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Résumé

Le  besoin en capteurs biochimique  se  fait de plus en plus ressentir,  surtout  dans  le domaine

bjologique.  Ces demiers permettent la détectjon précise et   rapide d'une espèce chimique ou

biologique ainsi que l'évaluation de sa qualité et de sa concentration.

Dans  ce  travail,  nous  avons  essayé  de    développer  un  biocapteu  à  base  d'alcaloides  pour

détecter  1'urée.  L'alcalol.de  utilisé  est  la  théobromine.  Cette  demière  a  été  extraite  du  cacao

poudre et a été  immobihsée sur une électrode en or comme partie sensible (bïorécepteur).

La théobromine extraite a frit l'objet d'une caractérisation par :

•     Infi.arouge.

•     Température de fiision.

•     Chromatographie sur couche mince ccM.

Avant d'être utilisé sur le biocapteu, une étude cinétique   de la réaction urée théobromine a

été réalisée et les résultats ont montré une affinité entre la théobromïne et l'urée.

Cette affmité a été confimée par IR (spectre avant et après réaction).

La technique utilisée pour le dépôt de cet alcalo.i.de sur le biocapteur est la centrifiigation

( spin coating).

La théobromine ; avant d'être déposée a été mélangée avec d'autre additifs qui constituent en

effet la membrane à déposer.

Les différentes membranes utihsées sont  :

1.    Cas  de  la  membrane  composée  de  (Théobromine  extraite+  PVC+DOP    solubilisés

dans THF).

2.    Cas de la membrane composée de (Théobromine extraite sans PVC+DOP   solubilisés

dans THF).

3.      Cas  de  la  membrane  composée  de  (Théobromine  commerciale   sans  PVC+DOP

solubilisés dans THF).

Les   voltamogrammes   obtenus   pou   les   différents   biocapteus   ainsi   que   les   courbes   de

calibrations,  nous  ont  montrés  clairement  qu'une  bonne  sensibilité  vis-à-vis  de  l'uée  de  la
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membrane  préparée  à  base  de  la  théobromine  extraite  est  meilleure   par rapi)ort  aux  autres

membranes.

Aussi, et pour cette même membrane, la présence du PVC a diminué le transfert électronique

à  travers  l'électrode  et  par  la  même  l'activïté  de  la  membrane.   Cette  dminution  ce  se

manifeste  par  un  domaine  d'intensité  faible  à  différentes  concentrations  d'urée  (Fig  111.26)

par rapport à la même membrane sans PVC.

La  comparaison  de  la  sensibilité  vis-à-vis  de  l'analyte  testé  (uée)  entre  la  théobromine

extraite  et  celle  commerciale,  montre     aussi  que  la  membrane  à  base  de  la  théobromine

extraite est plus sensible comparativement à celle commerciale.  La théobromine commerciale

est  à 99% pure.

Cette  différence  de  sensibilité  confume  la  présence  d'autres  métabolites  mélangés  avec  la

théobromine extraite à partir du cacao. Ces métabolites ont réagi avec l'urée qui engendre une

augmentation de la sensibilité de la membrane relative à la théobromine extraite.

Ces  métabolites  peuvent  être  des  polyphénoLs  par  exemp[e  qui  sont  présents  dans  le

Cacao.

Mots c]és : A]caloïde, théobromine, biocapteus, uée.
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Liste des Abréviations :

UV : Ultraviolet.

IR : Infi.arouge.

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire.

CCM : Chromatographie su couche mince.

ECS : Electrode au CàLomel Saturée.

MeoH : Méthanol.

nm : Nanomètre,

LLL : Mcrolitre.

mv : Mllivolt.

g : Gra-e.
H2S04 : Acide suHirique.

-P[C] : -LOG[C].

EIS : Electrochemical lmpedance Spectroscopy ow spectroscopie d'impédmce

Electrochirique.

E , potential.

PBS : Phosphate Buffer Solution o# solution de tampon phophate.

PCR : Polymerase Chain Reaction o« réaction en chahe par polymérase.

PPD : Poly (o-PhénylèneDiamine).

PVC : Polyvinylchloride.

DOP : Dioctylphtàlate.

THF : Tétrahydrofime.

£ sc : Permittivfté relative du semj-conducteu.

£ o : Permittivfté relative du vide.

EDTA : Acide éthylène diamine tétra acétique.
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SWV : Voltamétrie à ondes carrées (square wave voltametry).

SWV : Electrode de travail (work electrod).

RE : Electrode de référence.

CE : Contre électrode.

Na2IIP04.2 H20 : sodium phosphate dibasique di hydraté.

Na2HP04. H20 : sodium phosphate  monobasique monohydrate.

F: constaiite de Füaday= 96500C.mol-] .

R : la constante des gaz parfaits (8.314JK-' .mol -').

Ep : représente le potentiel du couple redox.

E°"ed : le potentiel nomal standard du couple redox.

q : rçprésentant la charge par urité de suriàce (en Coulombs. Cm2).
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Introduction géném]e :

L'évolution  de  la  recherche  scientifique  et  de  la  technologie  ne  cessent  de  trouver  des

solutions ou de faciliter la résolution des problèmes qui sont   considérés auparavant comme

complexe ou difficile à résoudre. A titre d'exemple, on site l'évolution des capteurs chjmiques

et leus application dans différents domaines.

Ces   demiers   pemettent   la   détection   d'une   espèce   chimique   ou   biologique   ainsi   que

l'évaluation de ses qualjtés et de sa concentration.

La nouveauté des  capteurs d'une  manière générale réside dans leu précision,  leus rapidité

d'exécution et  à moindre  coûts  comparativement aux instruments classiques  d'analyses qui

sont  généralement,  complexes,  couteux,  volumineux  et  sont  souvemt  difficile  à  mettre  en

œuwe.

Les capteurs constituent donc une solution alternative intéressante par rapport aux techriques

d'analyses traditiomelles comme la chromatographie la spectrophotométrie .... etc.

De  nos  jous,   les  progrès  de  recherches  dans   les  domaines  chimiques,  biologiques  et

microélectroniques  ont   permis  de mettre  en  œuvre  de  nouveaux  capteurs  de  plus  en plus

perfomants, en particulier les capteurs biologiques qui suscitent un intérêt  particulier d

leus champs d'applications divers et vaner dans les domaines médicales, agro

enviromementales.

En effet, la  perfomance des biocapteus réside dans leu partie sensible  qui sera

avec l'espèce à analyser et qui constitue le plus d'intérêts.  La priorité et ainsi de

des biocapteus présentant une grande sensibilité.

C'est  dans  cet esprit,  que nous  avons  essayé  d'utiliser un  alcaloïde  comme partie  sensible

d'un biocapteu. L'alcaloi.de a été déposé su une électrode en or    afm de tester sa sensibilité

envers  certains  analytes.  Nous  avons  pris  l'urée  coinme  réfërence,  car  sa  détection  et  son

analyse quantitative  constituent une importance capitale dans le domaine métical.

Nous  avons  pris  comme  alcaloïde  la théobromrie.  Notre  choix  est  motivé  par  les  bonnes

caractéristiques chimiques et thérapeutiques de cette demière.

11 est à signaler que la norme de concentration d'urée chez l'homme est de 0.5 gÆ.
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Notre alcalol.de (théobromine) a été extraite du cacao poudre et a été déposée su l'électrode

en or par la méthode de spin coating.

Ce manuscrit est composé de trois chapitres :

Le  prerier  chapitre  est  consacré  à  un  recueil  bibliographique  donnant  une  présentation

générale  des  alcaloïdes,  leus  caractéristiques,  leurs  extractions  et  les  méthodes  de  leus

caractérisations.

Dms  le   second,   nous  présentons  un  recueil  bibliographique  su  les  capteurs,  types  et

caractéristiques.

Enfin,  le demier chapitre,  englobe tous nos résultats concernant le  mode de  caractérisation

ainsi que la sensibilité des biocapteus développés à base d'alcaloïdes (théobromine envers les

analytes considérés).
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Chapitre I :
Partie théorique
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Génémlités sü r A]cæloïdes

Chapitre I : Partie Théorique

1. Génémntés surAlcaloïdes:

Ll. Intn)duction :

Les  alcaloïdes  sont  des  composés  organiques  d'origine natuelle,  le  plus  souvent  végétale,

azotés    basiques     (ordinairement    hétérocycliques),     de    propriétés    physiologiques    et

toxicologiques remarquables.  Leu constitution est dùne variété exceptiomelle.  Le défi que

présentaient ces systèmes cycliques complexes, tant du poht de vue de leur constitution que

de  leu  synthèse,  a  fait  l'objet  des  recherches  approfondies    d'une  foule  de  chercheus  de

grand  talent  [1].  On  estime  actuellement  que  plus  de  8  000  composés  naturels  ont  élé

identifiés comme alcaloïdes.

Chaque année, une centaine de nouvelles molécules seraient ajoutées par les scientifiques du

monde  entier  [2],  leu nom peut être décomposé par la racine  alcali*  signifiant  "base ou à

caractère alcalin ou basique" et le suffixe -oïde*  signifiant, "semblable à, de même forme, de

même comportement". Le suffixe d'origine gréco-romaine dérive du grec "forme". La rache

vient de l'arabe al-qétiyï par sa forme commune al qate, al qaly "la soude"- fàit référence à

leu caractère « alcalin » ou « basique »[3].

En général les alcaloïdes sont des substances:

•    Azotées'

•     À caractère basique,

•    Presque toujours hétérocycliques (azote dans le cycle),

•    À structue souvent compiexe,

•     Le   plus   souvent   d'origrie   végétale   mais   aussi   issues   de   microorganismes,

d'organismes marins et d'animaux,

•     dont l'activité physiologique et phamacologique est souvent marquée.

Tous les noms d'alcaloïdes portent une teminaison comm\me en « -rie », comme la nicotine,

la caféine, l'atrophe, l'ibogame, l'émétine, l'ergine ou la mophine.

Pou être rangée pami les alcaloïdes, une substance doft répondre à cinq critères :

/   Rattachement aux molécules organiques ;

v'    présence d'azote, fomation de sels ;
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Génémli tés su r A]ca]oïdes

/   activité  physiologique,  obtention  de  dérivés  insolubles  avec  certains  réactifs  dits

« réactifs généraux des alcaloïdes » ;

/    La  fomation  de  sels  n'est  pas  rigoueusement  respectée :  ahsi  la  caféine  et  la

colchiche, non §alifiables, sont cependant assimilées aux alcaloïdes pam la plupart des

chriistes [4] ;

/   Les    molécules    d'alcaloïdes    à    l'état    pur,    les    plus    connues,    sont    souvent

hautement toxjques comme   la strychnine,   l'acoritine,   l'atropine,   la cocaïne...   mais

certaines, du fàft de leu action physiologique puissante, sont efficacement employées

en dosage mesuré et contrôlé dans la médeche ou thérapeutique modeme. 11 s'agït, par

exemple, de propriétés analgésiques avec la moiphine ou la codéine [5] .

1.2. Origine des a[ca]oïdes :

La source principale des àlcalo.i.des est  les plantes, dans une seule plante on peut trouver 100

alcaloïdes [6].

La teneu en alcaloïdes se différencie d'une partie à une autre et selon la période de récolte et

les conditions de croissances, ainsi que la région (influence du sol, climat ,... ).

En  général  les  alcalo.i.des  ne  se  concentrent  pas  dans  une  seule  partie  de  la plante.  Ils  se

présentent  avec  des  concentrations  différentes  dans  les  tiges,  les  fleus,  les  racines  et  les

feuilles.

Fig 1.1. Catharanthusroseus ou Pervenche de Madagascar dont les racines, contient h

Raubasine possède des propriétés vasodilatatrices.
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Génémlités su r Alca]oïdes

1.3. mstorique des alca]oïdes :

•    La comaissance et lbsage des plantes à alcalo.i.des, comme le pavot à opium ou

l'aconit, sont très anciens, mais la connaissance de leurs substances actives ne date que

du dél)ut du XIxe siècle [7].

•     1803  Charles  Derosne,  pharmacien  et  industriel  fiançais  est  le  premier  à  isoler  un

alcali végétal en extrayant de l'opium un mélange de narcotrie et de morphine. Mais il

attibue la nature àlcaline de son extrait à des résidus de préparation.

•     1804 Amand Seguh rapporte avoir trouvé un procédé de préparation de la morphine,

mais il ne publie ses résultats qu'en lsl4.

•     1805  En  Westphalie,  un  assistant  en  phamacie,  Friedrich  Sertümer,  reconna^it  ]a

nature alcaline du prhcipe somnifère de l'opium. Une dizaine d'amées plus tard, fl le

nommera moiphium en référence à Mophée, divinité des rêves dans la Grèce antique.

Passées inaperçues  à l'époque,  ces découvertes fàites en  France et en Allemagne ne

sont  reconnues  qu'en  1817,  avec  la preuve  apportée par  Sertümer  que  la morphine

réagit avec l'acide pou fomer un sel [8].

•     1817-1820   Deux   pharmaciens   fiançais,   Pelletier   et   Caventou,   découvrent   une

impressionnante série de composés actifs : caféine, émétine (de l'ipéca), strychrine (de

la  noix  vorique),  quinine  et  cinchonine  (de  l'écorce  de  quinquina).à  partir  de  ce

moment, les recherches su l'isolement des alcaloi.des vont se développer.

•     1819 Le teme  "alcaloïde"  est créé par un phamacien de Halle, Wlrilhelm Meissner

(1792-1853).

•     1837,  le  chimiste  suédois  Jôns  Jacob  Berzelius,  dms  son  dictionnaire  de  chimie,

accorde  ume partie  aux  "sels  des  bases  végétales"  où  les  alcaloi.des  étaient  désignés

sous fome de symboles.

