dans un biocapteur voltampérométrique car il a été
précédemment démontré que le galactomannane eétait capable de préserver lactivité
enzymatique et cette propriété n’a jamais été appliquée a ce jour a la conception d'un
biocapteur. Le composite enzyme/polymere a été déposé sur une électrode en or modifiée par
un thiol, puis réticulé dans une vapeur de glutaraldéhyde par la formation de liaisons imides

entre le glutaraldéhyde et les groupes amines du chitosane.
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La laccase catalyse I'oxydation du pyrocatéchol en 1,2-benzoquinone selon I'équation

suivante :

i Laccase ]
Pyrocatéchol + O,— 1,2-benzoquinone + H,O

0-quinone peut ensuite étre réduit électrochimiquement en pyrocatéchol a la surface de

I’¢lectrode, comme 1'indique la réaction électrochimique :
1,2-benzoquinone + 2H" + 2e” — pyrocatéchol

Les performances analytiques du biocapteur a base de la laccase ont été déterminées pour la
détection du catéchol, par la détection voltampérométrique de la 1,2-benzohydroquinone. Le
contenu phénolique de l'huile d'olive a été testé sur des échantillons dilués, sans autre
procédure de préparation. Le contenu phénolique de I'huile d'olive (composé principal :
hydroxytyrosol) confére a ce produit des propriétés antioxydantes, cardioprotectrices, de
piégeage des ROS et surtout un caractére anticancer!’®, Une comparaison des huiles d'olive de
différentes origines a été effectuée a lI'aide de ce dispositif. Les résultats ont été comparés avec
une méthode classique d’analyse, en 1’occurrence, le test colorimétrique a partir du réactif de

Folin-Ciocalteu.
11-1. Matériaux et méthodes

11-1.1. Réactifs

Acide sulfurique, éthanol, isopropanol, acétone, acide acétique, 4-aminothiophénol (4-ATP,
97%), chitosane (CHIT) (MW moyen = 45 kDa avec un degré d'acetylation >75,0 %), le
glutaraldéhyde (GA), le pyrocatéchol (> 99 %), la laccase (EC=1.10.3.2, deTrametes
versicolor, 85 0,94 U/mg), le réactif phénolique de Folin et Ciocalteu (2M) et le carbonate de
sodium ont été fournispar Sigma-Aldrich. Des solutions aqueuses sont préparées en utilisant
de I'eau Milli Q (résistivité 18,2 MQ-cm). Une solution tampon de phosphate, PBS (0,1 M) est
préparée a partir de sels de phosphate monopotassique et dipotassique, de chlorures de sodium

et de potassium et ajustée a pH7.

11-1.2.Extraction de galactomannane a partir de graines de caroube (ceratonia siliqua)

L’extraction est réalisée selon le protocole décrit par Dakia et all>¥:
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Les graines de caroube sont composees de la cuticule, de I'endosperme et du germe.

Elles sont séparées des gousses de caroube, a 1'aide d’une pince.

La cuticule est séparée manuellement de I'endosperme apres avoir chauffé les graines de
caroube dans une solution sulfurique (H,SO4/H,O 60/40 v/v), a 60 °C pendant 1 heure. Ce
traitement carbonise la cuticule. Les germes sont ensuite séparés manuellement en fendant
I'endosperme dans le sens de la longueur, apres avoir été trempés dans I'eau pendant une nuit.
Afin dobtenir la gomme de caroube brute (gomme de caroube (LBG)), les
endospermessontlavés, séchés et broyés. La gomme de caroube est dissoute dans de I'eau
chaude (80 °C) pendant une nuit. La solution est ensuite centrifugée et le surnageant est
récupéré. Apres addition d'isopropanol a 40 °C etcentrifugation, le précipitéestrécupéré sous
forme de gomme blanche contenant du galactomannane (GAL). A partir de la gomme de

caroube brute, le taux de récupération est de 13%.

11-1.3. Caracterisation du biocapteur a base de laccase

Les spectres FTIR sont enregistrés sur le film de galactomannane et sur le film de
laccase/galactomannane+chitosane déposé a la goutte sur I'électrode en or, en utilisant un
microscope Continuum Nicolet couplé au spectromeétre infrarouge Nexus en mode de
réflexion spéculaire, équipé d'un détecteur MCT. La résolution utilisée pour les mesures est

égale 8 4 cm™ et le signal est traité par apodisation de Happgenzel.

La masse molaire moyenne du galactomannane dissous dans l'eau (1% (p/p)) est
déterminée par chromatographie d’exclusion stérique, en utilisant un systeme Agilent

Technologies 2.

Des images de microscopie électronique a balayage (MEB) sont réalisées sur le film
de galactomannane et sur le film de laccase / galactomannane + chitosane déposé sur
I'électrode en or, en utilisant un MEB VEGA TESCAN.

Des mesures de voltampérométrie cyclique (CV) sont effectuées a température
ambiante a l'aide de l'instrument d'analyse SPS Bio-Logic (Bio-Logic, France). Le traitement
des données est réalisé a l'aide du logiciel EC LAB. Une cellule a trois électrodes de 5 ml
équipée d'une plagque de platine comme contre-électrode, d'une électrode Ag/AgCl comme
électrode de référence et d'une plaque d'or modifiée comme électrode de travail sont utilisées.

Pour la caracterisation électrochimique de I'¢lectrode en or modifiée, les mesures de CV sont
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effectuées dans du PBS 10 mM [Fe[(CN)s]*’* (0,1M, pH 7), & une vitesse de balayage de 80
mV/s. Pour la détermination des performances analytiques du biocapteur, les mesures de CV
sont effectuées en présence de différentes concentrations de pyrocatéchol dans une solution de
PBS (0,1 M, pH 7), a une vitesse de balayage de 80 mV/s.

11-1.4 Préparation de 1'électrode en or modifiée par laccase

Les substrats en or (300 nm de couche d'or/ 30 nm de couche de titane/ 300 nm SiO,/ p-
type Si/300 nm SiO;) sont fournis par le réseau francais RENATECH (LAAS, CNRS
Toulouse, France). La surface de I'électrode est nettoyée dans de I'acétone pendant 5 minutes,
puis dans de I'eau UP, et enfin incubée dans une solution piranha (H,SO4:H,0,=3 :1 v/v), puis
nettoyée dans de I'eau UP avec séchage sous flux d'azote. La figurell-13 illustre la fabrication
du film LAC/CHIT+GAL sur I'¢électrode en or.

w SH

NH;
4

SERSLE

Chitosane galactomannane laccase

\ V J

Mélange en acide acétique/eau [1/100]

Figure 11-13. lllustration schématique de la fabrication du film LAC/CHIT+GAL
sur I'électrode en or.
> Etape 1 : formation de la monocouche auto-assemblée de 4-ATP ;
> Etape 2 : formation du mélange laccase/chitosane+galactomannane ;

> Etape 3 : dépot du film laccase/galactomannane + chitosane sur I'électrode en or ;
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> Etape 4 : réticulation dans la vapeur de glutaraldéhyde pendant 20 minutes.

Les électrodes nettoyées sont incubées dans une solution éthanolique de 4-ATP a 0,1 M
pendant 12 heures pour former une monocouche auto-assemblée (SAM) ancrée sur la surface
de I'électrode. L'électrode est ensuite rincee a I'éthanol.

Une solution de gel est préparée en mélangeant 0,5 ml de solution S; et 0,5 ml de solutionS,:

- S; : 10 mg de chitosane dissous dans 0,1 ml d'acide acétique + 4,9 ml d'eau apres 24 heures.
- S, : 10 mg de galactomannane dissous dans 5 ml d'eau chaude (45 °C) aprés 5 heures.

10 mg de laccase sont mélangés dans la solution de gel. 10 ul de ce mélange laccase /
chitosane + galactomannane sont déposés sur la surface de I'électrode en or / 4-ATP. Cette
surface est ensuite exposée a une vapeur de glutaraldéhyde pendant une durée optimisée de 20
min. La vapeur de glutaraldéhyde est générée dans un récipient fermé, au-dessus d'une
solution de glutaraldéhyde a 25% dans I'eau, a température ambiante. Cette vapeur contient
des monomeres de glutaraldéhyde qui réticule les groupes amino du chitosane et du 4-ATP en
formant des groupes imine. Cette étape a donc permis d'assurer I'ancrage du film réticulé de
laccase / chitosane + galactomannane sur I'électrode en or et de diminuer le taux d'hydratation
du film. Enfin, I'électrode en or modifiée LAC/CHIT+GAL est maintenue a 4 °C pendant 24

heures.