•     1870 l'élucidation des structures chimiques des alcalol.des débute seulement avec celle

de la plus simple, la coniine, par Schiff, et certains ne révèleront leu strLicture qu'à la

fm  du  Xxe  siècle.  Mauice-Marie  Janot  et  ses  élèves  en  isoleront,  analyseront  et

synthétiseront  plus  d'une  centaine,  dont  en  1953,  la  structure  de  la  corynanthéine,

étape majeue dans le progrès de la chimie des alcaloïdes.
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Général£tés su r Alca]oïdes

1.4. Constitution chimiques et classirication :

Selon que l'azote soit engagé dans un cycle ou non on a:

1.4.1. Alcaloïdes non hétérocycliques: Ils sont rares, on cite à titre d'exemples la colchicine.

H3CO,

H3CO

OCH3

Fig 1.2. Structues chimiques de Colchicine.

1.4.2.  Alcaloïdes  hétérocycliques  :   Ils  sont  plus  nombreux,   ils  peuvent  être  mono  ou

polycycliques. A titre d'exemple on cite les dérivées purines.

&ffNr'           CH2ï:ni±:H3
cH3/           9

Fig l.3. Noyau purine.                                               Fig l.4. Structue de la caféine.

1.5. Caractéristiques des a[caloïdes :

1.5.1.  Pmpriétés physico-chimiques :

/   La masse moléculaire des alcaloïdes varie entre 100 et 900 g/mol [9].

/   Les alcaloi.des et leurs sels sont en général des produits solides cristallisés caractérisés

par un point d'ébullition propre.  Certains alcaloïdes sont  amorphes  se trouvant  sous

fome de cires. D'autres alcaloïdes de flibles points d'ébullitions sont à l'état liquide

sous fome dnuiles dont la viscosité variante.

V'   Les alcaloi.des dans le cas général sont des produits incolores, sans odeus spécifique,

particulièrement ceux qui ayant de fàible points d'ébumtion [10].
V'   L'amertume est un caractère quasi constant qu'il n'est cependant pas recommandé de

vérifier en raison de la toxicité des produits.
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Génémlités su r Alca]tidcs

/    Les alcaloi.des sont, en général, insolubles dans l'eau mais solubles dans les solvants

dits  «  orgariques  »  (alcools,  acétone,  chlorofome,  oxyde  d'éthyle,  etc.) tandis  que

leus sels ont des caractères de solubilité hverses [11] .

/   La plupart des alcaloïdes sont basiques, c'est-à-dire qu'ils peuvent fixer un proton (ion

H+) su m atome d'azote.

I.S.2.  Inténêt dc§ aLcaLoïdes :

m  fàit  de  leurs  rôles  physiologiques  ou  de  leus  activités  biologïques  spécifiques,  1es

molécules  alcaloides restent  des  importamts réactifs  biologiques.  Elles présentent  un  intérêt

toujous actuel cn thérapeutique ( 12] .

Si  la  recherche  des  principes  actifs  continue  activement  en  ce  qui  conceme  les  plantes

médicinales et/ou toxiques,  les alcaloïdes connus sont  des produits de base de la phamacie

[13].

-     Parmi les effets physiologiques que l'on peut noter pou ceriains d'entre eux, on trouve :

•    des  effets  sur  l'activité  cérébrale  et  le  système  nerveux :   stimulant,  euphorisant,

excitant,  hallucinogène,  antalgique,  hypnotique,  paralysant, tétanisant,  dilatateu  ou

constricteu de la pupille, vomitif. . .

•    des   effets   su   le   système   cardïo-vasculaire :   régulateu   de   la  tension   sanguine

Œypertension, hypotension) , anti arythmique, bronchodilatateLir ....

•    Mais  aussi,  sans  action  directe  sur  le  système  nerveux :  lutte  contre  le  palu

iiihibiteu de djvision cellulaire ....

A titre d'exemple on peut citer :

•    La  colchicine  du  colchique  est  un  remède  anti-ïnflammatoù'e  spécifique

douloueux de la goutte.

•    La nicotine est un insecticide végétal naturel, ses effets sont multipliés si le composé

toxique de la nicotine   est ajouté à une émulsion d'huile végétale, dite huile blanche.

L'ensemble est assez vite biodégradable.

•     Aussi, la ryanodine a été employée comme insecticide végétal [14].
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Génémüoés su r A]ca]oïdes

1.5.3. Extraction des a]caloïdes :

Les   alcaloi'des   se  trouvent   le   plus   souvent   sous   fome  de   sels   d'acides  minéraux   ou

organiques, et parfois leur combinaison (notamment les tanins), on pulvérise ]es plantes avec

un  alcalri.  Leu mode d'extraction  est  Ùès  variable  selon  la  nature  de  l'alcaloïde,  mais  on

trouve habituellement deux schémas d'extraction :

L5.3.l. Par solvant apolaire en milieu a]ca]in :

La  plante  sèche  est  pulvérisée  et  humectée  avec  une  solution  aqueuse  alcaline  (chaux,

l'ammoniaque Nlf+OH-, soude pou déplacer les bases fortes).

- Extraction avec un solvant organique non polaire.

- Le marc (résidu) est éliminé.

• La solution organique (alcaloïdes, lipides, pigments. . .) est conservée.

- Concentration par un chauffage doux, ou par un évaporateur rotatif.

- On réàLise sur le concentré un épuisement par un acide dilué (généralement on utilise l'acide

sulfiirique O.5N), puis on procède à une extraction (liquide-liquide).

- La solution aqueuse acide est àlcalisée.

-   Réalisation   d'un   nouvel   épuisement   par   un   solvant   organique   non   miscible   (éther,

chlorofome, xylène),
- On obtient une solution organique alcaloïde, qu'il faut alors concentrer par évaporation.

- Œ obtient alors un résidu d'alcaloïdes bruts.

1.5.3.2. Par solvant polaire (acide, a]coo]) :

- La plante sèche est pulvérisée en présence d'alcool acide.

• On procède à une lixiviation (technique d`extraction de produits solubles par un solvant, et

notmment par l'eau) .

- Le marc est rejeté.

• La solution extrafte (alcalol.des, amines, résines, pigments) est évaporée.

- Cette solution est reprise par un acide dilué (la solution aqueuse acide obtenue contient des

sels d'alcaloïdes impus).

- La solution aqueuse acide est alors alcalinisée pou saponifier les sels d'alcaloïdes.

- Ch procède ensuite à l'épuisement par un solvant non miscible (éther, xylène, chlorofome).

- On sépare la solution organique d'àLcaloïdes.

- On évapore cette solution pou obterir un résidu d'alcaloïdes bruts.
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Génémlités su r Alcaloïdes

Pou teminer, on procède aux réactions de précipitation des àlcaloïdes pou vérification.

1.5.4. Réaction de précipitation des alcaloËdcs :

Les alcaloïdes précipitent sous l'action de certains réactifs appelés « les réactifs généraux des

alcaloïdes »  [15].

Cette  réaction  est  fondée  su  la  capacité  des  alcaloïdes  à  se  combrier  aux  métaux  louds

(Bismuth, Mercue, Iode . . . ) en milieu aqueux légèrement acide, n en existe plusieus types :

•    Réactif de valser-Meyer (tétra-iodomercuratede potassium): précipité blmc jaunâtre

•    Réactif de Dragendorff(tétra iodobismuthatede potassium): précipité rouge orangé

•    Réactifde Bouchardat (Iodoioduiéede potassium): précipité brun

•    Réactifde Bertrand (réactff silico"ngustique) : précipité blanc jaunâtre

•    Acide picrique et les tanins.

1.6.  La Théobromine :

b)

_iT±:ç
[

Fig 1.5: Structure chjmique de la théobromine

a) En 3D, b) Structure linéaire.

1.6.1     Définition de la Théobromine :

La       théobromine       est       un       alcalol.de        qui       fàit       parti       de       la       famille

des Purines Xanthines : cafëine, théobromhe, théophyllinede la fimille des méthylxanthines

dont la structure est similaire au cafëine et à la Théophillyne [16] .
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La purine est une molécule azotée hétérocyclique constituée d'un cycle pyrimidine fiisionné à

un cycle imidazole. C'est métérocycle azoté le plus répandu dans la nature [ 17].

Hïfiît>H\
H

6

:N@îÏÏ`:8
3

Fig 1.6. Structue et représentation  de la purine

En dépit de son nom, ce composé ne contient pas d'atomes de brome. L'éthymologie de son

nom est Theobroma, mot grec constitué des racines suivantes :

Theo : Dieu et Broma : nourriture, soit « nourriture des dieux », à quoi est ajouté le suffixe

« -ine » caractéristique des alcaloïdes.

La théobromine est une substance présente dans le chocolat et elle est responsable des effsts

du  chocolat  su notre humeu.  En effet,  elle  bloque  les récepteus de  l'adénoshe contenus

dans le cerveau (tout come la caféine et la théophylline) et  stimule les influx nerveux (un

peu comme le cannabis, lequel est classée dans les dmgues dans de nombreux pays),

Elle possède un pouvoir diuétique et stimulant,

Le chocolat noir (le wai) en contient entre 0,04 et 0,50 g pou 100 g ref,  Si pou les humains

la théobromine est sans danger, car nous possédons des enzymes capables de la dégrader, il

n'en n'est pas de même pou certains arimaux, tels que les chiens et chats.  C'est pou cette

raison qu'il ne faut pas leu domer de chocolat : ils l'aiment mais elle est mortelle pou eux.

La  théobromine  est  l'alcaloïde  principal  du  cacao  ;  il  stimule  les  activités  physiques  et

htellectuelles avec des effets bénéfiques pou la santé. C'est un stimulant cérébral qui foumit

de l'énergie ei favorise un état de bien-être.

AUJoudhui cette molécule est utilisée en   médecine tmt qu'un diuétique, vasodilatateu et

cardio-striulant.
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Génémlités su r A]caloïdes

k molécule de la théobromine a été extraite pou la première fois des graines de   cacao en
1878  [18].

Fig 1.7 . Le cacaoyer (Theobroma cacao)et ses grames dont contient 1 -3% de la théobromine

[19].

Le  cacaoyer (Theobroma cacao)  est un arbre de  5m  de haut envù.on,  ponant  des  cabosses

(dont  l'intérieu  ressemble  à  des  épis  de  maïs)  qui  regroupent  25  à  60  graines  aplaties

(appelées fèves de cacao).

La théobromine est donc présente dans les graüies du cacaoyer (1-3  %), dans les feuilles du

maté (0,45-0,9 °/o), dans le guarana (0,02 à 0,06.

Fig  1.8.  Guaram  Plante  où   la  théobromine  est    Fig 1.9. I.a yerbamte, parfois appelée « thé du

présente en quantité minime,  avec  environ 5  mg    Parag`iay »,   « thé   des   Jésuites »   ou   «thé   du

pou l00 graines  [20].                                                       Brésil [21].
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Génémlîtés su r Alcalomes

Tableau 1.1 contenu en théobromine en mg pou 1 g de produits [22].

Soume
Contenu en théobromine en mg

pour 1 g de pmduît

Poudre de cacao 5'3-26

Pai]lis fait avec l'enve]oppe extérieuie
14-30

de h cabosse de cacaoyer

Fève de cacao 11"
Chocolat noir 4.5-16

Chocolat blanc 0'009

Chocolat au lait 1,5-22

Chocolat à boire 0'5

1.6.2. Effets thémpeutiques et effet indésimb]es :

En médecrie, la théobromine est utilisée comme diuétique, vasodilatateu et cardiostimulant.

La théobromine  est  aussi  connue  pou induire des  mutations  génétiques  sur  les  eucaryotes

primitifs et su les bactéries [23] .

La  théobromine  est  un  facteu  aggravant  des  reflux  acides  gastro-œsophagiens,  car  elle

relâche   les   muscles   du   sphincter  gastro-œsophagien,   pemettant   aux   acides   gastriques

d'accéder à l'œsophage [24].

1.6.3. Pmpriétés physico-chimiques de ]a théobmmine:

•     Foimu]e bmte: C7HSN402.

•    Nom chimique: 3,7-dihydro-3,7-dimethyl-lH-purine-2,6-dione.

•     Masse molaim :  180,164 g/mol.

•     PKa:7.89àl8°C.

•    Tempémtuie de sublimation: 290°C

•    Températum de ftision: 345 à 350 °C
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•    Aspect: poudre ou flocons blancs.

1.6.4. So]ubilité de La théobromine:

Génén)tités su r Alcaloïdes

Elle est peu soluble dans l'eau à pH neutre et dans les solvamts organiques.

Par contre, elle est bien soluble dans l'eau :

/   En milieu acide (car on peut fixer un proton sur le doublet dùn azote) ;

/   En milieu basique (car on peut alors dé-protonner l'amine entre les deux cétones qui a

un pKa d'environ 10).

1. 7. Extraction de La Théobmmine :

1.7.1.  Principe de ]'extmction solide/]iquide :

Le  champ  d'application  de  l'extraction  solide-liquide  étant  très  vaste,  le  grand nombre  de

vocàbles employés pou définir les opérations et les produits criculants impose la définition de

quelques temes couramment utilisés.

Le  liquide  d'extraction,  appelé  so]vant,  djssout  un  (ou  plusieus)  composant  cristallisé  ou

liquide, dénommé so]uté, pou donner une solution ou extmit (solvant + soluté) et laisse un

solide  épe/J.se',  appelé  iésidu,  inerte  ou  ins®lub]e,  contenant  très  peu  ou  pas  de  soluté.

L'extraction solide-liquide est donc, une opération de transfert ou d'échange de matière entre

une  phase  solide,  la  matière  à  extraire,  et  une  phase  liquide,  le  solvant  d'extraction,  les

constituants recherchés pouvant être soit le soluté, soit le résidu [25].

Les    opérations   d'extraction    solide-liquide   regroupent   plusieus    méthodes   différentes

énumérées ci-après.

•     La nriviation ou lessivage, traduit en anglais par /eacÆz.»g. Le solide, finement divisé,

est mis en contact avc€ m solvant, chaud ou fioid, qui solubilise le soluté.

•    La pei.cohtion  consiste à laisser couler un solvant généralement chaud su un lit de

soljdes  finement   divisés   afm   de  dissoudre  les   composants   solubles  qui   y   sont

contenus. La préparation du caft relève de cette opération.

•     La décoction est l'opération dans laquelle le solide est mis à boumir dans un liquide

en vLie d'extraire les parties solubles.
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•     L'infiision  est la mise  en  suspension d'un  soljde  dans un  liquide  chaud ®roche  de

l'ébullition) ou l'arrosage du solide par ce hqujde,  afin de dissoudre les constituants

utiles, suivie du refi.oidissement du mélange. La préparation du thé est l'exemple type

de cette opération [18].

•    La macémtion est la mise en contact plus ou moins prolongé à fioid d'un solide dans

un solvant en vue d'extraire les parties solubles.

•    La  digestion  est  une  macération  à  chaud.  Cette  opération  et  la  macération  sont

utmsées particulièrement en phamacie et en parfiimerie.

•     L'élution consiste à enlever un soluté fixé à la surfice d'un soHde par simple contact

avec un  solvant.  C'est  l'opération  complémentaire  à la  fixation  dans  les  opérations

d'échange  d'ions.  Elle  est  fi'équemment  employée  dans  les  méthodes  d'analyses

(chromatographie).

Dms notre cas, il s'agit d'une lixiviation ou lessivage qui consiste à la mise en contact d'un

solide finement divisé avec un solvant d'attaque ffoid ou chaud  qui solubïlise le soluté [26].

1.7.2. Protocole d'estmction de la Théobromine :

11 est basé sur la solubilité particulïère de la théobromine, contrajrement à un grand nombre de

molécules  d'origine  végétale,   la  théobromine  étant  presque   insoluble   dans  les  solvants

organiques, nous allons la solubiliser dans l'eau en milieu basique.

La solution obtenue sera a]ors débaiTassée de la majorié des autres molécules par lavage au

dichlorométhane,  solvant dans lequel  les autres alcaloïdes sont  solubles,  contrairement  à la

théobromine, qui restera en solution aqueuse basique.

1.8. Camctérisation de la théobmmine extmite :

Trois méthodes ont été utihsées pou caractériser notre produits, il s'agit de :

Mesure du point de  fiision,  Spectroscopie  infi.arouge et Chromatographie sur couche mince

(CCM).

1.8.1. Caractérisation par mesum de ]a tempémture de flsion :

La mesure de la température de fiision peut constituer un moyen de caractérisation d'un solide

à titre indicatif mais ne pouma pas être suffisante. Nous avons utflisé un fiisiomètre qù permet
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l'augmentation graduellement de la température, jusqu'à l'apparition du liquide. A l'aide d'un

voyamt on lit la température coiTespondante.

1.8.2. Camctérisation par spectmscopie lnfrarouge :

-     Le principe de la spectroscopie infiüouge est basé su la mesure de la diminution de

l'intensité  du  rayonnement  qui  traverse  un  échantillon  en  fonction  de  la  longueu

d'onde. Le rayonnement infiarouge dispense suffisamment d'énergie pou stimuler les

vibrations moléculaires à des niveaiix d'énffgie supérieurs [27].

-     La  spectrométrie  inffarouge  sLutilise  prhcipalement  pour  l'analyse  qualitative  d'une

molécule en mettant en évidence la présence de liaisons entre les atomes (fonctions et

groupements). La majorité des applications se situe entre 2,5 et 15 imi soit en nombre

d'ondes de 4000 cm-]  à 670 cm-].

Plusieus  modes  de  vibrations  sont  possibles  pou  un  groupe  d'atomes  donné.  A

chacun  correspond  une  fféquence  camctéristique.   Ces  modes  fondamentaux  sont

responsables des principales bandes d'absoiption. L'absorption du rayonnement IR par

les composés orgmiques conepond à deux types principaux de vibrations [28] :

>       vibration de valence ou d'élongation.

>       vibration de déformation angulaire.

1.8.3. Caractérisation par chmmatogmphie sur couche mince (CCM) :

1.8.3.1. Définition:

La chromatographie  su  couche  mince  (CCM)  repose  principalement  su  des phénomènes

d'adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long

d'une  phase  statiomaire  fixée  sur  une  plaque  de  verre  ou  sur  une  feuille  semi-rigide  de

matière  plastique  ou  d'àluminium.   Après  que  l'échantillon  ait   été  déposé  sur  la  phase

stationnarie,  les  substances  migrent  à une vitesse  qui dépend  de  leur nature et  de  celle  du

solvant [29].

Les principaux éléments d'une séparation chromatographique su couche mince sont:
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•    ]û cuve chromatographique : un récbient habituellement en verre, de fome variable,

femé par un couvercle étanche.

•    la phase stationnaire :  une couche d'environ 025 mm de gel de silice ou d'un autre

adsorbant  est  fixée  sur une  plaque  de  verre  à l'aide  d'un  liant  comme  le  sulfàte  de

calcium  hydraté  (plâtre  de  Paris)  l'amidon  ou  un  polymère  organique.  Œar  ordre

d'importance décroissante,  les  adsorbmts employés en CCM sont  :  le  gel  de  silice,

l'àlumine, le kieselguhr et la cellulose).

•     l'échantillon  :  environ un microlitre (pl) de solution diluée (2  à 5  %) du mélange à

analyser, déposé cn un point repère situé au-dessus de la surfàce de l'éluant.

•     ]'é]uant : un solvant pu ou un mélange :  il migre lentement le long de la plaque en

entraînant les composants de l'échantillon [30].

1.8.3.2. Principe de la technique :

Lorsque la plaque sLir laquelle on a déposé l'échantillon est placée dans la cuve. l'éluant monte

à travers la phase statiomaire, essentiellement par capillarié. En outre, chaque composant de

l'échantillon se déplace à sa propre vitesse derrière le fiont du solvant,

Cette vitesse dépend d'une part, des forces électrostaiiques (forces de Vander waals,  liaison

hydrogène..) retenant le composant su la plaque stationnaire et, d'autre part, de sa solubinté

dans   la  phase   mobile.   Les   composés   se   déplacent   donc   altemativement   de   la  phase

stationnaire   à   la   phase   mobile,   l`action   de   rétention   de   la   phase   stationnaire   étant

principalement contrôlée par des phénomènes d'adsorption.

Généralement,  en  chromatographie  su  couche  mince,  les   substances  de   firible  polarité

migrent plus rapidement que les composamts polaires.

1.8.3.3. Appncations de la CCM :

Lorsque les conditions opératoires sont comues, elle pemet un contrôle aisé et rapide de la

pueté  d'un  composé  organique.   Si  l'analyse,  réalisée  avec  divers  solvants  et  différents

adsorbants,  révèle  la  présence  d'une  seule  substance,  on  i)eut  alors  considérer  que  cet

échantillon est probablement pur.
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De  plus,  étant  donné  que  la  chromatographie  sur  couche  mince  indique  le  nombre  de

composants d'un mélange, on peut l'employer pou suivre la progression d'une réaction.

1.8,4. Spectmpl]otométrie UV-Visil]]e :

1.8.4.1. Définition et principe de la spœtroscopie UV-Visib]e :

La   Spectrophotométrie   UV-Visible   est   me   technique   de   caractérisation   optique   non

destnictive qui nous renseigne su les propriétés optiques de l'écliantillon à analyser comme la

transmission   et   l'absorption   de   la   lumière,   elle      peimet   d'étudier   quantitativement   et

qualitativcment les interactions entre la lumière et la matière [31] .

Le principe de cette technique repose su l'riteraction de la lumière émise avec l'échantillon à

analyser.   Une  part]e   du  fàisceau  incident   sera  absorbée  ou  transmis  par  l'échantillon.

Lorsqu'une  substance  absorbe  de  la  lumière  daLns  le  domaine  de  l'ultraviolet  et  du  visible,

l'énergie absorbée provoque des perturbations dans la structure électronique des atomes, ions

ou molécules. Un ou plusieus électrons absorbent cette énergie et peuvent sauter d'un niveau

de basse énergie à un riveau de plus haute énergie. Ces transitions électroniques se font dans

le proche UV visible (200 -400 nm) au visible (400-800 nm).

Lorsqu'une radiation (Iumière)  monochromatique  (une  seule  longueu d'onde) traverse une

substance avec une intensité lumineuse lo, elle en soit avec une intensité 1,

On  défmit  l'absorbance  comme  étant  A=  log  (IOÆ).  I.orsqu'une  substance  colorée  absorbe

pour une certaine longueur d'onde, l'absorbance sera donc maximale.  Le spectrophotomètre

effectue cette mesure d'absorbance pou différentes longueurs d.onde.

Selon   la   loi   de   Béer   i   Lambert,   L'absorbance   A   (sans   unfté)   de   la   solution   est

proportionneue à la longueu € de la solution traversée par la lumière et à la concentration

molaire c de cette solution :

A =€x ' xc. [31]

Le  coefficient  de proportionnalité  € (appelé  coefficient  d'extinction  molaire)  dépend  de  la

nature de la solution  et de la longueu d'ondes de la lumière. La loi de Beer-Lambert n'est

cependant valable que sous certaines condùions :
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•    La lumière doit être monochromatique ;

•    La concentration des solutions doit être fàible (de l'ordre de 104 mol Æ) ;

•    Les solutions doivent être homogènes ;

•     Le sohité ne doit pas réagïr sous l'action de la lumière incidente.

Rér.reDc.

Échaidmon

Fig 1.10. Schéma générale de spectrophotomètre UV-visible doubles fiscaux.

Afm de ne prendre compte que l'absorption de la substance colorée étudiée, on retranche de la

valeu  mesuée,   l'absorbance  des  autres  substances  (le  solvant  +  la  cuve).   Cette  étape

s'appelle : fàire le blanc.

`±-.,
Echantillcm de Concemtrarion C

Fig 1.11. Principe de la spectrophotométrie d'absorption moléculaire.
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Les Capteurs Chimiques
(Biocapteurs)
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]es capteurs chimiques (biocapteurs)

Chapitre 11 : Les Capteuts Chimiques (Biocapteurs)

11.1 : Génémütés sur ]es capteurs chimiques/Biocapteurs :

L'évolution   technologique   ne   cesse   de   trouver   des   solutions   aux   problèmes   qui   sont

considérés aLiparavant comme complexe et difficile à résoudre.

Les cpteurs chimiques ont constitué une large application dans différents domaines Œ)iologie,

biochimie,  médecine,  sécurité,  agiculture  et  envïronnement..) ces  demiers  ont  pemis  la

détection d'une  espèce  chimique  ou  biologique  ainsi  que  l'évaluation de  sa quantité  ou  sa

concentration.

Les  instruments  classiques  d'analyse pou la détection  de  telles  espèces  sont  généralement

complexes, coûteux, volumineux et souvent difficiles à mettre en œuwe [1] .

Les  capteurs  sont  considérés  comme  une  solution  alternative  particulièrement  intéressante,

aux techniques  analytiques traditionnelles telle que  la  chromatographie  ou  la spectrométrie

[2].

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

utilisés.

n.1. l. Définition d'un capteur chimique :

Un  capteu chimique  est un système  qui  transfome  une  information

concentration ou la composition d'un échantillon à analyser, en un signal eploitable.

Un  capteur  chimique  en  lui-même  est  composé  de  deux  parties  essentielles,  la  première

conceme  la  réception.  11  s'agit  de  la  partie  qui  transfome  1'information  chimique  en  une

fome  de  signal  ou  d'énergie  mesuable.  Cette  réception  peut  être  soit  physique  (ce  sont

typiquement les capteurs basés su les mesures d'absorbances, de l'indice de réffaction, de la

modification  de  masse ,... )  soit  chimique  (système  où  il  y  a  une  réaction  chimique  avec

l'échantillon à analyser qù donne naissance à un signal) [3] .

La deuxième par(ie, le transducteu représente le dispositif permettant de mettre en évidence

la réaction assuée par le récepteu [4], en transfomant la modification chimique  en slgnal

mesuable et corrélable à la concentration de la substance cible [5,6] .
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11.1.2. Principe et fonctionnement :

Le principe de base d'un capteur repose sur la reconnaissance de la grandeur de  l'espèce à

anàlyser.

Cette reconnaissance se produit au sein d'une couche que I'on appellera corps d'épreuve ou «

couche sensible », et se traduit généràlement par la modification d'une propriété physique de

cette   couche.   Cette   modification   est   détectée   puis   convertie   en   un   signal   électrique

driectement analysable, grâce au « transducteu ».

Enfin, le signal transmis est analysé et transfomé en une rifomation simple pou l'utilisatcur

(tension ou couant) (Figure 11.1). Outre ces trois fonctions : Jieco»#az.s£œice,  rricz77£dz/cfJ.o» ef

4»o/yse,  nécessairement  présentes  dans tout  capteur,  une  fonction  d'amplification  est  utile

pou  accroître  la sensibïlité  du  capteur.  Cette  amplification  peut  être  obtenue  en  amont  du

transducteur, par un mécarisme chimique ou biochimique (catalyse) ou bien en aval, grâce à

un dispositif électronique [7].

Figure 11.1. Schéma rçprésematif du principe d.un capteur.

11.1.3 Constitution d'un capteur :

La majorité des capteurs sont composés de 3  parties chacune ayant un rôle bïen défini  [8]

(Figue 11.1) .

Corps d'éi)reuve :  C'est un élément qui réagit sélectivement aux variations de la grande`ir à

mesurer.  Son  rôle  est  de  transfomer  cette  grandeu  en  une  autre  grandeu  physique  dite

mesuable.

Elément de tmnsduction  :  C'est un élément lié au corps d'épreuve traduisant ses réactions

en une grandeu (électrique) exploitable.
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Système de conditionnement : Son rôle est d'amplifier et de fàire un traitement su le signal

électrique.

11.2. Les différents types des capteurs cliimiques :

Selon  la  nature  du  signal  physico-chimique  engendré  par  la  reconnaissance  moléculaire

différents modes de transduction en  signal électrique  sont utilisés pemettant de classer les

capteurs chimiques en grandes ffimilles : optique, électrochimique, massique, thermique.

IL2.1. Les captcürs électrocl]Îmiques :

On parle de capteu électrochimique lorsque ces capteurs pemettent la détection en continu

des espèces ioniques en milieu liquide, ils sont classés en quatre catégories suivant le mode de

détection : potentiométrique, ampérométrique, conductimétrique et coulométrique [9].