I1-1.5. Application du biocapteur pour la détection du contenu phénolique dans les

échantillons d'huile d'olive

Des huiles d'olive de différentes origines (Tunisie, Algérie, Maroc, Espagne) sont
testées. Les huiles d'olive sont constituées de mélanges d'huiles d'olive raffinées et d'huiles
d'olive vierges. Les échantillons sont conservés a l'obscurité et a température ambiante, puis
ouverts juste avant leur utilisation afin d'éviter leur dégradation par oxydation. Dans des
conditions optimisées : des échantillons d'huile (1 g) dilués a 5 mL avec de I'hexane sont
placés dans des tubes a essai. Ensuite, 100 uL de solution aqueuse de HCI 1 M sont ajoutés et
le mélange est agité pendant 2 min en utilisant une agitation tourbillonnaire. Les phases sont
séparées par centrifugation pendant 10 minutes a 4000 tours/minute. La phase organique
supérieure est soigneusement éliminée a l'aide d'une pipette en verre et la phase aqueuse acide
restante (40 pL) est récupérée a l'aide d'une seringue pour l'analyse finale. Des mesures
voltampérométriques cycliques sont effectuées dans cet extrait, apres dilution dans du PBS

0,1M, pH 7 pour la détection électrochimique du contenu phénolique. Un test colorimétrique
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est réalise dans cet extrait en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu a des fins de comparaison. Le
réactif de Folin-Ciocalteu est composé d'un mélange d'acide phosphotungstique HsPW 1,04 et
d'acide phosphomolybdique H3PMo01,040, capables d'oxyder les composés phénoliques puis
de les réduire, ce qui entraine une augmentation de I'absorption & 765 nm 4. 40 pl de I'extrait
sont mélangés avec 200 uL de réactif Folin-Ciocalteu et 800 puL de solution de Na,COz a 7,5
%, dilués jusqu'a 4 ml et incubés pendant 2 h a l'obscurité avant la determination
spectrophotométrique ; l'absorbance est mesurée a 765 nm. La courbe d'étalonnage est
construite en utilisant des étalons aqueux d'acide caféique de 0 a 300 mg/L (N = 5) dans du
HCI 1 M.

11-2.Résultats et discussion

11-2.1. Caractérisation du galactomannane préparé

Le spectre FTIR du galactomannane est illustré dans la figurell-14a. Comme elles ont été
précédemment identifiées [, les caractéristiques des bandes d'absorption du galactomannane
révélent : la bande d'absorption & 1651 cm™pour le groupe carbonyle cétonique. Le GAL a
montré des pics caractéristiques & 3376 cm™ pour I'étirement du groupe O-H et & environ
2917 cm™ pour le repliement/déplacement du groupe CH,. Un large pic & 1029 cm™

représentait I'étirement du groupe C-O-H.

Tableaull-4:Bandes d’absorption IR caractéristiques du galactomannane.

Nombre d’onde (cm™) Groupe caractéristique Réfs
3376,00 v oy €au et polymére L76]
2917,16 v . de CH, asymétrique 177l
2850,83 v c.y de CH, symétrique L7l
1729,22 U c=o0 du groupement carboxylique (COOH) de I’acide 78]

galacturonique
1651,41 & o.n Molécule de glucides hydratation amides 39
1541,18 V com 179l
1379,88 U cH2 Symétrique
1316,47
1250,49
1148,46 Ve.o.cr U .o Liaisons osidiques des structures 180]
1074,59 polysaccharidiques
1029,12
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Figure 11-14.a) Spectre FTIR du galactomannane préparé ; b) Spectre FTIR du film de

laccase / galactomannane + chitosane préparé

Le poids moléculaire du galactomannane est de 850 kDa avec un indice de polydispersité de
1,57. Cette valeur est proche de celle du galactomannane extrait apres traitement acide des
graines de caroube ®*. Dans ce type de GAL, le rapport mannose/galactose est de 3,6, selon
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I'unité moléculaire présentée sur la figure 11-12. Ce type de polysaccharide présente un
caractére non ionique ™, il peut donc étre facilement incorporé dans un polymére & charge
positive tel que le chitosane. La charge globale de ce composite est alors positive. La laccase
dont le point isoélectrique est de 3,6 %2 est chargée négativement a pH 5-6 et peut étre

étroitement encapsulée dans ce composite chargé positivement.

11-2.2. Caractérisation de I'électrode en or modifiée avec le film de laccase / chitosane +
galactomannane

- Caractérisation spectroscopique

Le spectre FTIR du film de laccase / galactomannane + chitosane préparé est représenté sur la
figure 11-14b. Les principaux pics du galactomannane (1651 cm™, 3376 cm™, 2917 cm™,
1029 cm™) et du chitosane (1415 cm™, 1313 cm™) sont indiqués. La présence de la laccase
encapsulée dans le film de chitosane + galactomannane est mise en évidence par l'apparition
de deux bandes d'absorption & 1570 cm™ et 1651 cm™, caractéristiques de I'amide | et de
I'amide 11 respectivement de la laccase 2.

- Caractérisation microscopique

Les images MEB du film de galactomannane+chitosane sans et avec laccase encapsulée sont
présentées respectivement dans la figure 1l-15a et la figure 11-15b. Le film de
galactomannane+chitosane présente quelques fissures alors que I'encapsulation de la laccase

hydrophile montre un film plus homogéne avec une structure globulaire.

(a) (b)
Figure 11-15.Images MEB du film de chitosan+galactomannane sans (a) et avec la laccase
encapsulée (b).
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- Caractérisation electrochimique

La méthode de voltampérométrie cyclique, en présence de la sonde redox [Fe(CN)s]*™,

permet d'étudier le transfert de charges a l'interface électrode/électrolyte modifiée. Les
voltampérogrammes cycliques obtenus au cours des étapes successives de préparation de la

modification de I'électrode en or sont représentés sur la figure 11-16.

1.0 ; ; ‘ ‘
Au

Au/4ATP

Au/4ATP/Gal
Au/4ATP/Chit
Au/4ATP/Chit/Gal
Au/4ATP/Chit/Gal/Laccase

0.5 4

0.0 4

I[mA]

-0.5 -

-1.0 -

-460 | -260 | 6 | 260 | 460 | 660 | 800
E[mV](Ag/AgCl)
Figure 11-16.VVoltammogrammes cycliques obtenus pour : Au, Au/4-ATP ; Au/4-ATP/CHIT ;
Au/4-ATP/GAL ; Au/4-ATP/CHIT/GAL, Au/4-ATP/CHIT/GAL/Laccase :10 mM

[Fe[(CN)6]3-/4-in PBS (0,1M, pH 7).

Tableau I1-5:Intensités maximales des pics redox (la et Ic) et AEp (différence de potentiel

entre les pics redox) et pour les différentes étapes de la modification de I'électrode en or

Electrode Au AU/AATP  Au/4ATP/CHIT Au/4ATP/GAL Au/4ATP/CHIT Au/4ATP/CHIT

+GAL +GAL/Laccase
AEp[mV] 292 628 297 160 170 182
la [LA] 790 749 506 127 285 535
Ic [MA] 810 177 498 164 309 601

Dans le tableau,les intensités maximales des pics d'oxydoréduction (la et Ic) et
AEpsont indiquées pour les différentes étapes de la modification de I'électrode en or. Une

forte augmentation de AEp est observée apres la formation de la SAM thiol & la surface de
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I'électrode en or. La haute viscosité du film de galactomannane entraine une forte diminution
des pics d'intensité maximale ; l'insertion de galactomannane dans le chitosane entraine une
forte augmentation des pics d'intensité maximale d'un facteur supérieur a 2, ce qui montre
I'amélioration du transfert de charges due a la présence de chitosane. Ce point montre I'intérét
d'utiliser du galactomannane = chitosane composite plutdt que du galactomannane pur pour la
détection electrochimique. Aprés encapsulation de la laccase, les intensités maximales des

pics sont doublées en raison de la présence de cuivre dans le site actif de I'enzyme 31,

11-2.3. Optimisation de la concentration des galactomannanes sur la réponse du

biocapteur a base de laccase

Une série de capteurs contenant chacun un film obtenu a partir d’une solution galactomannane
a différentes concentrations (a pH naturel) et a température ambiante, sont préparésen ajoutant
la méme concentration du chitosane : soit 1% et la méme quantité de laccase. Les courbes de

calibration obtenues pour la détection du pyrocatechol sont représentés sur la figure 11-17.

25 T T T T T T T T
m  Capteur 1
20 Capteur 2 v
Capteur 3 v .
v Capteur4
°
15 v v ° |
v °
2 [}
§, 10 M °
- - 3T ® n [ ] [ ] ] LI
u v °
5 °
I 4
n ¥ -
v
04 e
T T T T T T T T T T T T
-16 -14 -12 -10 -8 -6 -4
log(C)

Figure 11-17.Courbes de calibrations de différents biocapteurs a base de laccase : Variation
de I'intensité maximale du pic en fonction du logarithme de la concentration de pyrocatéchol.
o Capteur 1 capteur avec 1% chitosane en absence du galactomannane
o Capteur 2 capteur avec 1% chitosane en présence du 10 % galactomannane
o Capteur 3 capteur avec 1 % chitosane en présence du 0,1% galactomannane

o Capteur 4 capteur avec 1% chitosane en présence du 1 % galactomannane
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- La meilleure réponse des capteurs est celle du capteur avec 1% chitosane et 1 %

galactomannane.

- Les résultats des courbes obtenues des capteursavec deux
polysaccharidesgalactomannane+chitosane montrent des bonnes sensibilités contrairement a

celles du capteur avec le chitosane seul.

11-2.4. Performances analytiques du biocapteur

La figurell-18a présente les voltampérogrammes cycliques de I'électrode en or modifiée de
Laccase/CHIT+GAL, en présence de pyrocatéchol. Le pic de réduction correspondant a la
réduction de la o-quinone apparait a -447 mV pour des concentrations de pyrocatéchol de 10
M. Lorsque les concentrations de pyrocatéchol augmentent, le potentiel du pic de réduction
est déplacé vers des potentiels positifs jusqu'a -380 mV pour les concentrations de
pyrocatéchol de 10“M. La valeur de ce potentiel cathodique est trés faible par rapport & celle
observée lorsque la laccase est encapsulée dans du chitosane + carraghénane (-1,35 V) 2. Ce

point montre que le transfert de charges est plus facile dans le film CHIT+GAL.