Les cpteurs potentiométriques et ampérométriques sont les plus répandus.

Toutefois, depuis les années  1980, les capteurs conductimétriques commencent à être à leu

tou de plus  en plus  utilisés  compte tenu  de  leu  facilité  d'élaboration  et  de  simplicité  du

circuit de mesure [7]. Dans tous processus électrochimiques, on mesure un signal électrique

généré entre les bomes de deux électrodes, par une réaction d'oxydo-réduction de 1'espèce à

détecter,   Lors   de   ce   trmsfert   de   charge,   on   assiste   à   une   transfomation   chimique

(l'oxydoréduction).

11.2.2. Les capteuis potentiométriqucs :

La potentiométrie est une méthode électrochirique basée sur la mesure de  la différence de

potentiel entre une électrode de mesure et une électrode de réfërence.

La détermination des potentiels des électrodes pemet de mesurer directement la concentration

de l'analyte à doser [7].

Cette différence de potentiel est fonction de l'activité de l'ion présent dans l'électrolyte où le

capteu est plongé.

Les conditions opératoù'es sont dites « potentiométrie à courmt nul » si l'on n'impose pas de

courant dans le circuit, dans le cas contraire, il s'agit de « potentiométrie à courant imposé »

[8].
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Dans ce type de système, un équilibre local est établi à la surfiLce du  capteu et conduit à la

génération  d'un  potentiel  proportionnel  au   logarithme  de   la  concentration  (activité)  de

l'échantillon selon la loi de Nernst, dans le cas d'un capteur redox [11].

Ep -Eo-=-d + Î="'` aœ
a RJ= d

Où:

Ep : rçprésente le potentiel du couple redox;

E°ogRed : le potentiel nomal standard du couple redox;

R : la constante des gaz parfàits (8.314JK-] .mol-));

aoi/aRed : est le rappoil de l'activité de l'epèce déterminant le potentiel à l'état oxydé et à

l'état réduit;

T: la température absolue en Kelvin ;

F: constante de Faraday= 96500C.mol-[ .

11.2.3. Les capteurs ampérométriques :

Les capteurs ampérométriques mesurent le courant issu de l'électrolyse d'une espèce électro

active qui traverse une cellule électrochimique à un potentiel imposé.

Le courant est directement relié à la concentration dans la solution des espèces électro-actives

ou  à leu vitesse  de production.  Les réactions choisies  sont  souvent telles que  les  courants

mesués dépendent de la concentration des epèces à amalyser,  des propriétés des matériaux,

de  la  géométrie  des  électrodes  et  des  mécarismes  de  transport  des  espèces  en  solution

(migration, convection, diffiision) [7,8].

Ces capteurs ont une bonne sensibilité et un temps de réponse assez rapide [12]. Le courant

mesuré  dépend  de  la  propriété  des  matériaux  de  détection,  de  la  composition  et  de  la

géométrie des électrodes, des concentrations des espèces électro actives [13] .

11.2.4. Lcs capteurs conductimétriques :

La  conductimétrie  est  une  technique  électrochimique  altemative  à  l'ampérométrie  et  à  la

potentiométrie.   La  conductimétrie  permet   de  mesurer  les  variations   (consommation  ou

production) d'espèces chargées générées au cours des réactions [ 10] .

Son principe rçpose sur la mesure de la conductivité électrique d'une solution électrolytique

contenant des charges électriques mobiles, constituées par l'ensemble des ions [9].
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IL2.5. Capteur impédimétrique :

Les  capteurs  impédimétriques  sont  une  combinaison  entre  les  capteurs  ampérométrique  et

potentiométrique, Le principe de ce type de capteu électrochimique repose su la mesure de

l'impédance  d'une  cellule  électrochimique  paD.  la  technique  de  spectroscopie  d'impédance,

dont le principe est  détaillé dans le chapitre suivamt,  Cette technique permet  de contrôler le

processus de transfert de charge à l'interface électrode / électrolyte [9].

11.2.6 Les capteurs optiques :

L'utilisation  de  transducteus  optiques  est  de  plus  en  plus  répandue  notamment  pou  les

milieux   biologiques   et   environnementaux   [12].   La   détection   est   réalisée   grâce   à   des

changements  des  propriétés  optiques  (réflexion,  absorption ,... ).  Le  choix  d'une  méthode

optique particulière dépend de la nature de l'applica.ion et de la sensïbilité désirée.

Dans le cas de la fibre optique, 1a détection par ondes évamescentes via les fibres optique est

de plus en plus utilisée. Les capteurs à fibres optiques, grâce à leur fàible poids, leurs petites

dïmensions et  leur insensibilité aux interférences électromagnétiques ainsi que la possibilité

d'effectuer des mesures dans  les endroits difficilement accessibles, ont rapidement pris une

place importante dans le rang des capteurs chimiques.

Le principe de  la détection par  capteu à  fibre  optique  se  base  sur des changements  de la

ftéquence  ou  de  l'intensité  du  rayomement  électromagnétique  (par  exemple  le  visible,

l'inffarouge) pou détecter et identifier la présence de produits chimiques [9).

Une  large  gamme  d'epèces  chimiques  peut  être  mesurée  en  utilisant  ces  capteurs  à  fibre

optique (pH, pC02, pNH, glucose, sodium, cations des métaux. . . ).

11.2.7. Les capteuE theimiqucs :

L'intérêt de la mise en œuvre des capteurs enthalpimétriques (themiques) résulte du £àit que

la plupart des réactions s'accompagnent d'une émission de chaleu.

De   nature   très   générale   et   donc   de   potentialité   élevée,   ces   capteurs   sont   cependant

relativement peu sensibles et nécessitent des montages différentiels très bien équilibrés afin de

compenser toute variation de températue parasite [ 14] .

Le  changement  de  températue,   AT,  est  déteminé  un  microcalorimètre  et  est  relié  aux

variations d'enthalpie, A H, et la capacité de chaleu du réacteur, Cp par la relation suivante :

A T- Ï4ï
CP
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Avec :

n : nombre de moles de substrat ayant réagi.

Ilu3. Les biocapteurs :

Le teme « biocapteurs » représente la fiision de deux des plus importantes technologies de ce

siècle  :  l'élecftonique  et  les  biotechnologies.  Leur  association  permet  des  dosages  rapides,

sensïbles et spécffiques [ 15]. Les prenriers biocapteurs, développés au début des années 1960,

sont des électrodes enzymatique permettant le dosage du glucose dans une solution biologique

(Clark  et   Lyon,   1962   ;   Updik   et   Hicks,1967).   Depuis,   les  biocapteurs  ont   comu   un

développement considérable en raison de leurs nombreuses applications potentielles, que ce

soit dans les domaines médical, agro-alimentarie ou contrôle de I'en`ùonnement. Ils peu`ent

ainsi de`mir des outils complémentaires et apporter des avantages, comme la mesure in situ

et continue, par rappoft aux techniques classiques d'analyses disporibles en laboratoire [ 16].

Un biocapteur est un dispositif analytique conçu pour transfbrmer un phénomène biochimique

en un  signal  mesurable  .11 combine un  composant biologique  appelé  «biorécçpteur»  et un

(<transducteur»   rçprésentant   le   mode   de   détection   [17].   Même   si   les   enzymes   restent

fféquemment   employées,   des   nouveaux   biorécçpteurs   sont   aujourd'hui   étudiés,   comme

l'ADN, les anticorps-antigènes, les cellules entjères voire les organites.

(      .i-oa-       }(       B"nq.ni.r       ]    |      rm.m~r      ][      JÉm/      |(   qormæ»    |

<L____--- =====--===J>B-'
Fig 11.2. Principe de fonctionnement d'un biocapteur.

En  ce  qui  conceme  les  transducteus,  des  avancées  majeues  ont  été  f:àites  grâce  à  la

miriaturisation  qui  a  notamment  perris  de  développer  des  microélectrodes  Les  fibres

optiques ont, pou leu part,  facilité  la détection  de  signaux biologiques par absorbance ou

fluorescence.   Dans   les   nombreux   travaux   existants   su   les   biocapteurs,   le   choix   du

transducteu et du biorécepteu dépend de plusieurs fiicteurs,
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A l'heue actuelle, une grande partie des études menées sur les biocapteus tend à optimiser

leus caŒ.actéristiques pou répondre au mieux aux exigences de leu domaine d'application,

notamment  en  travaillant  sur  la  stabilité  de  la  réponse,  la  sélectivité  et  la  sensibilité  des

biocapteus[17].

11.3.1. Pammètres et camctéristiques des biocapteuis :

11 existe un certain nombre de caractères communs à tous les capteurs lorsqu'ils  sont utilisés

dans un environnement donné.

a) Précision : La précision reflète l'écart entre le paramètre mesuré et la `mleur délivrée. Elle

est exprimée en pourcentage est l'ricertitude absolue obtenue su la grandeu électrique. Une

bome  précision  finale  dépend   d'une   bonne  corrélatlon  entre  une   caD.actéristique   d'une

grandeur physique pouvant être mesuée et le phénomène à mesurer [18].

b) Sensibinté:  Correspond à réponse du signale de sortie et sa sensibilité si une variation du

de la grandeur à mesurer est maripulée.

c)  Sélectivité:  représentant  la capacité du  capteu à pouvoir détecter un ion bien déterminé

pami d'autres espèces contenue dans le milieu liquïde [ 19]. Elle dépend de la partie sensible

du capteu [20]+

d) Linéarité: Un capteu est dit linéaire s'il présente la même sensibilité su toute l'étendue de

sa plage d'emploi.  [10].

e)  Réversibilité:  Elle  définit  la  capacité  du  matériau  à revenir  à  son état  initial  lorsqu'on

supprime l'excitation [21].

0 Temps de iéponse:  11 exprime le temps nécessaire que met la valeu de sortie du capteu

pou se stabiliser lorsque les condjtions de mesue varient brutalement d'un état à un autre. Le

temps de réponse est pris entre 10% et 90% de la valeu stabilisée [21 ] .

g)   Fiabilité:    La   fiabilité   est   définie   comme   la   capacité   d'un   capteu   fonctionnant

correctement, c'est-à-dire, à foumir des données avec une précision annoncée [ 10].

h) Autonomies:  c'est-à-dhe sa duée maximale de fonctionnement continu sans intervention

humaine et sa capacité d'auto entretien [20].
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Un capteur doit être rapide, il doit domer une réponse en temps réel, chaque essai doit  être

reproductible   et   facile   à   càlibrer,   il   doit   être  robuste   et   résiste   aux   changements   de

températue,  pH,  force  ionique.  De  plus   son  utilisation  doit  être  simple,  requérant  un

minimum de technicité [ 10] .

11.4.  Méthodes de cûmctérisation :

Afin de caractériser nos échantillons et par conséquent étudier leur comportement à l'interfiLce

capteu-solution, nous avons utilisé les méthodes électrochimiques à savoir :

•    La spectroscopie d'impédance ;

•    La voltamétrie à ondes carrées ;

Ces  deux   techniques  nous  ont  été     très  utiles  pou  mieux   comprendre   les  éventuels

phénomènes   et   déplacements   chimiques   qui   se   marifestent   sur   la   suface   active   et
l'électrolyte de nos dipositifs.

11.4.1.  Méthodes de cûractérisation électrochimiques :

En  électrochimie  on  s'intéresse  souvent  aux  processus  et  aux  fiLcteus  qui  influencent  le

tranport de charges à travers l'interfàce entre phases distinctes chimiquement (électrodes et

électrolytes). Le plus souvent l'une des deux phases de part et d'autre de l'interface étudiée est

un  électrolyte  dans  lequel  les  charges  sont  transportées  par  le  mouvement  des  ions.  La

deuxième phase est une électrode, c'est à dire une phase dans laquelle le transport des charges

à ljeu par le mouvement d'électrons.

De  nos  jous  la  spectroscopie  d'impédance  électrochimique  s'est  imposée  comme  outil

analytique   puissant   pemettant   de   caractériser   les   propriétés   électriques   de   nombreux

systèmes.   D'autre   part,   les   études   théoriques   de   l'impédance   d'électrodes   modifiées

pemettent  de  comprendre  les  processus  et  les  transfomations  chimiques  associées  à  ces

supports [22] .

11.4.1.1.  Comportement d'un métal seu] :

Un  métal peut  être  considéré  comme  un  composé  globalement  neutre  fomé  d'ions positif

s'occupant les positions du réseau cristallh et d'électrons mobiles. Malgré cette mobihté, les

électrons ne peuvent s'éloigner à une trop grande distance du cristal car les noyaux positifs
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exercent  une  force  d'attraction.  Toutefois,  en l'absence  de  milieu  extérieu,  la  suface  d'un

matériau métàllique peut  êbe considérée  comme  La superposition de  deux couches minces,

l'une  de  chæge  positive  située  sous  la  surface  du  solide  et  l'autre,  de  charge  négative,

adjacente  à  la  surface.  Cette  zone  de  séparation  des  charges  constitue  la  double  couche

éle€trique. [23]

m4.l.2. Interface électrode/é]ectro]yte :

Lorsqu'`me électrode est en contact avec un électrolyte, on observe une séparation de charges.

La charge accumulée d'un côté de l'interface est contre balancée par celle accumulée de

l'auüe côté:

qsol= _qel

q : représentant la charge par unité de surÉàce (en Coulombs, cin2).

La charge portée par l'électrode elle-même (qsot   ) est constituée, soit paB' un excèsd'électrons

(charge négative), soit au contraire par un déficit d'électrons (charge positive), selon le signe

de  la ddp  (différence de potentiel)  ( A ®).  La charge compensatrice  du  côté de la solution

électrolytique  est  due,  soit  à un  excédent  de cations  su  les  anions,  pour   A ®<  O(cas  où

l'électrode est chargée négativement), soit à un excédent d'anions sur les cations, pour  A ® >

0 (cas où l'électrode est chargée positivement) [23] .

La distribution des ions est complexe du frit d'une différence de leus comportements selon

leu nature et de la présence des molécules polaires de solvant.