T T T T T
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Figure 11-18.a) Voltamogrammes cycliques observés pour I'électrode en or modifiée
Laccase/CHIT+GAL en présence de différentes concentrations de pyrocatéchol. Vitesse de
balayage 80 mV/s. Solution de PBS (0,1 M, pH 7) ; b) Courbe de calibration du biocapteur a
base de laccase : Variation de I'intensité maximale du pic en fonction du logarithme de la

concentration de pyrocatéchol.

L'intensité du pic cathodique augmente lorsque la concentration de pyrocatéchol augmente.
La variation de I'intensité maximale du pic cathodique est rapportée en fonction du logarithme
de la concentration de pyrocatéchol, dans la gamme de 10™® M a 10 M sur la figure 11-18 b.
Une relation linéaire est observée entre | (intensité pour une concentration de pyrocatéchol -
intensité sans catéchol) et le logarithme de la concentration de pyrocatéchol, dans la gamme
10 M a 10®* M. La pente de la ligne droite est S = 1,58 pA, avec un coefficient de
corrélation R? de 0,99. La limite de détection est calculée & partir de I'équation : LOD = 3
xa/S, ou S est le bruit de fond du blanc. Elle est de Iordre de 10™° M. L'écart-type relatif pour
trois biocapteurs est de 3,5%. La limite de detection obtenue se situe dans la plage inférieure
de celles des biocapteurs a base de laccase publiés précédemment et fabriqués par
encapsulation de laccase dans le chitosane, comme indiqué dans le tableau 11-31%°7 La
constante apparente de Michaelis-Menten (Ky®*®) de la laccase, déterminée a partir de la
linéarisation de 1’équation de Linewear-Burk, est égale a 3x10t M. Cette valeur basse,
comparée au Ky de la laccase libre (8x10®° M), peut étre attribuée & bonne conformation de

I’enzyme dans son environnement.
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La répétabilité du biocapteur est testée.Les mesures sont effectuées aprés le stockage du
biocapteur a 4 °C. L'écart type relatif constaté aprés 15 jours est de 5 %, ce qui montre la
bonne conservation de la laccase dans le composite chitosane+galactomannane.Les résultats

sont récapitulés dans la Figure 11-19.
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Figure 11-19.Intensités du courant cathodique pour une concentration en Pyrocatechol & 10™

M a différents jours.

11-2.5. Application du biocapteur pour I'estimation comparée du contenu phénolique

dans les échantillons d'huile d'olive

Les voltammogrammes cycliques obtenus dans les extraits d'échantillons d'huile d'olive dilués
dans une solution de PBS 0,1 M sont présentés a la figure 11-20. Les potentiels des pics
cathodiques sont dans la méme gamme que ceux obtenus pour la détection du catéchol dans le
PBS 0,1 M (figure 11-20a).
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Figure 11-20. Voltammogrammes cycliques obtenus en présence d'échantillons d'huile d'olive
diluée dans du PBS (0,1M, pH 7).

g S/

Figure 11-21.Coloration du réactif Folin et Ciocalteu en présence d'échantillons d'huile d'olive
dilués dans du PBS (0,1M, pH 7) (1) huile d'olive de Tunisie (2) huile d'olive d'Algérie (3)
huile d'olive d'Espagne (4) huile d'olive du Maroc (5) Couleur originale du réactif Folin et

Ciocalteu

Une comparaison graphique des résultats obtenus par les biocapteurs & base de laccase
(déterminé a partir de la courbe de calibration présentée en figure 11-18) et par la méthode
Folin-Ciocalteu (obtenue par une calibration de la méthode colorimétrique) est représentée sur
la figurell-22. Comme on peut l'observer, des concentrations plus faibles sont
systématiquement trouvées avec le biocapteur par rapport a celles obtenues avec la méthode
colorimétrique. Ce résultat peut s'expliquer comme suit : la méthode Folin-Ciocalteu estime la
teneur totale en polyphénols alors que le biocapteur détecte la concentration de pyrocatéchol
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et d'autres monophénols ; de plus, le réactif de Folin-Ciocalteu est considéré comme un réactif
non specifique par de nombreux auteurs car il peut étre réduit par des composés non
phénoliques 4. Ainsi, la méthode Folin-Ciocalteu pourrait également refléter la présence
d'autres espéces oxydables présentes dans I'extrait de I'échantillon. Malgré ces différences, la
figure 11-22 montre une forte corrélation entre les résultats obtenus par les deux méthodes.
L'encapsulation de la laccase dans le composite chitosan+galactomannane empéche tout effet

851 qui pourraient

d'inhibition de la laccase par les métaux lourds et les composés sulfhydriles
étre présents dans les échantillons d'huile d'olive. En conséquence, pour estimer la capacité
antioxydante des échantillons d'huile d'olive, nous pouvons conclure que le biocapteur a base

de laccase obtenu est une alternative valable a la méthode Folin-Ciocalteu.
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Figure 11-22.Comparaison graphique des résultats obtenus avec le biocapteur a base de
laccase et avec la méthode Folin-Ciocalteu. La teneur en composés phénoliques donnée par le
biocapteur est déterminée a partir de la courbe de calibration présentée en figure 11-18. La
tenuer en composés phénoliques donnée par la méthode de Folin-Ciocateu est obtenue par une

calibration de la méthode colorimétrique
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I11-3. Conclusion

Le Galactommananeest extrait des graines de caroube et caractérisé. 1l est utilisé pour
la premiere fois pour la fabrication d'un biocapteur par I'encapsulation de la laccase dans un
composite chitosan+galactomannane. Ce composite est capable d'assurer un bon taux de
transfert de charges. L'activité de la laccase est bien préservée dans ce composite et la
sensibilité de détection du pyrocatéchol dans la gamme 107 M - 10 M est trés élevée. La
réponse voltampérométrique du biocapteur est stable pendant plus de deux semaines. Pour
estimer la capacité antioxydante des échantillons d'huile d'olive, il a été démontré que le
biocapteur a base de laccase obtenu est une alternative valable a la méthode colorimétrique

Folin-Ciocalteu.
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CHAPITRE |11 : Conception d'un nouveau capteur non-enzymatique base sur une
pérovskite A,BO,.5substituée pour la détection voltampérométrique du glucose

Partie A

I11- Introduction

Depuis plusieurs années, des études trés importantes sur les pérovskites en tant que
nanomatériaux ont été réalisées. En effet, le contréle des caractéristiques morphologiques des
particules nanométriques des pérovskites présente un grand intérét. Grace a leurs propriétés
physico-chimiques en matiére de magnétisme, de conductivité électrique, de la mobilité des
ions oxygéne a travers le réseau cristallin, leur stabilité thermique et chimique, leurs
propriétés thermoélectriques et diélectriques et enfin leurs propriétés optiques, leurs domaines

(-9 Les nano

d’utilisation dans des applications technologiques ne cessent d’augmenter
pérovskites ont été utiliséesdans la modification de la cinétique de la réaction d’oxydation et
de réduction de I’hydrogéne et de 1I’oxygene (101 Ces matériaux sont caractérisés aussi par une
grande activité catalytique ™. Derniérement, plusieurs chercheurs les ont utilisées comme
modificateur d’électrode pour la détection électrochimique des gaz, du glucose, d’urée et de
H,0, 2% IIs peuvent améliorer les performances catalytiques en termes de sélectivité, de
sensibilité, de reproductibilité et de stabilité. Ils sont utilisés aussi dans de nombreux

g [10-21]

dispositifs technologiques tels que : les piles solaire , les piles & combustible % et la

catalyse (2%,

Ce chapitre présente brievement les oxydes pérovskites y compris la structure cristalline, les
procédés de synthese, les propriétés de base et la caractérisation. Dans un deuxieme lieu, on
explique l'avantage d'utiliser ces composés dans la conception et le developpement de
capteurs en mettant l'accent sur un nouveau dispositif non-enzymatique basé sur une

pérovskite A,BO,.ssubstituée, pour la détection voltampérométrique du glucose.
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I11-1. Structure pérovskite

L’une des classes les plus importantes des oxydes de métaux de transition est celle
ayant la structure pérovskite ?*%1. La structure minérale CaTiOs (titanate de calcium) fut
observée pour la premiére fois par le géologue Gustav Rose dans les montagnes de I'Oural en
1839 et elle a été nommée pérovskite en reconnaissance du comte Lev Alexevich von
Perovski, un éminent minéralogiste russe 8. Dans la crodte terrestre, il existe plusieurs
composés & structure pérovskite®*% dont les plus abondants sont les MgSiOs et FeSiOs. La
recherche sur les oxydes pérovskites est un domaine trés vaste. A 1’interface entre la chimie et
la physique, ces matériaux ont montré plusieurs propriétés physiques et chimiques
remarquables soit électriques, optiques ou magnétiques du fait que la majorité des éléments
du tableau périodique peuvent étre stables dans la structure pérovskite avec un pouvoir de

substitution totale ou partielle des cations dans les sites A et B B34,

I11-2. Structure cristallographique

Une pérovskite est un oxyde dont la formule générale chimique est ABOs, ou A est un
cation alcalino-terreux ou une terre-rare de grand rayon qui habituellement occupe le centre
de la structure et il est entouré de 12 ions oxygene (avec 12, nombre de coordination) et B
représente le métal de transition trivalent a faible rayon qui occupe le coin tridimensionnel et
qui est entouré par 6 ions oxygéne sous forme d'octaédre BOg(avec 6, nombre de
coordination)**®! (Figure 111-1). Le groupe d’espace de I’arrangement atomique idéal dans