La   structure  admise   à   l'heue   actuelle  pou  cette  couche   ionique   chargée   est   décrite,

succhctement, de la fàçon suivante :

En   l'absence   d'interactions   spécifiques   fortes   avec   la   s`irface   d'électrode   (adsorption

spécifique), les ions excédentaires (cations ou anions) n'ont la possibilité de s'approcher de la

surface  de  l'électrode  que  jusqu'à  une  dïstance  de  l'ordre  de  quelques  Angstrôms,  leus

centres venant ainsi se placer sur une surface parallèle à celle de l'électrode, que l'on appelle

(dans le cas le plus fféquent des électrodes planes) le plan de Helmholtz Œ'H). La couche de

Helmholtz (ou couche compacte), comprise entre la surfàce de l'électrode et ce plan, contient

donc seulement des molécules de solvant orientées par le champ électrique, correspondant au

diélectrique d'un condensateur.  Si tous les ions excédentaires restaient localisés dans ce plan
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de Helmholtz, on auait l'équivalent d'un condensateu à plaques parallèles caractérisé par la

capacité ®ar unité de surfiice).

c#
Ch sait que, dans ce cas, la variation du potentiel électrique  ®  (entre  ® e/ et  ®so/ ), dans la

couche comprise entre les deux plans limites, est fonction linéaire de la distance. Mais les

phénomènes sont moins simples, il apparaift deux compoTtements des ions:

Ceux  qui  ne  sont  pas  adsorbés  (des  cations  généralement)  sont  maintenus  à  distance  de

l'électrode par leu coquille de solvatation ;

Ceux qui  subissent une  adsorption spécifique (des anions)  viennent  au  contraire  au contact

direct de la surflce de l'électrode, sans interposition de molécules de solvant.

Œ  est  ainsi  conduit  à  distinguer  deux  plans  de  Helmholtz  (et  deux  couches  distinctes

coiTespondantes): u plan hteme ŒIID et un plan exteme (PIÆ), comme le montre le schéma

de  la  figure  (11.3).  11  s'établit  ainsi  une  couche  de  répartition  des  ions  excédentajres  (non-

adsorbés), couche statiomaire par suite de l'équihbrage entre les «forces » de sens opposés,

de  rétrodiffiision  et  d'attraction  électrostatique  exercée  par  la  surface  de  l'électrode.  Cette

couche est appelée couche diffiise de Gouy-Chapman.

L'ensemble couche de Helmholtz (couche compacte)  +  couche  de  Gouy-Chapman (couche

diffise)  constitue  la  double  couche  électrochimique  (selon  le  modèle  théorique  de  Stem,

1924).

La répartition de potentiel qui s'établit dans cette région interfaciale, correspondante à la

différence  A ®  entre les potentiels htemes des deux phases, est rçprésentée su la figure

(11.3). L'épaisseiir de la double couche électrochimique est, dans ces conditions, de l'ordre

d'une dizaine d'Angstrôms.

-31
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Figure n.3. La double couche électrœhimique : distibution des charges, variation du potentiel

électrique [24].

A®  en fonction de  la distance  (x)à la surface de  l'électrode.  (a) Modèle de HELMHOLTZ

(cas  A®  el/sol<  0)  (b)  Modèle  de  STERN,  comprenant  une  couche  compacte  (couche  de

IŒLMHOLTZ) et me couche difmse (couche de GOUY-CHAPMAN) (cas A®el/sol < 0 et

absence d'adsorption spécifique) (c) Même modèle, dans le cas d'une adsorption pécifique
'arions.

PH : plan de HELMIOLTZ, PIŒ : PH exteme, PHI : PH inteme.
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11.4.2.  Si)ectroscopie d'impédance electrochimique conventionnene ou SIE :

Dans   le   cadre   de   l'étude   des   interfaces   électrode/électrolyte,   différentes   techniques

électrochimiques  sont  couramment  utilisées.  Elles  mettent  toutes  en  jeu  des  mesures  de

potentiel et/ou de courant, et peuvent être classées en deux groupes.

Le  premier regroupe  les techniques  dites  stationnaires,  comme  la chronopotentiométrie,  la

chronoampérométrie, la voltampérométrie.

Ces  techniques  permettent  de  recueillir  des  informations  liées  à  la  thermodymmique  du

système étudié et quelquefois à sa cinétique. Néanmohs, elles sont sujettes à des limitations,

notamment   dans   le   cas   de   systèmes   très   résistants   ou   pou   l'étude   des   mécanismes

réactionnels.  De plus,  certaines d'entre  elles  entraînent  la destruction de  l'échantillon.  Pou

contoumer  ces  limitations,  il  a  été  mis  au  point  un  certain  nombre  de  techniques  dites

transitoù.es, basées siir l'utilisation des fonctions de transfert et dont la SIE fàit partie.

La  spectroscopie  d'impédance  électrochimique,  ou  SIE,  est  une  technique  utilisée  depuis

quelques décennies. L'ritérêt et la quantité des informations qu'elle apporte dans l'étude des

mécamismes  réactionnels  qui  se  déroulent  à  l'interface  électrode/électrolyte  ne  sont  plus  à

démontrer.

Cependant, la technique est limitée à la mesure de grandeurs globales (couant ou potentiel),

moyennées su l'aire totale de la surface active analysée. Les variatjons de ces grandeus sont

supposées représentatives des processus qui se déroulent à l'interfàce électrode/électrolyte,

11.4.2.1. Définition et principe :

La SIE rçpose su la mesure d'une fonction de transfert suite à la per(ubation volontaire du

système électrochjrique étudié. Ce système peut être considéré comme étant me « boîte

noii€ » quj réagjt en émettant un signal y(t) quand ïl est soumis à une pertubatïon x(t) (figure

1.1 ). Les deux signaux x(t) et y(t) sont alors reliés pzu. une fonction de trmsfert H(o) telle que

Y (Œ) = H(œ)X(œ), X(a)) et Y (®) étant respectivement les transfomées de Fourier de x(t) et

y(t). Avec ap est la pulsation.

•`ïr)  ± Systèmeélectrochimique r-  -.t')

Figure 11.4. Schéma d'une fonction de dansfm
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Classiquement,  la  pertubation  imposée  au  potentiel  d'une  électrode  indicatrice  est  une

perturbation sinusoïdale de faible amplitude. Le signal appliqué est donc de la fome :

x(t) = Asin (Û)t) et la réponse du  système  est y(t) = B  sin (œt + q)) avec une fféquence f,une

pulsation o = 27[f et un déphasage p.

En teme d'impédance, à l'ristant t, le signal d'excitation est défini par la valeu du potentiel

de l'électrode qui est ezprimée en fonction de sa composante stationnaire E0 et  d'un teme

sriusoi.dal [25] .

En pratique,  la mesure de l'impédance consiste à surimposer, à un point de fonctionnement

stationnaire (un système est em état statiomaire lorsqu.il est en équilïbre themodynamjque),

une pertubation sinusoïdale de potentiel électrique  A E de fiiible amplïtude et de pulsation

a) = 2 æ f (en rad.s-1) [61 ]; le potentiel imposé à l'électrode est:

E(t) = E + A E avec  A E = | A E | sin (®t).

La réponse du système est un couant sinusoïdal Al de même pulsation

Œ  supeiposé au coumant statiomaire 1, tel que I (t) =1 + Al avœ : AI = 41 sin( a) t + ® )

® correspond au déphasage du couant par rapport au potentiel [26] .

L'impédance électrochimique se définie comme étant le nombre complexe Z(o)

résultmt du rappori :

z(o)#
L'impédance peut être écrite sous deux fomes :

Z(o)=|Z(œ)|e/®œouz(œ)=Zr(a))+/Z,(œ)avec:j2=-1

|Z| étant le module de 1'   impédance, ® le déphasage, r Z la partie réelle et/' Z la partie

imaginaire.

Pou passer d'une fome à l'autre, il suffit d'utiliser les relations suivantes :

izi2  =(zr)2+(zj)2      ®=tan-LzOù:zr=izicos®etzj=  izisin®
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IL4.2.2. Variation du potentiel et mesum du courant :

Le courant total /. correspond principalement à la somme de deux courmts distincts:

Le courant faradique, % et le courant capacftif, j.c.

i = Ü+ ic

Le  couant  faradique  // résulte  des  réactions  d'oxydoréduction  des  solutés  considérés  à

l'interface  électrode-solution,   la  valeu  de  ce  courant  est  influencée  par  les  vitesses  de

différents processus, en particulier :

•    La vïtesse du trmsfert de masse de l'espèce électro active au sein de la solution vers

l'électrode    et    la   vitesse    du    transfert    de    l'espèce    produite   par    la   réaction

électrochimique vers le cœur de la solution.

•    La vitesse de transftrt des électrons à l'interface électrode-solution vers le soluté.

•    La vitesse des réactions physicochimiques qui précèdent  ou  qui  suivent  le  transfert

d'électrons.

Le courant capacitif, quant à lui, est dû à la chaDge et à la décharge du condensateu représenté

par l'hterÉice entre la couche de sufice de l'électrode et la solution adjacente.

La  valeur  de  ce  couramt  dépend  de  l.aire  de  la  surface  de  l'électrode,  de  la  vïtesse  du

changement du potent£el en fonction du temps, et de la composition du milieu mais pas de la

concentration du soluté étudié [27] .
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[n,ertice

Elccmde                    Solutlon

Figure 11.5. Rçprésentation des courants capaciff et courant ffadique d'un métal dans une solution

de Nacl  et imposons à cette élecdode un potentiel tel que sa charge soit négative.

11.4.2.3 Circuit électrique équiva]ent :

Les   circuits   équivalents   sont   traditiomellement   utilisés   pou   modéliser   les   mesures

d'impédance  [1].  Un  circuit  équivalent  est  un  circuit  électrique  qui  a  le  même  spectre

dimpédance  que  les résultats epérimentaux.  Les valeus et  l'arrangement  des éléments du

circuit sont fféquemment de bomes approximations de vrais systèmes et les données peuvent

souvent être adaptées pou donner des résultats d'exactitude raisonnable. Les changements de

ces valeus peuvent nous aider dans la compréhension de l'évolution du système.

11.4.2.3.1 Les éléments d'un circuit équivdent :

C`d)

Figure 11.6. Circuit équivalent de Randle.
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Résistance d e l' électrobrte:

La résistance  de  l`électrolyte  (Rs)  dépend  généralement  de  la  concentration  d'ions  dans  la

solution, du type d'ions, de la température et de la fome de la cellule électrochimique.  Elle

est proportionnelle à la résistivité de l'électrolyte, p` La résistance d'électrolyte est donnée par

l'expression suivante :

Avec :

/Rs = pi

•     p :  est la résistivité de la solu{ion ;

•     A : lasurface de l'électrodede travail [14].

1.   Résistance de tmnsfert de charge :

La résistance de transfer( de chaD.ge est la résistance liée au mécanisme de transfert de charge

pou des réactions redox à l'électrode [3], elle est donnée par la relation suivante :

RrR.c--=o

Avec :

R : est la constante de gaz parftit ;

T : la températue ;

n : le nombre d'électrons transférés ;

F : la constate de Faraday ;

io  :  la  densité  de  courant  d'échange  au  potentiel  d'équilibre  (c'est-à-dire  le potentiel

auquel la vitesse de dffiision de l'espèce réduite est égal à ]a vitesse de diffi)sion de

l'espèce  oxydée)  qui  est  reliée  directement  à  la  constante  cinétique  de  transfert

d'électron selon la relation suivante :

Io-~1IF-1C.ok°

4 .. la surface active de l'électrode ;

Co: la concentration du couple redox en solution.

K° : Constante cinétique de transftrt d'électron,
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La capacité de la double couche résulte dlme double couche élecirique qui se forme à

l'interfiice entre l'électrode et l'électrolyte  [3]. La valeu de cette capacité dépend de

plusieurs variables  comprenant  la tension  applïquée  à l'électrode,  la températue,  la

concentration iorique, les types d'ions, les couches d'oxyde, la rugosité de l'électrode,

l'adsorption d'impueté.  L'expression de la capacité de la double  couche est  donnée

Par:

cÆ-lgL

Avec
•   c?g: la variation de charge stockée dans une couche ;

•   c7 y : la variation de potentiel à travers la double couche ;

•  T : la températue ;

• P : la pression ;

•   #   : le potentiel chimique de 1'   espèce ionique.

Selon le modèle d'Helmholtz, la double couche est équivalente à un condensateu plat.

Lacapacité de la double couche est donc donnée par l'expression suivante :

€o€,A

Avec'
'1    £  o :  le constant diélectrique du vide,

+    £ r ..  le constant diélectrique relatif de la double couche,

+  A .. /o surface de l'électrode de travail et

+  d.. l'épaisseu de la double couche.

3.   Impédance dewarburg :

L'impédance  de  Warbug  est  l'impédance  résultamt  de  la  diffi)sion  d'une  espèce  à

l'électrode.  C'est  le  premier  élément  électrochimique,   qui  a  été  présenté  dans  la

description de l'impédance de la diffiision semi-infirie. Cette impédance dépend de Ja

fiéquence de la pertubation, du potentiel apphqué et de la concentration des espèces

qui diffisent [4] .
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11.4.2.3.2. Représentation gmphique de ]'impédance :

Les    données    d'impédance    sont    typiquement    représentées    suivant    deux    types    de

représentations: le diagramme de Nyquist et le diagramme de Bode.

a) Diagmmme de Nyquist :

Le diagramme de Nyquist, est une représentation graphique dans un plan complexe; l'axe des

abscisses   d'un   système   de   coordonnées   cartésiennes   correspond   à   la  partie   réelle   de

l'impédance  Zr( o),  alors  que  l'axe  des  ordonnées  correspondent  à  sa  partie  imaginaire

Zim( a) ).

Les spectres d'impédance obtenus pou n'importe quelle interface, peuvent être modélisés par

u cïrcuit électrique équïvalent. Les paramètres du modèle peuvent être obtenus en ajustant la

coube expérimentale avœ la coube théorique [7].