B7 pour les pérovskites, le facteur de

une maille cubique (pérovskite idéale) est Pm3m
tolérance t, qui a été introduit par V.M. Goldschmidt en 1920 sur cette structure, est considéré
comme un indicateur de stabilité et de distorsion de la pérovskite de la structure cubique
idéale, applicable aux rayons ioniques empiriques a température ambiante. 1l est defini de la

maniére suivante %8

t= (rA + r0) /\J2(rB + 10) (Eq I11.1)

rA, rB et rO représentent les rayons ioniques des ions A, B et de I’oxygene respectivement.
D’aprés I’équation (1), le facteur de tolérance t diminue lorsque rA diminue et/ou

rB augmente. La structure de la pérovskite a été estimée par Hines et al ¥ sur la base de

I'analyse de la valeur du facteur de tolérance comme suit :
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e 0.9< t <1: la structure adoptée est la structure cubique pour laquelle les contraintes
structurales au sein de la maille sont minimales ;

e t>1, lastructure de la pérovskite est hexagonale, le cation situé en site A est trop gros ;

e t <1, lastructure de la pérovskite est rhomboédrique ou orthorhombique, le cation situé
en

site A est trop petit.

Figure 111-1. Structure de la Pérovskite (ABO3). Avec site A; site B.
X =0 ou halogéne

Il existe un trés grand nombre de combinaisons possibles en ce qui concerne la nature des
cations A et B pour les systemes simples d'oxyde ABO3; conduisant a différents états des
valences cationiques. : Par exemple [1+V] = A'BYO; pour KNbO; [11+1V] = A"B0O; pour
CaFeOs [I11+111] = A"B"0; pour LaCoOs. 11 existe aussi d’autres composés avec du soufre
ou du fluor au lieu de I’oxygéne. On distingue en fonction des types d’atomes qui occupent

les sites A et B :

1- Les pérovskites simples : chaque site A et B est occupé par un seul type d’atome
tel que PbTiO3, SrCo03 et SNAIO3, Al;03, In,03.
2- Les pérovskites complexes : I’un des deux sites A ou B est occupé par deux types

d’atomes : Lao_esro_4C003, Lao_gcao_zMn03, Lao_gsro_lcU03.
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Des travaux ont décrit une famille de pérovskites en couches du type
AnBnOsn+2"* La structure de ces composés se caractérise par un empilement de n couches
d’octaedres [BOg] distordus, le long de 1’axec. Ces octaedres sont attachés par les sommets et
établissent entre eux des chaines infinies le long des axes a eth. Une autre structure pérovskite
en feuillets & base de couches de type An1BnOsn+1 peuvent étre divisées en trois series
particuliéres ; les phases Ruddlesden-Poper (RP), A;[A'1.1BnOs:1]"?, les phases Dion
Jacobson (DJ), A [A' .1 BnOsni1] et les phases Aurivillius (BizO2)2+ [An1BnOsns1]™™ (A
métal alcalin, A’ terre rare, B métal de transition, n le nombre de couches de pérovskite) et
ces structures sont caracterisées par I’empilement suivant 1’axe cde n octaédres [BOg] par
feuillet. Au centre de ces feuillets, les octaedres sont assemblés par les sommets et la valeur
de n définit I’épaisseur du feuillet. Ils ont comme caractéristique commune des feuilles de
pérovskites [A' .1 BnO3n.1] Séparées par des cations échangeables.

Ces oxydes sont classés en pérovskites d'oxydes inorganiques, les pérovskites
d'halogénures de métaux alcalins et les pérovskites d'halogénures de métaux organiques avec

des anions d'oxydes ou d'halogénures 6471,

Intrinsic perovskites

Inorganic oxide
perovskite [ABX;] f N
Doped perovskites

Perovskite ’
cristalline systems
[ABX;]

| p= ~

Alkali-halide perovskites

Halide perovskite
[ABX,], X=ICI, Br, F r w
Organo-metal perovskites

Figure I111-2. Classification des pérovskites.

111-3. Procédés de synthese

Afin d’évaluer des conditions menant a la formation de poudres de bonnes propriétés,
il existe plusieurs méthodes d’élaboration de syntheése de poudre. Toutes ces méthodes de
synthese ont fait I’objet d’excellentes revues exhaustives [25:48-%01- on peut citer la synthése par

voie solide, voie sol gel, la co-précipitation et le procédé citrate-nitrate.
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» Par voie solide :

Dans la voie solide appelée aussi la méthode classique, les produits de départ sont
géneralement des oxydes, des hydroxydes de cations ou des nitrates. Elle est basée sur le
broyage et la calcination du mélange de ces produits pris en proportions stoechiométriques
pour homogénéiser les composés. Le frittage a lieu a des températures élevées allant jusqu’a
1100 a 1400°C pendant des durées relativement longues. Cette méthode est aisée et rapide a
mettre en ceuvre car elle ne nécessite pas des préparations antérieures des précurseurs. En
dépit d’une utilisation trés répandue, cette méthode simple présente cependant plusieurs
inconvénients **%:1a réaction est lente ; les procédés conventionnels ont des limites, en
raison de la tempeérature élevée et de la période de chauffage prolongeée ; le procédé est

énergivore ; la composition du produit final obtenue peut étre inhomogeéne.

> Par la méthode de co-précipitation 3% :

Elle repose sur la précipitation simultanée de deux sels de produits de départ afin
d’obtenir un co-précipité homogéne sous agitation pour une répartition aléatoire et des
précurseurs dans le précipité. Pour atteindre les propriétés physiques souhaitées, les
chercheurs se sont basés sur le contrdle de la température, de la vitesse de mélange, de la
concentration et de I’ajustement du pH au cours de la réaction chimique de co-précipitation.

Pour la synthése des matériaux purs souhaites, le recuit est essentiel.

» Par voie nitrate citrate ou polyacrylamide:

llexiste deux autres méthodes qui consiste en I’intervention de la chélation des cations
soit par voie nitrate citrate, soit par voie sol gel (polyacrylamide). Le principe de ces
méthodes consiste en des réactions d’oxydoréduction qui sont exothermiques accompagnées
pas un dégagement d’une énergie importante (phénoméne d’auto combustion). Malgré cet
inconvénient, ces deux méthodes conduisent a la formation de produits purs a des

températures basses par rapport a celles de la méthode classique et a I’échelle nanométrique.
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e Par voie nitrate- citrate %1

Dans ce procédé, 1’objectif est I’obtention d’une phase aqueuse dans laquelle les
cations sont complexés a I’aide d’un agent chélatant. Parmi les agents chélatants les plus
utilisés, il y a des composés carboxyliques tel que I’acide citrique. Ce ligand posséde deux
atomes donneurs d’électrons qui permettent d’établir des liaisons de coordinations plus stables
avec les cations en solution. Dans le cas d’une solution de nitrates, I’acide citrique joue le role
d’un réducteur vis-a-vis les ions nitrates. Aprés cette étape de complexation, il y a
formationd’un gel visqueux puis une mousse rigide se forme en augmentant la température
jusqu’a I’étape d’auto-combustion du précurseur. Le traitement thermique et le broyage sont
nécessaires pour obtenir la phase finale. Cette technique est limitée par 1’auto-combustion et
par la petite quantité de matériau désiré qui donne lieu a des variations de granulométrie de la

poudre finale. La voie gel polyacrylamide est capable de remédier a ce probleme.

e Par voie gel polyacrylamide "% :

La voie gel polyacrylamide est basée sur la chélation des cations en utilisant des
monomeres d’acrylamide avec un agent chélatant en augmentant 1’homogénéité du précurseur
par dispersion des cations dans le réseau polymérique organique. Elle présente de hombreux
avantages qui sont en fait liés au réle du précurseur organique intermédiaire possédant

plusieurs fonctions.

v' Elle permet une meilleure homogénéité ;
v Elle permet une formation plus aisée des grandes quantités de la poudre finale du fait

d’une durée de temps moins longue et d’une température plus basse.

I11-4. Caractérisations physico-chimiques

Les principales méthodes de caractérisation physico-chimiques utilisées sont:
I'analyse thermique ATG/ATD*®!  |a spectroscopie des photoélectrons induits par rayons X
(XPS)®®8 |a mesure de surface spécifique par la méthode BET!™ ™ Ila spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) >7 |adiffraction des rayons X (DRX)I"® 7 la

microscope électronique a balayage [#®% et la microscope électronique & transmission 182
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Figure I111-3. Les principales méthodes de caractérisation des pérovskites.