Habituellement,   les   diagrainmes   d'impédance   élœtrochimique   peuvent   êti'e   tracés   en

coordonnées cartésiennes dans le plan complexe de Nyquist en plaçant les valeuis la partie

réelle de l'impédance Zr( aj ) en abscisse alors que l'axe des ordonnées correspond à sa partie

imaghaire Zim( ® ) [11] . Comme illustré dans la figure ŒI,7), le diagramme de Nyquist est un

demi-cercle de diamètre (Æ /c ) dont les extrémités su l'axe réel  sont les porits d'abscisse

Rset Rs+ Rct.

11.4.3  Voltamétrie à signaux carrés de potentie] (Square Wave Vo]tammetry, SWV):

La voltamétrie à onde caiTée est basée sur la combinaison d'une modulation d'onde  carrée

d'ampljtude AE = 50 mv et de période 1  / f (typiquement la fi.équence f = 50 à 200 Hz) avec

une rampe en escalier (figure 11.8).  Le  sigml mesuré est la différence  Ai entre les courants

mesurés, à la fin de chaque pulse montant et descendant de l'onde carTée, (figure 11.9). Le pas

--39
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de  potentiel  AEp,  la  duée  et  l'amplitude  sont  des  paramètres  susceptibles  d'influencer  la

largeu  et  la  hauteu  de  pic,  c'est-à-dire,  le  pouvoir  de  résolution  et  la  sensibilité  de  la

méthode.  Le principal  avantage  de  la  SWV,  est  qu'elle permet  de varier le potentiel  à des

vitesses  beaucoup  plus  élevées,  typiquement  v =  400  à  1600  mv  s-1,  et  ainsi  pemettent

d'augmenter le rapport  ifi'ic  et par  la sufte  la sensibilité,  en prenant  avantage  des réponses

temporelles différentes du ff et ic.  En effet, après un changement instantané de potentiel,  la

décroissance  du  courant  capacitif a  lieu  plus  rapidement  que  la  décroissance  du  courant

ftradique. En voltamétrie à onde carré, deux coumnts sont mesués : celui mesué à la fm de

pulse   haut   et   celui   mesuré   à   la   fin   du   pulse   bas.   Ces   deux   courants   sont   ensuite

automatiquement  soustraits pou domer le  courant (visualisé).  Le  signal est  sous  fome de

pics  et  la  variation  de  potentiel  peut  être  rapide.  Cette  méthode  autorise  des  vitesses  de

balayage de plus de 1  V s-1.

Figure IL7. Allue de la tension imposée en escalier en fonction de temps.
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\
Figure 11.8. Voltamogramme résultant de la voltamétie à onde carrée.
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Pa rtie exi}éii mentale

Chapitre 111 : Partie Elpérimentale

111.1 lntroduction  :

Ce  chapïtre  regroupe  toute  la  partïe  expérimentale  que  nous  avons  réalisé  ainsi  que  les

résultats et leus interprétations à savoir :

1.   Extraction et caractérisation de la théobromine qui sera mobilisée  sur un biocapteu

come partie sensible;

2.   Etude cinétique de la théobromhe avec l'uée ;

3.   Dépôt  de  la  théobromine  sur  l'électrode  de  travail  (élœtrode  en  or  foumi  par  le

laboratoire) ;

4.    La méthode de caractérisation électrochirique afh d'évaluer la sensibilité de notre

électrode vis-à-vis des analytes considérés (uée, créatine) qui est :

•     Voltamétrie à ondes carrées.

5.   InteTprétations des résultats.
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111.2 Extmction de la théobromine :

111.2.1 Protoco[e d'Extraction

Pariieexpérimentale

•    Nous avons pesé 40 g de  cacao  en poudre  dans un bécher de  1  litre,  et nous avons

ajouté 75 mL de méthanol à l'aide d'une éprouvette de 100 mL   en  mélangeant avec

une spatule.

•    Les deux produits des étapes précédentes (1) & (2)  ont été mélangé et   mjs  su une

plaques chauffamte (à la température à 100° C en mélangeant de temps à autres   avec

une spatule jusqu'à l'obtention d'un solide complètement sec. Cette étape prendra au

minimum 3 heues (dans cette étape le méthanol et l'eau seront évaporés totaLement).

Fig HI.2. Evaporation du méthanol ct l'eau.

•     Le mélange complétement sec a été mis dans un bécher de  1 L pour se refioidir. Une

prépamtion de  150 mL de dichlorométhane (DCM) dans un autre bécher de 1 L.

•      Nous avons versé le  solide sec dans le bécher contenant le dichlorométhane et nous

avons assué une agitation magnétique à ffoid pendant trois heues.
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Partieexpéiimentale

Fig 111.3. Agitation après ajout dii mM avec `m agitateur magné(ique pendant trois heues .

•    Trois heues plus tard, le mélange a été filtré sur un système de filtration  Büchner, et

lavé avec 25 mL de dichlorométhane. Une spatule du sulfate de magnésium anhydre a

été ajoutée au filtrat récupéré pou séchage.

Fig IH.4 Filtration su Büchner et lavage avec 25 ml du DCM.

Filtration  du jus  récupéré  sur  un  Système  de  filtration    Büchner  pou  enlever  les

sulfàtes de magnésium anhydre. Œ constate que le jus récupéré contient deux phases

disthctes.

•     Une évaporation du DCM à 50 C° a été réalisé, jusqu'à l'évaporation complète qui se

caractérise par l'obtention d'une  seule phase (l'évaporation a été réàlisée  sous haute

car les vapeurs du DCM sont très toxique par ïnhalation).

Fig HI.S. Evaporation du DCM.
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•    Après refioidissement, nous avons ajouté 35 ml de d'éthyle éther, pou co*lexer la

théobromine et nous avons filtré le mélange  sur un Système de filtration  Büchner. La

théobromine constitue ]e rétentat du ffltre. Nous avons pu récupérer 0.440g.

Fjg. 111.6. Théobromine Extraite à parir du Cacao qui constitue le rétentat du filtre.

Les étapes d'extraction peuvent être résumées dans l'organigramme suivant :

qrl-
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Pa rtie expéiimentale

111.2.2 Caractérisation de la théobromine eitmite :

La théobromine extraite obtenue est  sous fome  de cristaux blancs.  Elle peut être identifiée

Par:

•    Par chromatographie su couche mince (CCM).

•     Par  chromatographie  en  phase  gazeuse  couplée  à  un  spectromètre  de  masse  (CG-

MS);

•    Par spectroscopie infiarouge, UV ou RMN.

Selon les moyens disponibles à notre niveaux ; les techniques suivantes ont été utilisées

pou l'identification de la théobromine extraite à savoir :

/   La mesure du poht de fiision.

/   La spectroscopie infi.aŒouge.

/   Chromatographie su couche mince.

nl.2.2.l Mœtire du point de fusion

L'appareil fiisiomètre utflisé notis a pemi§  de lire une température de fiision du produit en

question qui est de 345 C°.   méoriquement cette température varie de 345 à 350 C° pour la
théol)romine pure.

Fig 111.7.   FusiomètTe utflisé pou la mesure de la température de fiision de la théobromine

extraite.
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111.2.2.2 Spectroscopie infmrouge :

La  spectroscopie  infiarouge  a  été  réàlisée  sur  un  appareil  pemettant  la  mesure  de  la

diminution  de  l'intensité  du  rayonnement  qui  traverse  un  échantillon  en  fonction  de  la

longueu d'onde. Fig 111.8- A et 8

Fig m.8. A. la pastilleuse. Hg lll.8 B.   Appareil lR

Le spectre IR de la théobromine extraite montre clairement les fonctions des groupements qui

constitue le produit en question et qui sont tous présententes sur le pectreg à savoir :

•     Elongation  C-N ,  vibration d'élongation à U = 1200  cm-] environ

•    Elongation N-H à u =3300 cm-' environ

•     Elongation =C-H à u = 3000 à 3100 cm-] environ

•     Elongation C-H de methyle à U = 2800 à 3000 cm-' environ

•    Elongation du groupement Cæ à U = 1700 cm-] environ

•    Elongation du groupement O€-NH à U = 1650 cm-' environ

•    Elongation du groupement C-N du cycle,  élongation à U =  cm-t environ
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Fig m9. Specbe lnfi.ai'ouge de la théobromine extraite.

On remarque, d'après les bandes IR que la théobotnine extraite présente toutes les fonctions. Ceci

confime que qualitativement le produit extrait contient de la théobromine.

Afm de confimer sa pueteé, une autre caractérisation est indispensable. Nous avons par conséquenL

utilisé la technique du chomatographie su couche mince. Œ note l'`rilisation  de la tiéobromine

commerciale comme réftrence ( Fig 111.10).
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Fig HI.10. Théobromine commerciale 99% pue.

IH.2.2.3 Chromatographîe sur couche mince.

La chromatographie  su couche  mince  (CŒO  rçpose  principalement  su  des phénomènes

d'adsorption :

•     la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long d'une

phase stationnarie fixée su une feuille semi-rigide d'aluminium.
•    Après que l'échantillon ait été déposé su la phase statiomaire, les substances migrent

à une vitesse qui dépend de ]eu nature et de celle du solvant [ 1],

Lors  de  notre  caractérisation,  nous  avons  utilisé  une  goutte  de  chaque  produit  à  tester  à

savoïr :

/   La cafëhe cai` elle fàit partie des alcaloïdes purine xanthine au même titre que

la théobromine, caractérisé par la lettre C Fig 111.11.
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Pailieexpéiimentale

/   La théobromine commerciale, caractérisée par la lettre T.

/   La théobromine  extraite lors de notre première extraction, caractérisée par la lettre E1,

/   La théobromine extraite lors de notre demière extraction, caractérisée par la lettre E2.

Nous constatons après cette analyse de caractérisation que nos échantillons  possèdent :

/   Une seul substance car une seule tache caractérise chaque échantillon ;

/   Les échantillons El et E2 ont des taches alignées ;

/   La théobromine 99% pure commercià[e, possède une tache légèrement déplacée par

rapports aux taches des produits extraits

Se[on   cette   analyse   (CCM)   nous   constatons      que   ]a   théobromine   extrajte   et   celle

commerciale  n'ont  pas    ]e  même  rayon  fi.ontale,  ce  qui  confirmer  [a  non  pureté  de  [a

théobromîne extraite.

Fig HI.11.  Caractérisation de la théobromine par la méthode CCM.
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111.3 Etude cinétique de La néaction théobromine /unée :

111.3.1 Intmduction  :

Avant de tester la théobromhe sur un biocapteu, nous avons jugé utile d 'étudier la cinétique

de cette demière avec 1'uée.

Nous avons utilisé 0,01g de la théobromrie dans 100 mL de la solution tampon, spécialement

utflisé dans les biocapteus (phosphate buffer à pH 6,8) dans laquelle nous avons  ajouté 0,05

g d'urée et nous avons lit l'absorbance à intervalle du temps. La concentration d'uée utilisée

a été choisie en se basant sur  ]a norme d'urée dans le corps humain qui est de :

/   chez ]'homme : 3 à 8,33 mmol/L, soit 0,18 à 0,50 g/L ;

/   chez la femme : 2,5 à 8,33 mmol/L. soit 0,15 à 050 g/L.

A l'aide d'une coube d'étalonnage on déduit la concentration d'uée dans la solution tampon

en fonction du temps.

•     Le pH 6,8 a été choisi conformément au protocole du dosage d'urée  [2]  qui exige un

pH de 6,7 d'onc nous avons préparé la solution tampon phosphate d'un pH 6,8, car le

pH 6.7 n'existe pas su le protocole du tampon phosphate.
•    Nous  avons  pris  pour  la  courbe  d'étalomage  les    différentes  concentrations  d'urée

varient entre  0.2 g/L à 1 g Æ.

111.3.2 So]ution Tampon phosphate :

La solution tampon phosphate a été choisi car cette solution donne une bonne stabilité lors de

son utilisation su biocapteu.  A cet effet, nous avons jugé utile d'utitiser la même  solution

pou la cinétique,  les analyses   de la voltamétrie  à ondes carrées (  SWV)   su le biocapteu

ultérieuement développé.

111.3.2.1 Prépamtion de la solution tampon pliosphate (phosphate Buffer pH 5.8 -8.0 à

250 C).

Le protocole guide  des solutions tampons phosphates, montre les quantités nécessaires pou

obtenir différents pH à savoir [4] :
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Pou obtenïr  100  ml  0.1  M de  la  solution tampon  phosphate,  nous  avons  mélangé  sodium

phosphate   dibasique   déshydraté  Na2HP04.2   H20     et   sodium  phosphate     monobasique

monohydraté Na2IIP04. H20  comme présenter ci-dessous et nous avons dilué à 100 mL avec

de l'eau distillée  [4]  :

Solution A : sodium phosphate dibasique di hydraté Na2HP04.2 H20  0.2 M ;

M= 178.05g /mo]e.

Solution 8 : sodium phosphate  monobasique monohydrate Na2HP04. H20  0.2 M;

M= 138.01 g/mo]e.

La préparation de  100 mL de   la Solution tainpon à un   pH = 6.8, nécessite 25,4 mL de la

solution A et    25.5 mL de la solution 8 et diluer le mélange avec de 1'eau distillée à 100 mL.

Pou cela nous avons préparé 30 mL de chaque solution.  [4|

Enfin, la solution 0.1 M de la solution tampon phosphate à pH 6.8  est obtenue par le mélange

de 24.5 ml de la solution A et de 25.5 ml de la solution 8, le mélange dilué à 100 ml [4].

111.3.3 Préparation de la solution urée pour la courbe d'étalonmge.

Afm d'étudier l'évolution de l'absorbance en fonction de la concentration d'uée, nous avons

tracé h coube d'étalonnage.  Pou cela, nous avons préparé  10 mL   d'une solution d'uée à

des concentrations différentes.  Ces concentrations varient de 0.2  gÆ, à   1  g/L. Les quantités

d'urée  solide  à  dissoudre  dans  10  mL  d'eau  distillée  pou  difïérentes  concentrations    sont

montrées dans le tableau suivant :

Tab]eau lIL1. Préparation de la solution d'uée pou tracŒ. la coube d'étalomage.