I11-5. Dopage des pérovskites

Les pérovskites possedent différentes propriétés physiques et chimiques qui dépendent
de leur composition cationique et de leur steechiométrie en oxygene et qui ont été largement
étudiées tant pour des applications pratiques que pour la modélisation théorique.
Généralement, les propriétés les plus importantes sont : les propriétés photoélectriques, la
supraconductivité : BaPby..BixO3 !, la magnétorésistance géante : LaggsCa 0.15sMnO3z B, les
propriétés catalytiques : La;.,Ce,CoO3 ®, trois propriétés ferroiques: ferroélectricité,
ferroélasticité, ~ ferromagnétisme  pour  respectivement  Lago1(BaixCax)ogsTiOs,
CH3NH3Pbl15® et Lag 5Sro5Mn0 %81,

Selon la combinaison des molécules A et B utilisées, la substitution de sites A et/ou B,
la méthode de synthese et le traitement thermique, la structure de la pérovskite qui en résulte
peut avoir de nombreuses propriétés différentes, en raison des changements de [I'état
d'oxydation des cations, de la modification de leur état chimique, de la formation des défauts
structurels et des lacunes en oxygéne 9%, 1 ¢ lien fort entre ’ion oxygéne et I’ion du site B
est le caractere de base des oxydes de type pérovskite. Ce site est responsable de I’activité

catalytique °**31. En outre, I’ion du site A assure la stabilité thermique de la pérovskite .
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Le dopage du site A par des cations du méme degré d'oxydation mais avec des ions de
plus faible taille conduit a une grande tendance d’accueillir une grande variété de cations sur
ce site. Un changement de la composition de la structure et de ses propriétes, en raison des
interactions synergiques entre les ions métalliques A et B, conduit a une conductivité ionique

élevée ainsi qu’a une activité catalytique de la pérovskite dopée 4.

Plusieurs études ont été réalisées sur I’effet des cations A et B, dans la structure pérovskite et
leur activité catalytiques : SrSce2C00s03-51">, SrSco.175NDo.025C00.805 6%, LaySr C00; 5>,
SrosY0.1C00; 5%, LageSro.4Coi xMnOs™, LnggSro2FeOs_ 5", Bio.gsSMo.osFeosaMnoosOs
O Lay«YxMnOst"™,  BagsSrosCoosFeo 2055,  NdosMngsFeOs!' ™, BiFe,Tix0s 5
(1031 | a 1xCexCo05%, Lao ssMgo 15.xBaFe0s*, Lag 5Sro5Mng.sAlg 10517,

LaCog.1Fe0. 005, Lag 755mo 25Fe0s™, Lag 6Cap4Co0s™M%, LaNio, sFep s05MH.

I11-6. Les propriétés des oxydes pérovskites

I11-6.1. Les propriétés diélectriques

Les propriétés diélectriques (la ferroélectricité, la piézoélectricité, I'électrostriction et
la pyroélectricité) des oxydes de type pérovskites, comme la plupart des oxydes des métaux
de transition, sont directement reliées a leurs structures de bandes. Le comportement
ferroélectrique est I’une des caractéristiques importantes des pérovskites. Ce caractere est bien
visible pour le BaTiOs et le PdZrOs et leurs composés dopés 1214 Ce comportement de
BaTiO; est fortement lié & sa structure cristalline ™°!. Cette perovskite peut étre utilisée
comme isolant électrique dans sa forme la plus pure. Le titanate de baryum dopé est un
matériau accordable prometteur avec des propriétés ferroélectriques et piézoélectriques
améliorées, des propriétés qui peuvent étre des bonnes alternatives au titanate de zirconate de

plomb 6],

Des études approfondies ont été menées sur les caractéristiques du PbTiO3; (PLT).
L'ajout de lanthane (La) ameliore les caractéristiques diffuses de la réponse diélectrique
dépendant de la température a proximité de la transition de phase et diminue la température de
Curie de maniére significative. Le PLT est considéré comme un systéme modele idéal pour la
compréhension de la nature de la ferroélectricité et comme l'un des matériaux les plus

prometteurs pour de nombreuses applications technologiques modernes 172181,
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I11-6.2. La supraconductivité

Récemment, Osada et al ont observé la supraconductivité avec une température de
transition de 7-12 K et une densité de courant critique robuste & 2 K de 334 kA / cm? dans des
couches minces de ProgSro2NiO, a I'échelle nanométrique, stabilisées par épitaxie sur des
substrats SrTiOs via une reduction topotactique a partir de la phase précurseur de la

pérovskite M.

111-6.3. Les propriétés optiques

Les propriétés d’absorption de lumicre des oxydes de type pérovskite comme les
oxydes des métaux de transition sont principalement liées a des transferts de charges de
diverses natures dans le matériau ®!. Récemment, la pérovskite & I'halogénure de plomb
(pérovskite hybride) a fait I'objet de beaucoup d'attention en raison de sa photoluminescence
élevée et de son rendement quantique 2124 Elle possede un coefficient d’absorption optique
élevé et un excellent transport de porteurs de charge (cristallinité). Les propriétés optiques du

[125]. Les

BaTiO3 et dautres pérovskites (SrTiOz) ont été démontrées par Gupta et al
nanoparticules composites de BaTiO3s-Au ont la bande d'absorption dans la plage visible du
spectre et présentent une luminescence plasmonique et des propriétés optiques remarquables

[126] Garten et al ont amélioré les propriétés photovoltaiques au moyen de structures de

domaines ferroélectriques dans MAPBI; %]

. Les structures cristallines de pérovskite a
I'nalogénure d'éthyle sont apparues comme une classe de matériaux optoélectroniques qui
combinent la facilité de mise en solution avec d’excellentes qualités d'absorption et d'émission
optiques. Les nanocristaux de pérovskite (CsSnX3) confirment leur accord spectral a la fois
par des effets de confinement quantique et par le contrdle de la composition anionique 128471,
Les films semi-conducteurs en pérovskite sont maintenant largement étudiés comme
récolteurs de lumiere dans les cellules solaires avec des rendements de conversion de
puissance toujours plus élevés, ce qui a motivé la fabrication d'autres dispositifs
optoélectroniques, tels que les diodes électroluminescentes, les lasers et les photodétecteurs
[129-130] 'Behara et al ont montré que le titanate de bismuth sodique (NaosBiosTiOs-NBT) peut
étre pertinent pour des applications impliquant la récolte de la lumiere, la séparation de

charges et le stockage de charges ™3,
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111-6.4. Propriétes catalytiques des pérovskites

Le contact du matériau avec 1’air ambiant forme une couche d’oxyde et plusieurs
couches d’hydratation. En conséquence, une formation de groupements hydroxyles OH en
surface survient, lors des interactions fortes avec les cations et les atomes d’oxygeéne de la
surface du matériau *2*%3 De la méme fagon, un phénomeéne d’adsorption résulte quand le
matériau est mis dans une solution. Ceci est lié a sa porosité eta sa grande surface spécifique
[134 et & son caractére acido-basique sans oublier les conditions expérimentales (T, pH,

etc...) ; ce qui engendre la catalyse des réactions chimiques par les sites ioniques créés %,

Les pérovskites sont 1’un des axes les plusattractif de I’électro-catalyse **¢** dans le
cadre de I’effort technologique consacré a la conversion de 1’énergie. Bien que, pour certains,
les applications continuent & étre encore limitées %8 Les pérovskites peuvent étre décrites
comme un modele de sites actifs et comme un catalyseur d'oxydation ou activé par I'oxygéne
(1391 La grande stabilité chimique, les comportements électrochimique et électro-catalytique
des oxydes pérovskites sont souvent étudiés afin de comprendre la corrélation entre la
structure du matériau et la réactivité de I’électro-catalyseur vis-a-vis des réactions
électrochimiques qui ménent aux applications comprenant le dégagementou la réduction de
I’oxygéne ou & l'activation de ’oxygéne 2% ce qui a pour résultat la création d’un grand
nombre de sites vacants ™%, Par exemple, les propriétés catalytiques des pérovskites sont
évaluées dans les réactions chimiques mises en oeuvre comme cathode dans les piles a

combustible qui sont des alternatives énergétiques des plus prometteuses.

Cette structure est aussi congue pour offrir une grande surface de contact entre les
éléments catalyseurs et les gaz d'échappement automobile. Il a été mentionné dans la
littérature que les pérovskites ont montré de bonnes performances catalytiques parce qu’elles
déclenchent ou accentuent les réactions chimiques qui tendent a transformer les composants
les plus toxiques des gaz d'échappement (CO, NO...), en éléments moins toxiques
(eau, CO, et Ny) 1431441,

Page 79


https://fr.wikipedia.org/wiki/Intoxication_au_monoxyde_de_carbone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dioxyde_de_carbone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Diazote

CHAPITRE III : Conception d’'un nouveau capteur non-enzymatique basé sur une pérovskite substituée
pour la détection voltampérométrique du glucose

L’intérét de ces matériaux est dii a la facilité de substituer les cations A /B par d’autres
cations, ce qui induit la modification des propriétés de surfaces directement liées a la
configuration électronique de ces cations. Leur role en tant que matériaux anodiques dans les
piles DMFC offre plusieurs avantages en termes d’activité catalytique pouvant étre améliorée

par rapport aux catalyseurs métalliques & base de platine 4%,

La substitution partielle des cations A par les cations A’, possédant une valence
distincte dans ABOj3, induit a plusieurs états électroniques et a des défauts ioniques dans la
phase pérovskite qui affecte I’activité catalytique. Considérons le cas ou les cations trivalents
A dans A**B* 03 sont partiellement modifiés par les cations bivalents A’, 1’état d’équilibre de
charge peut étre obtenu par formation steechiométrique de cations quadrivalents de B (ou de

lacunes positives) ou de vacances d'oxygene 3% 2461471

I11-7. Applications des pérovskites

La science des matériaux et les applications potentielles des pérovskites sont
extrémement variées en raison de leurs diverses propriétés physico-chimiques (conduction
mixte électronique et ioniques, photoélectricité, ferroélectricité, catalyse etc..) liées a leur
composition cationique, leur non-steechiométrie et leur arrangement structural (défauts
structuraux). Leur utilisation a touché le vaste domaine des capteurs 6148 149. 1501 = g
électrodes catalytiques, certains types de piles & combustible ™Y, des piles solaires *°%, des

lasers 5!, des dispositifs de mémoire >t des applications spintroniques™®!.
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Partie B