Quantité d'uée solide (g/L) à dissoudre Concentration d'uée obtenue en g/L

dans 10 mL d'eau distillée

0.01 1

0.008 0.8

0.007 0.7

0006 0.6

0.005 0.5

0.004 0.4

0.003 0.3

0.002 0.2
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111.3.4 L'étude cinétique de la néaction urée théobromine :

111.3.4.1 La néactîon d'urie avec La tl)éobromine.

L'étude de la réactlon de l'uée avec la théobrorine a été réalisée en régime statique dans un

bécher contenant une  solution  d'uée  de  l'ordre de  0.00825  M soit 0.5  g/L  et  1  g/L  de la

théobromine.

Les  dïfférents  échantillons  prélevés  ont  été  analysés  par  spectrométrie  d'absorption  UV-

Visible à la longueu d'onde 590 nm à 37° C dans une cuve de lcm d'épaisseu.

L'évolution de  la  concentration au  cours de l'analyse a  été  calculée  à partïr d'une   coube

d'étalomage (Tableau 111.4)

La quantité d'uée  retenue par urité de masse de la théobromùie au moment t, q( (mg / g) et

l'efficacité d`élimination d'uée, R  ont été calculées comme suit  [5].

qt-
(CO-CC)

„

R- (CO-Ct)
CO

Eq.111.1.

Eq.III.2.

Où  Co est la concentration initiàle d'uée (mg / L), Ct la concentration d'uée à l`instant t, V

le volume de la solution.

Nous  avons  mesuré  l'absorbance  après  l'ajout  des  réactifs  d'urées  selon  le  protocole  de

dosage [2]. Cette mesure d'absorbance a été réalisée su des ritervalles du temps variamt de 5

min à 60 mri.

Fig ml2. Réaction de 0.05g dJuée et 0.1 g de la théobromine.
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111.3.4.2 Dosage de ]'urée par ]a méthode de Berthelot modifiée :

11  est  à noter  que  les réactifs  d'urée  ont  été récupérés  de  chez M.  BAKIOUA  laboratoire

d'analyse,  le  principe  de  ce  protocole  est  basé  su  le  dosage  d'urée  en  cinétique  selon  la

réaction suivante :

urease
CO Œ2)2 + H20 2NH3+ C02

Les  ions  ammonium,  en  présence  de  salicylate  et  d'hypochlorite  de  sodium  réagisse  en

fomant   un    composé   de   couleu   verte   (Dicarboxylindophenol)    dont    l'intensité   est

proportionnelle à la concentration en uée (2].

Deux réactifs A et 8 standards ont été récupérés de laboratoire d'analyse, les colorations des

différents échantillons sont constituées comme suit :

Pour le Bhnc :  1  mL du réactif (A) mélanger, incuber 5 mh à 37° C puis ajouter 5 mL du

réactif (B) mélanger et incuber 5 min à 37° C (2].

Pour I'étalon :

On prend  10 iiL de chaque concentration de l'échantillon étalon, on ajoute     1  mL du réactif

(A) on mélange et on le met dans un bain à 37° C   pour incubation pendant 5 min, puis on

ajoute  5  mL du réactif Œ)  on mélange et on le met dans un bain à 37° C   pour incubation

pendant  5  min    et  on  lit  l'absorbance.  Les  mêmes  étapes  ont  été  refàites  pou toutes  les

concentrations de l'étalon [2|.

Pour la cinétique :

A chaque intervalle du temps, on prend  10 iiL de la solution (théobromine +uée), on ajoute

1 mL du réactff (A) on mélange et on le met dans un bain à 37° C  pour incubation pendant 5

min, puis on ajoute 5 mL du réactif (B) on mélange et on le met dans un bain à 37° C   pou

incubation pendant 5 min  et on lit l'absorbance. Les mêmes étapes ont été refàites pour toutes

les inte[valles du temps [2].
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Les  colorations  des  étalons  ainsi  que  l'échantillon  à  différents  htervalles  de  temps  en

fonction d'ajout des réactifs A et 8 et selon le protocole |2] sont présentés dans les figures ci-

après:

Fig lll.13 Coloration des échantillons étalons.               Fig lll.14. Coloration des échantillons

de la cinétique à intervallcs du temps.

111.3.5  Lecture  de   ]'absorbance  des   différents  échanti][ons   sur  Spectrophotométrie   UV-

Visib]e, Iongueur d'onde 590 nm [2]  :

IH.3.5.l Courbe d'étalonmge :

Tab]eau ln.2. Absorbance en fonction de la concentration de la courbe d'étalonnage.

Concentration (gÆ.) 0.2 0.4 0.5 0.55 0.6 0.8 1

Absorbamce 0.42 0.49 0.56 0.57 0.62 0.72 0.81
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A= f(C)

0,80,70,60,5<0,40,30,20,10 -
y = 0,502x + 0,308----.\  -V,JJJ

0,2                         0,4                         0,6                         0, 8                           1                           1,2

CŒ/L)

Fig 111.15. Coübe d'étalonnage absorbance en fonction de la concentration.

111.3.5.2 Résu]tats  de ]a cinétique tliéobi.omine/urée

Tableau m.3 Absorbance en fonction du temps.

Temps (min) 5 10 15 20 25 30 40 50 60

Absorbance 0.4916 0.463 0.445 0.4373 0.434 0.433 0.4326 0.4324 0.434

A partïr de 1'absorbance nous avons déduit la concentration en fonction du temps en utilisant

Ja coube d'étalonnage, les résultats sont présentés dans le tableau suivant:

Si on s'intéresse à la quantïté d'uée captée par la théobromine exprimée en %, le calcul sera

réalisé comme suit:

Soit   Co   la  concentration  hitiale  d'uée   qui  est  de  O.00855M,   soit  0,5   g/L   et  (Ct)   la

concentration   résiduelle   d\]rée   à   différents   intervalles   du   temps   (calculer   à  partir   de

l'absorbance  en  utilisant  la  coube  d'étalonnage),  le  pourcentage  de rétention d'uée  par  la

théobromine  sera donc:

RO/o=
Co - Ct

Co
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Tab]eau IH.4.Tableau récapitulatif de la cinétique (Urée/Théobroinine) .

Pa iiie expéri mentale

Temps (min) 5 10 15 20 25 30 40 50 60

L'absorimnce 0,4916 0,463 0,445 0,4373 0'434 0,433 0,4326 0'4324 0,434

Concenmtion(m 0,34072 0,28205 0,24513 0,22933 0,22256 0,22051 0,21969 0,21928 0,22256

Taux% 31,8564 43,5897 50,9744 54,1333 55,4872 55,8974 56,0615 56,1436 55,4872

Fig 111.16. Poucentage en concentration d'uée réagit su théobromine en fonction du temps.

La coube obtenue Œigure 111.16) rçprésentant la cinétique de la réaction,  a la fome typiqiie d'une

coube de saturation caractérisée par une forte rétention des premières minutes ( 15 minutes).

Après 20 niinutes, l'équilibre est atteint et l'uée est éliminée à 56%. Cette élimination  nous motive

à pousser notre étude et testŒ l'effet de la théobromhe comme partie sensible d'un biocapteu

biologique.

La réaction uée  / Théobromine peut être  développé comme suit:

C7IISN402 + CN21140 CSH„N6Œ
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Le mécanisme de la réaction peut être expliqué comme suit :
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~LmmnHydmgèp

#S"  +     H2NANH2 :;..j`..'.'t...T:.:'.::.'.

CH3

çH3

Fig 111.17. Réaction uée fléobromine.

Afin d'illustrer cette réaction, nous avons réalisé une spectroscopie infiarouge après la réaction de la

théobromine avec l'uée  dont le spectre est le suivant :

700          500
1/cm

3800        3400        3000        2600        2200        1900        1700        1500        1300        1100         900

U (1/cm)

Fig HI.18. Spectre lnfiarouge de la diéobromim et de la théobromine après réaction avec l'uée.
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111.4   FonctionnaLisation   des   é]ectrodes   (Théobmmine   comme   pariie   sensible   d'un

biocapteu r biologique).

111.4.1. Nettoyage des é]ectrodes :

Dans notre travail, nous avons utilisé des électrodes en or qui ont servis comme transducteus,

avant leur utilisation une méthode de nettoyage est utilisée qui sera composée de deux étapes

distinctes à savoïr :

Le  premier  nettoyage  consiste  à  enlever  la  couche  de  résine  déposée  su  la  surface  des

électrodes.  L'électrode  est  mise  ensuite  dans  un  bac  à ultrasons  pendant  10  minutes  puis

séchée sous flux d'azote(N2). Une attaque par une solution piranha (3 mL de H202, 7 mL de

H2S04)  pendant  une  minute  est  réalisée  afin  d'actïver  la  suface.  Ce  nettoyage  est  très

exotherrique.Les électrodes sont rincées à l'eau ultra pure puis  à l'éthanol et séchées sous un

flux d'azote. [6].

111.4.2. Prépamtion de la membmne  et conception du capteur :

Pou la préparation des membranes nous avons utihsés :

•    Le polychlorure de vinyle (PVC) comme matrice, soit 33mg ;

•    Le Dioctylphtalate (DOP), il est utilisé comme additif en tant que plastffiant.

•    Le  Tetrahydrofiiran  TIH  est  un  composé  organique  hétérocyclique  utilisé  comme

solvant, c'est l'un des éthers les plus polaires.

•    La   théobromrie   extraite   du   cacao   qui   servira   comme  partie   sensible   de   notre

biocapteur.

Pou réaliser ce travail nous avons caractérisé notre électrode par les méthodes suivantes :

1.   Electmde  avec  théobmmine  extmite  et  PVC  comme  couche  réceptrice :  La

théobromïne et le PVC ont été solubilisés dans TIIF et mélangés avec DOP ;

2.   E]ectrode avec PVC comme couche réceptrice : Le PVC est solubilisé dans le THF

et mélangé avec DOP.

3.     Electrode avec théobromine commercia]e comme couche réceptrice sans PVC :

La théobromine a été solubilisée dans le TIIF et mélangée avec le DOP.

4.   Electrode  avec  théobromine  extmite  comme  couche  réceptrice  sans  PVC : La

théobromine a été solubilisée dans le THF et mélangée avec le DOP.
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La méthode de préparation consiste à mélanger les quantités des   produits en  assurant une

parfaite  agitation  magnétique,  ces  quantités  ont  été  choisies  en  se  basant  su  des  valeus

optimisées par S.Zougar.  [8]

1.    33  mgdupvc

2.    69mgduDOP

3.    36 mg de lathéobromine

4.    750HLduTHF,

m4.3 Dépôt d'une quantité du mélange sur l'électrode en or, méthode avec spin¢oating :

Une goutte de 15  uLde chaque suspension est déposée su la surface de l'électrode d'oŒ' par la méthode

de spin-coating [9]. l,a surflce est ensuite séchée à l'air libre pendant unejo`mée.

La technique  du revêtement par  centifiigation  (spin  coating)  le  dépôt  d'une  couche  mince  su  un

substrat s'effectue en dc"L étapes :

1.   La première  consiste  à déposer  la  solution  sur  le  substrat  (un  excès de  liquide  est

distribué su la suface).

2.   Dans la deuxième étape, le fluide est étalé su la suriàce du substrat par centrifiigation

à petite vitesse  durant  un temps  Tl  où l'excès du liquide  s'écoule vers  l'extérieur.

Ensuite la vitesse de rotation est augmentée et maintenue pendant un certari temps T2

pemettant l'évaporation des solvants les plus volatils qui accentue la diminution de

l'épaisseu  du  film  déposé  jusqu'à  atteindre  une  épaisseu  désïrée  de  la  couche

(Figue lll. 16).
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Fig HLl9, Déposition de La membrane contient la théobromine su l'électrode d'Ûr par spin coating.

111. 4.4 Ca ractérisation é[ectrochimiques :

Les électrodes ont été caracténsées par la pectroscopie d'impédance et la voltamétne à ondes

carrées,  afin  d'évaluer  la  sensibihté  de  notre  capteu  vis-à-vis  des  amalytes  (Urée,   acide

urique, créatine).

111.4.4.1 Cel]u]e élœtrochimique :

La caractérisation de nos électrodes par les méthodes d'impédance et de voltamétrie à ondes

carrées  a été réalisée dans une cellule  électrochimique en verre  (figLire 111.18),  de vohime  5

ml, à trois électrodes : une électrode de travail (WE), une électrode de référence (RE) et une

contre-électrode à savori :

•    L'électrode de travail (WE) en or joue le rôle de transducteur su laquelle s'effectue la

réaction à étudier ;

•    une électrode de référence (RE) au calomel saturée qui possède un potentiel constant

quel  que  soit  la  valeu  du  courant  qui  la  traverse,  ce  qui  permet  d'imposer  une

différence de potentiel défmie entre cette électrode et l'électrode de travail ;
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•    me électrode auxiliaire(CE) (encore appelée contre-électrode) en platine, elle possède

une résistance inteme plus faible que celle de l'électrode de travail et assure donc le

passage de plus grande partie du comnt d'oxydation ou de réduction dans le cricuit

de mesure.  Cette électrode a une large surface par rapport à l'électrode de travail. De

ce  fàit  le  courant  qui  traverse  l'électrode  de  travail  et  la  chute  ohmique  qui  lui

conespond sont réduits au minimum.  La différence de potentiel entre l'électrode de

travail et l'électrode de référence est donc comue avec une meilleue précision.

•    Un agitateu magnétique de petite dimension pemiet d'homogénéiser la solution.

La géométrie de cette cellule permet une disposition bien déteminée des trois électrodes.

-
L

Edf eectrrr±aï -         -

A)-dd" B)"bltb

Fig lll.20. k cellule électrœhimique.         Fig lll.20. Vue latérale et fiontale de la cellule

Electrochimique.

111.4.4.2 Montage expérimental des camctérisations éle€trochimiques :

Toutes  les  mesures   électrochimiques,  ont  été  réalisées  avec  un  analyseu   d'impédance

potentiostat-galvanostat  Voltalab  40  de  type  Radio-Meter  PGZ  301,  piloté  par  le  logiciel

VoltaMaster 4 .

La  cellule   électrochimique   est   placée   dans  une   cage   de   Faraday   afm   de     minimiser

l'interférence des ondes électromagnétique (figure 111.19).