1. Introduction:

Le diabéte est d0 a un niveau anormal de glucose dans le sang ; il est considéré comme
I'une des principales maladies humaines chroniques dans le monde et continue de se
développer. Dans le sang humain, une concentration de glucose supérieure a la fourchette
normale de 80 a 120 mg/dL (4,4 a 6,6 mM) est associée a un trouble métabolique entrainant
une carence en insuline. De plus, le diabete provoque de nombreux effets secondaires graves
tels que des lésions oculaires, des maladies cardiaques, une neuropathie, une déficience
auditive, etc. La détermination instantanée des niveaux de glucose est nécessaire pour
surveiller le traitement du diabéte. De nombreuses techniques ont été mises en ceuvre pour la
détection rapide de la concentration de glucose, telles que les techniques électrochimiques
[156] les techniques de résonance plasmonique de surface ™" et les techniques colorimétriques
[158] "|_a technique électrochimique est devenue familiére, en raison de son faible co(t, de sa
facilité de manipulation, de sa faible consommation d'échantillons et de sa grande précision a
faible concentration de glucose. Sur la base de cette technique, de nombreux Kits
commerciaux sont disponibles pour la surveillance des patients (par exemple, Accu-Chek® de
Roche Diabetes Care Company).

La premiére génération des capteurs de glucose repose sur la réaction entre I'enzyme
(glucose oxydase) et I'analyte (glucose), un médiateur d'électrons étant ici nécessaire pour le
transfert d'électrons entre I'enzyme et I'électrode de détection ™°°!. Une nouvelle génération de
capteurs vise a éliminer les inconvénients de l'utilisation de I'enzyme en raison de son manque
de stabilité (sensibilité a la température, au pH, aux produits chimiques toxiques et a
I'humidité), selon la procédure d'immobilisation a la surface de I'électrode. Ces capteurs
électrochimiques sans enzyme devraient étre sensibles et sélectifs pour detecter le glucose.
Ces objectifs ont été atteints grace a des matériaux a base de Pt nanostructurés, comme le
démontrent les Pt mésoporeux, les nanoparticules de Pt (NP), les nanoparticules de Pt, les
réseaux de PtPb nanoporeux et les nanostructures de Pt en forme de fleur ™%%% Des

[161.162] "poyr |a

nanomatériaux a base d'or ou de palladium ont également été développés
production de masse, il est souhaitable de trouver une alternative aux métaux nobles avec des

composés a base de métaux non nobles qui permettent d'atteindre une sensibilité aussi élevée.
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Ces derniéres années, plusieurs oxydes métalliques ont montré des propriétés
électrocatalytiques pour la détection du glucose, comme le CuO, le MnO5, le NiOx et le CoOx
(1631 Les oxydes de pérovskite, avec la formule chimique ABOs;, sont une autre classe
d'oxydes de métaux non nobles attracifs qui a été largement appliquée comme catalyseur dans
les réactions liées a I'oxygene 841%%1 | a conductivité électronique, la conductivité ionique de
I'oxygene et la non-stoechiométrie de la pérovskite (les lacunes en oxygene) peuvent étre

adaptées en mélangeant différents oxydes métalliques 1*°°.

Dans la pérovskite ABO3, A est un lanthanide telque La ou Nd. L'élément A peut étre
remplacé par un élément alcalino-terreux tel que le Sr, ce qui entraine I'oxydation partielle de
B** en B*" et/ou une augmentation de la non-stoechiométrie de I'oxygéne, donnant lieu & une
conductivité ionique plus élevée . B est un métal, tel que Ni, Co, Mn, Ti, Pd ; au potentiel
anodique appliqué, ces especes sont oxydees en tant qu'especes fortement oxydantes (Ni(lll),

Co(ll1)...) et le glucose est ensuite oxydé catalytiquement pour produire de la gluconolactone
[168]

Il existe un autre type de pérovskite formulé sous forme d’A,BOg.s. Il est décrit
comme une alternance de couches de pérovskite ABOj3 et de couches d’oxyde AO le long de
la direction c. Les composés A,BO,.s présentent une conductivité électronique élevée en
raison de la valence mixte du métal du site B. De plus, une forte concentration en oxygene
interstitiel offre la possibilité d'un transport rapide de I'oxygeéne et cette céramique est donc un

nouveau type de conducteur électronique ionique mixte 681,

Le type de pérovskite A,BOg.sest utilisé, pour la premiére fois, pour la détection
électrocatalytique du glucose. Le site A est Pr, substitué par Ba (x = 0,08) et le site B est Ni,
substitué par Zn (y = 0,05), ce qui conduit a la formule : Pry.92Bag 0gNio.95ZN0.0504+5(PBNZO).
Cette pérovskite a été élaborée par une méthode sol-gel et obtenue sous forme de poudre
cristalline aprés séchage et calcination. Apres avoir été mise en suspension dans une solution
de polysaccharides (voir figure 111-3.1), cette poudre a été déposée par spin-coating sur une
électrode en or. La performance analytique du capteur de glucose obtenue a ensuite été
déterminée. 1l a été démontré que de nombreux matériaux en pérovskite ABOj3 sont capables
de détecter le glucose de maniére sensible (Tableau I11-1). Nous allons comparer les
performances de détection obtenues avec la pérovskite A;BOy.s.
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Tableaulll-1: Capteurs non enzymatiques de glucose précédemment publiés, basés sur la

pérovskite

Electrodes modifiées Sensitivité Gamme linéaire LOD Réfs

HA/mM/cm? Y UM
LaNigsTig50s3. /CPE 1630,57 0,2-20 0,07 L1671
20 - 1000

LaNiC0g.403/CPE 643,0 0,05 - 200 0,008 L168]
LaNiO3 nanofibers/CPE 2,99. 1 - 1000 0,32 L169]
LaTiO3 -Ago2/GCE 784,14 2,5 - 4000 0,21 L170]
Lao,gsSro.12MnO4/CPE 1111,11 0,05 - 100 0,0312 1174]
Sry.7Cag sPdOs/graphite 306,9 5 — 1400 0,0845 L1172l
electrode 54,17 1800 - 5600
NdNiO4/GCE 1105,1 0,5 - 4600 0,3 L1173]
LagSro4C003-5/GCE 275 5— 1500 0,15 L174]
Lag 6Sr04C00s- 5 + rGO/GCE 330 2 - 3350 0,063 [174]

I11-1. Partie expérimentale :

I11-1.2. Réactifs et solutions :

Les réactifs et les solutions qui ont été utilisés dans ce chapitre sont des produits

commerciaux fournis par Sigma et ils sont utilisés sans aucune purification supplémentaire :
D-(+)-glucose, 4-aminothiolphénol (4-ATP, 97 %), glutaraldéhyde (GA, solution aqueuse a
25 % en poids), acide N-(2 hydroxyéthyle) pipérazine-N'- 2-éthanesulfonique) (HEPES),
éthanol, acétone, acide sulfurique, La solution de peroxyde d'’hydrogene (30%), le nitrate de
baryum, le nitrate de zinc hexahydraté, le nitrate de praséodyme hexahydraté (111) et le nickel
hexahydraté (I1) sont achetés a Sigma Aldrich (L'Isle d'Abeau, France). Le chitosane (MW
moyen = 45 kDa avec un degré d'acétylation > 75%) et le kappa-carraghénane (MW moyen =
250 kDa) ont été obtenus aupres de Sigma Aldrich. L'eau ultra-pure (UPW) est obtenue en
utilisant un systeme Milli-Q (résistivité 18,2 MQ.cm). L'acide acétique, l'acide nitrique et
I'acide citrique sont fournis par FLUKA. Le PBS (solution tampon) est préparé a partir des
sels de phosphate monopotassique et dipotassique et d'une solution de chlorure de sodium
fournie par Sigma Aldrich. Le pH de la solution est ajusté par addition d'hydroxyde de
sodium.
L’électrolyte que nous avons utilisé est la solution équimolaire du couple redox (ferricyanure
(Fe(CNg)*) / ferrocyanure (Fe(CNg)*)) (10°M)dans du PBS (0.1M) a pH 7,4
Lessolutions sont conservées a I’obscurité pour éviter toute formation de I'acide cyanhydrique
(HCN).
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11-1.3. Synthése de matériaux pérovskites par la méthode sol-gel

Les nitrates de praséodyme, de baryum, de nickel et de zinc sont dissous dans l'eau en
quantités stoechiométriques. Le mélange de cations est maintenu sous agitation magnétique
dans un bain-marie, a une température comprise entre 70 et 80 °C, pendant 2 heures tout en
ajoutant de I'acide citrique (avec un rapport de 2 a 1 par rapport a la somme des cations). Au
cours de cette étape, la viscosité du gel augmente pour atteindre une valeur critique
caractérisant la transition sol-gel (formation du gel). Le gel est séché & une température
comprise entre 80 et 174 °C pour obtenir une poudre amorphe. Enfin, le traitement thermique
se fait en plusieurs étapes : a 350°C pour le frittage, puis a 500°C et a 950°C pendant 5 heures
pour obtenir le produit final (poudre cristalline). Le diagramme de la méthode d'élaboration

du matériau est representé dans la figure 111-4.