Pou les mesures d'impédance, cet appareil sert à la fois à générer le signal sinusoi.dal avec

l'amplitude  et  la  fiéquence  désirées   et  à  extraire  les  parties  réelles  et  imagriaires  de

l'impédance du système étudié.
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Fig 111.21. Dispositif de mesure électrochimique.

111.5 SensibiHté du capteur Au/membrane déposée vis-à-vis de ]'urée en utilisant la

technique de vo]tamétrie à ondcs cariées SWV :

111.5.1 Cas de ]a membmne composée de (TI]éobromine extmite+ PVC+DOP  solubilisés

dans THF) :

111.5.1.1 Courbes obtenucs par la technique du vo]tamétrie à ondes cûrrées (SWV) :

Les mesures voltainétriques  à  ondes  carTées  ont  été  effectuées  su  une  marge  du  potentiel

variant  de  -2000  mv  à  +2000  mv.  La  figure  111.22    montre  l'évolution  de  la  densité  du

couramt  en fonction du potentiel pou le  biocapteu à base  de  la théobromine extraite et  du

PVC comme partie sensible, le biocapteu a été émergé dans une solution tampon phosphate

et des concentrations d'uée variant de 10-" ppm  jusqu'à 10-5ppm ont été ajoutées au fiir et à

mesure de la stabüité du système (impédance).

On   remarque   que   les   courbes   à   différentes   concentrations   ont   le   même   optimum

correspondant à un potentiel de E= -0.14 mv et que l'htensité du courant augmente avec la

concentration  d'uée.  Ceci  est  bien  illustré  dans  la  coube  de  calibration  de  la  membrane

(Figue 111.23). Cette coube montre me réponse lriéaire entre  10"  et  10-7ppm et une limite

de détection de l'ordre de 10-8 ppm.
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Fig m.22. Voltamogramme obtenu pff mesure de SWV de l'électrode composé de la théobromine

extraite avec pvc suite à 1'injection des concentrations croissantcs d'uée.

IIL5.1.2 Courbe de calibmtion correspondante de la théobromine extmite avec PVC :

Tableau 111.5. Coube de calibration comespondante de la théobromine extraite avec PVC.

Concentratlon (ppm) 1.99 io-11 1.99 io'io 1.99 10-8 1.99 10-7 1.99 10-5

loG(C) -10.7 -9.7 -7.7 €.7 4.7
' (LLA/cm2) 1.3701 1.4625 1.5840 1.7322 1.7649
41 'Wcm2) 0 0.0924 0.2139 0.3621 0.3948
V wolt) -0.14 0.14 -0.14 -0.14 -0.14

-11           -10            ¢            €            -7             €            €             4

- p [C]   (ppm)

Fig 111.23. Coube de calibration correspmdante de la théobromine extraite avec PVC.
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111.5.2 Cas de la membmne composée de (Théobromine commerciale sans PVC+DOP

so[ubilisés dans THF) :

111.5.2.1 Courbes obtenues par ]a technique du vo]tamétrie à ondes carrées (SWV) :

Les mêmes conditions ont été utilisées que celle de la membrane précédente, seulement dans

ce cas nous avons éliminé le PVC et nous avons utilisé la théobromine comi]ierciale d'une

pureté  de  plus  de  99%.  La  figue  111.24    montre  l'évolution  de  la  densité  du  courant  en

fonction du potentiel après l'ajout  des concentrations d'uée variant de 10-" à  10-5  ppm. On

remarque   que   les   coubes   à   différentes   concemtrations   ont   gardé   le   même   optimun

correspondant à un potentiel de E= -0.14 mv et que l'intensité du courant augmente avec la

concentration   d'uée.   Néanmoins   l`intensité   du   courant   dans   cette   membrane   et   plus

importante (varie du 2 HA/cm2 à 3 wA/cm2) en fonction de la concentration d'uée.

0                            2                           4                           6                           8                           10

-0,20 O,18              -0,16              -0,14              -0,12

Potentiel 00
-0,10             J),08

Fig 111.24. Voltamogramme obtenu par mesue de SWV de l'électrode composé de la théobromine

Commcrciale sans pvc suite à l'injectim des concentrations croissantes d'uée.
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111.5.2.2 Courbe de caHbration corrcspondante de la théobroniine commercia]e sans

PVC:

Tableau 111.6. Coube de calibration corre§pondante de la théobromine commerciale sans PVC :

Concentiatlon (ppm) Oppm 1.99 io-li 1.99 10-t' 1.99 10-, 1.99 10®

LOG(C) -10.7 -8.7 -6.7 4.7
1 (Wcm`) 1.3647 1.5131 1.5974 1.7449 1.9372
41 (uA/cm2) 0 0.0843 0.2318 0.4241
V Wol,) -0.14 -0.14 ®.14 4.14 -0.14

La coube de calibration (111.25) montre une linéarité et une pente plus importante entre  10."

à 104 ppm et la limite de détection 10-7 ppm.

0                          2                          4                          6                          8                         10

-11            -10            ®             B             -7             ¢             €             4

- p [C]  (ppm)

Fig m.25. Coube de calibration correspondante de la théobromine commerciale sans PVC.

111.5.3 Cas de ]a membmne composée de (Théobromine extmite sans PVC+DOP

solubilisés dans THF) :

Avec les même conditions de travail et les mêmes produits que ceux utilisés pour la coube

111.22,  (théobromine  extraite  avec  PVC),  uniquement  nous  avons  éliminé  le  PVC,  nous

remarquons que l'intensité du courant est plus importante, l'effet de la concentration en uée

est plus importante dans l'électrode sans PVC qu'avec celle avec PVC.
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L'optimum  qui  correspond à un potentiel  de E=  -0.14  mv restera  le  même.  Ceci  est  bien

illustré dans la coube de calibration (Fig 111.27) ou le domaine de linéarité vane de  10-[[ à 10-
4  ppm avec une ]imite de détection de 10J' ppm.

111.5.3.1 Courbes obtenues par ]a technique du voltamétrie à ondes carrées (SWV) :

-0,20            4,18            4.16            ®,14            ®,12            4.10            -0.08

Potentid ®

Fîg 111.26. VoltamQgramme obtenu par mesure de SWV de l'électrode composé de la théobromine

extraite sans pvc suite à l'injection des concentrations croissantes d'uée.

111.5.3.2 Courbe de calibmtion correspondante de h théobromine extraite sans PVC :

Tableau 111.7. Coube de calibration correspondante de la théobromine extraite sans PVC  :

Concentmlon (ppm) 1.99 |o-ii 1.99 10i' 1.99 10-' 1.99 10JO 1.99 10®

LOG'C) -10.7 -8.7 -6.7 -5.7 4.7
1 (uA/cm`) 12.16 12.33 12.62 12.84 12.97
^1 (Wcm2) 0 0.17 0.46 0.68 OJ'1
V „olt) 0.14 Û.14 0.14 4.14 -0.14
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Fig m.27. Coube de calibration coiïespondante de la théobromine extraite sans PVC .

111.5.4 Les courbes de calibmtion superposées :

Afm  d'étudier  la  sensibihté  de  différentes  membranes par rapport  à l'urée  et  à  différentes

concentrations, nous avons procédé à une superposition des coubes de calibrations relatives à

la voltamérie à ondes carrées ( SWV) des trois membranes Œig 111.26).

La comparaison de  pentes relatives  aux trois courbes nous montre clariement qu'une bome

sensibilité vis-à-vis de l'uée de la membrane préparée à partir de la théobromine extraite est

mei]leure  par rappoft aux autres membranes.

Aussi, et pou cette même membrane, la présence du PVC a diminué le trmsfert électronique

à travers l'électrode et par la même l'activité de la membrane. Cette diminution a engendré un

domaine  d'intensité  faible  à  différentes  concentrations  d'urée  Œig  111.28)    par rapport  à la

même membrane sans PVC.

La  comparaison  de  la  sensibinté  vis-à-vjs  de  I'malyte  testé  (uée)  entre  la  théobromhe

extraite  et  celle  commerciale,  montre    aussi  que  la  membrane  à  base  de  la  théobromine

extraile  est  plus  sensible  à  l'urée  comparativement  à  celle  commerciale. La  théobromine

commerciale est à 99% pure.

Cette diffërence de sensibilité confime la présence d'autres métaboHtes méhngés avec

la théobromine extmitc à i)artir du cacao qui ont réagi avec l'urée et donc augmentés [a

sensibinté de la membrane relative à la théobromine extraite. Ces métat)olites peuvent

être des polyphénols par exemp[e.
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Fig 111.28. Les coubes de calibration supeiposées coiiçspondants aux trois membranes.

111.6  Test  de  h  membmne  composée  de  la  (Théobromine  extraite  sans  PVC+DOP

solubilisés dans THF) sur un mélange d'analyte (urée et cpéatine):

Nous avons testé un mélange d'analytes composé d'uée et de la créatine sur l'électrode. Nous

constatons  la parution de deux pics (Fig 111.29 et Fig 111.30), l'un des pics correpond à l'uée

et l'autre pic correspond probablement à la créatine.

Nous avons essayé de calculer l'air des pics et Les comparés aux concentrations riitiales. Les

résultats sont les suivants :

Le premier pic dome un air de 1 .1510-3 / unité de suriàce

Le deuxième pic dome un air de 2.710-3 / unité de surfàce,

L'air  du  pic   d'uée  utmsé  seul  est   de   0.54  /  unité  de   surface  qui  correspond  à  une

concentration de 1.99|04 ppm.

Si  on  considère  que  le  premier  pic  conespond  à  l'uée,  son  air  est  de  1.1510-3   urité  de

surface,  ce  qui  donne  une  concentration de  4.57  10-7.  Cette  concentration  est  hrgement

diffërente à cene utilisée réeuement qui est de 104 ppm, avec une différence de : 9.8510-5.

L'air du deurième pic est de 2.710., eue est presque ]e double par mpport à ce d'urée.

On  peut  donc  conc[ure  que  la  meml)n)ne  présente  une  séle€tivité  envem  la  créatine

qu'avec ]'urée quand ik sont mé]angés.
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11 est à signaler que les solutions tampon de la créatine et d'acide uique ont été récupérées

par le laboratoire de M. BOUROUIED.

-1.2          -1.0          J),8          ®.8          J).4         0.2          0.0           02           0.4           0.6

Potenüel V)

Fig 111.29.  Voltamogramme  obtcmu par mesure  de SWV de  l'élecŒode  composé  de la théobromine

exû.rite sans pvc suite à l'injection d'un mélmge d'uée et de la créatrie 104 et 10` respectivement.

.0,8                  -0.6                  -0.4                  _0.2

Potentie] m
0,0                    0.2                    0.4

Fig  lIBO.  Pics  séparés  relatifs  au  Voltamogramme  obtenu  par  mesure  de  SWV  de  l'électrode

composé de la théobromine Œûaite sans pvc suite à l'hjection d'un mélange d'uée et de la créatine

|04 et 10< respectivement.
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Conclusion et perspectives :

Cette étude menée su l'extraction et l'utihsation des alcaloïdes comme partie sensible d'un

biocapteu pou la détection d'uée a perris d'éclaircir l'affinfté de ce derrier par rapport aux

différents biocapteus utflisés.

Les   voltamogrammes  obtenus   ainsi  que  les  coubes  de  calibrations,  nous  ont  montrés

clairement qu'une bonne sensibïnté vis-à-`ris de l'uée de la membrane préparée à base de la

théobromrie extraite est meilleue  par rapport aux autres membranes.

Aussi, et pou cette même membrane, la présence du PVC a diminué le transfert électronique

à  travers  l'électrode  et  par  la  même  l'activité  de  la  membrane.  Cette  diminution  ce  se

manifeste paŒ. un domaine d'intensité £àjble à différentes concentrations d'uée par rapport à la

même membrane sans PVC.

La  comparaison  de  la  sensibilité  vis-à-vis  de  l'analyte  testé  (uée)  entre  la  théobromine

extraite  et  celle  commerciale,  montre    aussi  que  la  membrane  à  base  de  la  théobromine

extraite est plus sensible comparativement à celle coinmerciale. La théobromine commerciale

est  à99%pure.

Cette  différence  de  sensïbiLité  confime  la présence  d'autres  métabolites  mélangés  avec  la

théobromhe extraite à partir du cacao. Ces métabolites ont réagi avec l'uée qui engendre une

augmentation de la sensibilité de la membrane relative à la théobromine extraite.

Ce§  métabontes  peuvent êtpe des  polypliénols  par exemple  qui  sont présents  dans  le

Cûcao,

Enfin,  nous  avons  mélangé  deux  analytes  ensemble  (uée  et  créatine)  et  la  technique  de

valtamétrie à ondes carrées nous montre clairement la présence de deux pics.

Nous avons essayé de calculer l'air des pics et les comparés aux concentrations initiales. Les

résultats sont les suivamts :

Le premier pic donne un aïr de 1.1510-3 / unité de surfàce

Le deuxième pic donne un air de 2.710-3 / unité de surftLce.

Si  on  considère  que  le  prerier  pic  correspond  à  l'uée,  son  air  est  de  1`1510-3   unité  de

surfàce,  ce  qui  donne une concentration de  4.57  10-7.  Cette  concentmtion  est  largement

diflërente à cel]e utilisée réeL[ement quj est de 104 ppm, ave€ une différence de : 9.8510-5.
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L'air du deuxième pic est de 2.71Û-3, el[e est presque le doub]e par rapport à ce d'urée.

On  peut  donc  conclure  que  la  membrane  prés€nte  une  sélectivité  envers  la  criatine

qu'avec ]'urée quand ils sont mé]angés.

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

>   de pousùwe cette étude en procédant à d'autres méthodes d'extractions pemettant

d'extraire des alcaloïdes pure et d'utmser d'autre technjque de caractérisations.

>   De  comparer  les  résultats obtenus  avec  ceux réalisés  dans  l'un  des  laboratoires  de

no.re région.

>   Procéder à un essai sur un échantillon réel.

>   Les résultats que nous avons obtenus peuvent être servis comme base ou guide pou

de nouvelles études.
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