111-1.3. 1. Organigramme de la synthese de Pry gsBag 0sNig.95ZN0.05s04 (PBNZO):

Pr (NO3)s3. 6H,0 .Ba (NO3), + Ni (NO3), .6H,0 + Zn (NO3),. 6 H,0O . Eau distillée

L4

Evaporation a
80°C |

Pr3++ Ba2++Ni+2+ Zn+2

Acide citrique
Goutte a goutte

Gel visqueux

}

Séchage

{

Poudre amorphe

Frittage a 350 °C,

—
500 °C et 950 °C /5h ‘

Poudre finale

Figure 111-4. Diagramme de la méthode d'élaboration de Pry.9,Bag 0sNio.95ZN0.0504+s.
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I11-2. Caractérisation des PBNZO

I11-2.1. Caractérisation de la poudre par DRX :

Les motifs de diffraction des rayons X (XRD) sont recueillis par un diffractométre Bruker
(D8 Advance, Allemagne) avec un rayonnement Cu-Ka (A = 0,1548 nm). La morphologie de
Pry.92Bag 0sNi0.95ZN0 0504 a été étudiée par microscopie électronique a balayage (MEB, JEOL
JSM 7500) avec une cartographie par spectroscopie de rayons X a dispersion d'énergie
(EDX).

111-2.1.1. Caractérisation de la structure

Le composé Pryg,BagsNi0.05ZN0 0504 (PBNZO) est une poudre cristalline de couleur
noire. Les pics qui apparaissent dans le diffractometre XRD, présentés sur la figure Il1- 5,
sont conformes a la structure monoclinique de la structure cristalline de Pr,NiO,™ et peuvent
étre indexés comme dans la fiche technique de 'ASTM (N° 00-058-0849). Le spectre montre
également 3,5% d'une phase de Pr,O3 ou tous les pics et parametres sont proches de ceux
rapportés dans la littérature et sont en accord avec la fiche ASTM (N° 00-061-0049). La taille
des cristallites D (D = 20 nm), est calculée par I'équation de Scherrer D = 0,9 A / (B cos 0) a
partir de la largeur du pic (B) le plus intense (113) du spectre DRX.

Le PBNZO cristallise dans le systeme monoclinique (groupe spatial F2/m), avec des
parameétres de maille : a = 5,3434, b = 5,4218 et ¢ = 12,5738 nm calculés a l'aide du logiciel
Celref 3. La substitution par le Ba et le Zn entraine une modification de ces parametres. En
effet, les paramétres a et b de cette structure diminuent avec la substitution alors que le

parameétre ¢ augmente (Tableau I11-2).
La présence de la phase Pr,03 peut s'expliquer par le mécanisme suivant :

Lorsque le site A (Pr) est substitué par un élément alcalino-terreux (Ba), un changement de
concentration des lacunes en oxygene se produit ainsi qu'une oxydation/réduction partielle du

site B (Ni/Zn). Ce mécanisme est décomposé en deux étapes 7! :

Formation de défauts : Bap,et V, selon I'équation 2 :
2Ba0 + 2 Pr + 0% 2 Baj, + Pr0z + V, (Eq 111.2)

dismutation des sites Ni'"'/zn"" en Ni''/zn" et Ni'V/zn'V.
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Le Pr,O3 ainsi formé devrait étre dans la méme proportion que la fraction substituée de Pr
(0,08/1,92) qui est d'environ 4%. Le pourcentage observé de la phase Pr,O3 est en accord avec

le mécanisme propose.

13

5000 - — -
Pr1 .9zBao.osN 'o.9szno.oso4

1 *Pr,O,

4000 —

Intensité [U,a]
124

13.888 24.1277 34.3673 44.607 54.8466 65.0863
2 0 [Degreé]

Figure 111-5. Spectre XRD de Pr;.9,Ba.0sNi0.95ZN0.0504+55ynthétisé par la méthode sol-gel et

calciné 2950 ° C.

Matériau Systéme Parameétre de  groupe Volume Gamma
cristallin maille (A) spatial (A% )

*PryNiOg.x Monoclinique a=5,3930 F2/m 366,21 90,069
b= 5,4565
c= 12,4446

Pr192Bag.os Nig9sZnoosOasrs  Monoclinique a=5,3434 364,21 91,03
b= 15,4218
c=12,5738

*ASTM fiche (N°00-058-0849)
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111-2.1.2. Caractérisation morphologique

L'étude de la poudre par microscopie électronique a balayage MEB (figure 111-6) montre une
distribution polydispersée de particules de I'ordre du micrometre PBNZO sous forme

d'agglomérats, de poudre (figure 6A) et de film déposé sur une électrode en or (figure 6B).

(A) (B)
Figure 111-6.Images MEB de PBNZO sous forme de poudre (A) et de film déposé sur une
électrode en or (B)

Figure 111-7.Spectre EDX de la poudre PBNZO

A partir de spectre EDS sur PBNZO, présenté dans la figure 111-7, les rapports atomiques
Ba/Pr et Zn/Ni sont respectivement de 4,5% et 4,6% ce qui est proche des valeurs théoriques :
4,16% et 5,2%.
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I11-3.Description du protocole de préparation

111-3.1.Elaboration de I'électrode en or modifiée par le PBNZO

Les substrats d'or sont fournis par le réseau francais RENATECH (LAAS, CNRS
TOULOUSE). La surface de I'électrode est nettoyée dans de l'acétone, puis de l'eau UP, et
enfin incubée dans une solution piranha, puis nettoyée dans de I'eau UP et séchée sous flux
d'azote. La solution de polysaccharides est préparée en mélangeant 0,5 mL de la solution de
kappa-carraghénane (1 mg /2 mL d'eau) avec 0,5 mL de la solution de chitosane (3 mg /2 ml
(0,6 acide acétique + 1,4 HEPES)). Ce type de solution permet la formation d'un complexe de
polyélectrolyte (CPE) qui sera capable de coller ensemble la poudre cristalline de pérovskite
[176] "|a suspension de pérovskite (20 mg/1 mL d'eau) est ajoutée par la suite. Les électrodes
sont incubées dans du 4-ATP (0,065 g/5 mL d'éthanol) pendant 2 heures avant d'étre rincées a
I'éthanol, puis séchées. 15 pL du mélange CPE/PBNZO sont déposés sur la surface des
électrodes en or par spin-coating. Les dispositifs ensuite sont exposés a la vapeur de
glutaraldéhyde pendant 20 minutes pour réticuler le complexe polysaccharidique qui sera

maintenus pendant 48 heures a 4 °C.
111-3.2. Mesures électrochimiques

Toutes les mesures électrochimiques sont effectuées dans une cellule de verre, avec un

systeme expérimental a trois électrodes,composé de :

o Une électrode en or modifiée par le PBNZO comme électrode de travail (surface
active définie par un joint torique : 0,07 cm?)

o Une électrode de référence au calomel saturé

o Une électrode auxiliaire en platine (plaque de platine, surface active definie par un

joint torique : 0,19 cm?).

Des mesures de voltampérométrie cyclique (vitesse de balayage : 100 mV/s) et de
voltampérométrie a ondes carrées (amplitude : 1 mV ; incrément de potentiel : 10 mV ;
largeur d'impulsion : 0,02 ms) sont effectuees dans une plage de potentiel de 0 a 0,8 V en
milieu alcalin. Toutes les mesures électrochimiques sont effectuées a l'aide de Il'analyseur

d’impédance Voltalab 40 S.A. PG 402, piloté par un ordinateur.
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I11-3.4. Oxydation électrocatalytique du glucose

Le comportement électrochimique de I'électrode en or modifiée au PBZNO dans le PBS 4 0,1
M et pH = 11 avec et sans addition de glucose (4 mM) est caractérisé par une
voltampérométrie cyclique (vitesse de balayage 100 mV/s), comme le montre la figure
11. Dans la plupart des articles précédents, I'oxydation électrocatalytique du glucose est
étudiée dans du NaOH 0,1 M. Nos résultats sont obtenus avec une valeur de pH plus faible,

moins agressive pour le film déposé de polysaccharide/PBZNO.

2000 ; . .

—omm
—— 4 mM|]

1000

T T T T T T T T
o 200 400 600 200
E[mV]

Figure 111-8. VVoltampérométrie cyclique de I'électrode en or modifiée par PBNZO en
absence de glucose et en présence de 4 mM de glucose. Milieu de mesure : 0,1 M PBS a pH
11.

Le voltampérogramme de I'électrode en or modifiée au PBNZO en PBS, pH 11, montre un pic
anodique a 463 mV et un pic cathodique a 91 mV. Ces pics correspondent a I'oxydo-réduction
de Ni %828 - Nj"" Ni'"'+ e-. Ep est égal & 372 mV, ce qui est Iégérement supérieur & I’Ep
obtenu sur une électrode & pate de carbone : 333 mV%% et 260 mV/!*%8. En présence de 4 mM
du glucose, un pic anodique aigu apparait a 481 mV et le pic cathodique est a 377 mV, avec
un Ep de 104 mV. Le pic anodique correspond a I'oxydation catalytique du glucose, selon la

réaction :

Ni'"" + glucose < Ni'" + gluconolactone

A partir de ces observations, I'électrode en or modifiée par le PBNZO devient un capteur de

glucose. La détection du glucose est effectuée par voltampérométrie a ondes carrées (SWV)
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dans la plage d'oxydation. La variation du pic d'oxydation lorsque la concentration de glucose
varie de 0 & 7 mM est présentée dans la figure 111-9. Le pic maximal augmente lorsque la

concentration de glucose augmente.

T T T T T T T
2.0
1 omM
1.8 0.0015mM
1.6 - 0.015mM N
b 0.05mM
1.4 0.5mM
1.2 2mM i
= 1.0 4mM
E 1 5.5mM
- 0.8 - 7mM |
0.6
0.4
0.2 - 7]
0.0
-0.2 T T T T T T T T T
o 200 400 600 800
E[mV]

Figure 111-9.Pic d'oxydation obtenu par voltammeétrie a vagues carrées (SWV) du glucose
obtenu avec une électrode en or modifiée au PBNZO, en présence de différentes

concentrations de glucose. Conditions de mesure : 0,1 M PBS a pH 11.

La figure 111-10 montre la courbe de calibration obtenue en rapportant I'intensité maximale du
pic SWV en fonction du logarithme de la concentration du glucose. La courbe présente deux
parties linéaires. Dans la premiére partie (1,5 uM - 50 uM), la sensibilité est de 101 pA/logC
(mM), tandis que dans la seconde partie de la courbe, correspondant a la plage de
concentration de 0,05 mM a 7 mM, la sensibilité est de 604 pA/logC (mM). Dans la partie des
basses concentrations, la plus faible sensibilité de détection peut étre expligée par une
limitation du taux d’adsorption du glucose sur la surface de PBNZO. Un écart-type relatif de
9 % est obtenu a partir de mesures consecutives (5) avec la méme électrode PBNZO/Au et de
6,26 %, avec trois electrodes différentes. La limite de détection est calculée a partir de 3¢ /S
(o étant le bruit du blanc et S étant la sensibilité dans la gamme inférieure) et sa valeur est de
0,5 uM. Lorsque I'on compare les performances analytiques de I'électrode PBNZO/Au a
celles des électrodes modifiées a la pérovskite ABO; publiées précédemment (Tableau I11-1),
il apparait que la gamme de détection est la plus large (jusqu'a 7000 uM) et que la limite de

détection se situe dans la méme gamme.
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Figure 111-10.Courbe de calibration obtenue pour trois différentes électrodes d’or modifiées
par PBNZO pour des concentrations croissantes de glucose. Milieu de mesure : 0,1 M PBS a
pH 11.

Afin de démontrer la sélectivité de I'électrode PBNZO/Au, le glucose est détecté dans le
sérum humain a partir de plasma AB masculin humain, dilué dans du PBS 0,1 M a pH 11. La
teneur en glucose de I'échantillon de sérum est déterminée dans un laboratoire médical
comme étant de 6,7 mM. Les concentrations de glucose comprises entre 0,0015 mM et 6,7
mM dans le serum dilué ont ensuite été testées. Comme le montre la figure 111-11A, le pic
d'oxydation du glucose obtenu par la technique SWV apparait au méme potentiel que dans le
PBS. La courbe de calibration présente deux parties linéaires. Dans la premiére partie (1,5 UM
- 50 uM), la sensibilité est de 123 pA/logC (mM), tandis que dans la deuxiéme partie de la
courbe, elle correspond a la plage de concentration 0,05 mM a 6,7 mM.La sensibilite est de
I’ordre de 727 nA/logC (mM). Ces valeurs sont treés proches de celles obtenues en PBS, ce qui
montre qu'il n'y a pas d'interférence avec la détection du glucose dans le sérum humain dilué.
Dans le sérum, la gamme dynamique du capteur de glucose a base de PBNZO est de 1,5 a
6700 uM. S'il doit étre appliqué a un patient diabétique, une petite dilution du sérum du
patient doit étre appliquee.
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Figure 111-11. A) Pic d'oxydation SWV du glucose obtenu avec une électrode en or modifiée

au PBNZO, en présence de différentes concentrations de glucose.

(B) Courbe de calibration obtenue pour trois électrodes d’or modifiées avec PBNZO en

présence de concentrations croissante de glucose.

Conditions de mesure : sérum humain dilué dans du PBS 0,1 M a pH 11.
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111.4. Conclusion

Dans la premiere partie de ce chapitre, nous avons présenté les matériaux oxydes de
type perovskites, leur structure, leur préparation, leur caractérisation et leurs différentes

propriétés et applications.

Dans la seconde partie de ce chapitre,une pérovskite Pryg,Bag0sNi0.95ZNg0504+5a été
synthétisée par une méthode sol-gel. La poudre cristallisée obtenue est caractérisée
structurellement, morphologiquement et électrochimiquement. Un systeme crystollographique
monoclinique est formé. La présence de Pr,Oz pendant la synthése et la calcination est en
accord avec la formation de défauts dans le réseau cristallin et la dismutation des sites Ni'"' en
Ni" et Ni'", due a la substitution de Pr par Ba. L'oxydo-réduction des sites Ni' est observée
par voltampérométrie cyclique. L'oxydation électrocatalytique du glucose par ce type de
pérovskite A,BO,4. est observée pour la premiére fois sur une électrode en or. Les
performances analytiques de ce capteur de glucose sont bonnes par rapport aux électrodes
modifiées par la pérovskite ABOj3 publiées précédemment, en termes de gamme dynamique.
Son application au sérum humain montre qu'il n'y a pas d'interférence pour la détection du

glucose.
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Conclusion générale et perspectives

Le travail de cette thése s’inscrit dans le cadre de 1’¢laboration de capteurs
¢lectrochimiques qui pourraient étre utilisés dans des milieux réels pour la détection d’espéces

en solution.

En premier lieu, un nouveau concept de biocapteur voltamétrique de catéchol, basé sur
I'encapsulation de la laccase (LAC) dans un complexe polyélectrolyte (PEC) chitosane
+galactomannaneutilisant un processus de coaservation simple a été présenté. Le
galactomannane a été extrait a partir des graines de caroube, le biocapteur fabriqué a été
caractérisé par IRTF, microscopie électronique a balayage et voltampérométrie cyclique. La
détection du pyrocatéchol est obtenue par des mesures de voltampérométrie cyclique, par la
détection de l'o-quinone a -0,447 V. L'activité de la laccase est bien préserveée dans le
composite chitosane +galactomannane et la sensibilité de détection du pyrocatéchol dans la
gamme 10 M-10" M est trés élevée. La réponse voltampérométrique du biocapteur est
stable pendant plus de deux semaines. Pour estimer la capacité antioxydante des échantillons
d'huile d'olive, on a démontré que le biocapteur a base de laccase obtenu est une alternative

valable a la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu.

Dans la partie suivante, nous nous sommes intéressés a la détermination instantanée
des niveaux de glucose dans le plasma sanguin, nécessaire pour surveiller les malades du
diabéte. La prochaine genération de capteurs électrochimiques vise a éliminer I'utilisation des
enzymes en raison de leur manque de stabilité et de la procédure complexe pour les
immobiliser sur I'électrode. Dans ce travail, la pérovskite Pry g,Bag ogNip.95ZNg.0504+5, UN type
A,BO,.;, est testée, pour la premiere fois, pour la détection non enzymatique du glucose. Elle
est synthetisée par une méthode sol-gel. La poudre cristallisée obtenue est caractérisee
structurellement par XRD, morphologiquement par SEM et EDX et électrochimiquement. Un

systeme cristallographique monoclinique est formé.
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La présence de Pr,Oz pendant la synthése et la calcination est en accord avec la
formation de défauts dans le réseau cristallin et la dismutation des sites Ni''en Ni'"et Ni'V, due
a la substitution de Pr par Ba. L'oxydo-réduction des sites Ni' est observée par

voltampérométrie cyclique. L'oxydation électrocatalytique du glucose par le site Ni™ est

observée sur une électrode en or, a 481 mV.

Les performances analytiques de ce capteur du glucose sont bonnes par rapport aux
électrodes ABO3; modifiées publiées précédemment, en termes de gamme dynamique (1,5
uM-7000 pM) et de limite de détection (0,5 uM). Son application au sérum humain montre
qu'il n'y a pas d'interférence pour la détection du glucose. Les résultats obtenus peuvent étre
utilisés comme base ou guide pour des nouvelles études.

A la lumiere de ce qui a été réalisé, il serait intéressant:

v" De poursuivre cette étude en procédant a I’investigation des conditions de dép6t
électrochimique des films pouvant aboutird’une part, a faire augmenter les
performances analytiques de capteur, a diminuer la limite de détection et a élargir le
domaine de linéarité du capteur tout en maintenant sa trés haute sensibilité, et d’autre

part a la possibilité d’appliquer ces nouvelles matrices dans le domaine biologique.

v' Une autre exploration, non moins importante, serait d’introduire des oxydes
pérovskites qui pourraient étre synthétisés a la surface d’électrode, cela créeraitdes
films plus stables et prometteurs pour la détection électro catalytique non-

enzymatique.

v" Introduire les polysaccharides biocompatibles et biodégradables dans 1’immobilisation

enzymatique et non enzymatique.
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