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Introduction générale

L’intense utilisation des explosifs a des fins militaires, mais aussi civiles, au cours du
dernier siécle a généré une contamination de I'environnement par une diversité de molécules,
dont le 2,4,6-trinitrotoluene (TNT), un des explosifs les plus couramment employés. Le TNT est
un explosif secondaire pouvant étre utilisé seul ou dans des mélanges; il fut tres répandu
pendant la premiere guerre mondiale, et est toujours utilisé de nos jours. Une pollution des sols
et des eaux, pollution pouvant aller jusqu’a la chaine alimentaire, peut étre observée prés des
sites de production, de stockage ou d’utilisation des explosifs [1, 2] mais peut également résulter

de protocoles de neutralisation et d’élimination d’explosifs ou de munitions [3].

Le TNT est une molécule considérée toxique et possiblement mutagene (classée C par
I’Agence de Protection de 'Environnement américaine). Elle est notamment la source d’anémie
aplasique et d’hépatotoxicité mais peut aussi causer une grande variété de problémes
musculaires, sanguins, cardiaques ou rénaux ainsi que des déreglements biologiques [4]. Une
fois dans l'environnement, la molécule de TNT peut se dégrader sous l'effet de la photolyse,
notamment en 1,3,5-trinitrobenzeéne [5, 6], et, par biodégradation, les groupements nitrés
peuvent étre réduits en amine ou éliminés [7]. La majorité des produits de dégradation
possedent encore un ou plusieurs groupements nitrés et présentent toujours un risque pour la
santé humaine mais aussi pour la faune et la flore. La biodégradation totale de la molécule étant
cependant tres compliquée et longue, il est important de pouvoir repérer les sites contaminés
afin d’envisager des protocoles de dépollution. Pour cela, l'agence de protection de
I'environnement américaine (EPA, United States Environmental Protection Agency) a fixé des
normes indicatives de niveaux de contamination a partir desquels il existe des risques (Tableau
1).

Tableau 1 : Représentation du TNT et niveaux maximaux de pollution recommandés par
I'agence de protection de I'environnement américaine [8].

CHs Dose journaliére Seuil de contamination
O,N NO, o
admissible
oralement Eau du robinet Sols résidentiels
2,5 L 21 mg/k
NO, 5.10- mg/kg/jour _sg/ P 8/ke
2,4,6-trinitrotoluéne (1,1.10¢mol/L)  (9,2.10"° mol/kg)

Les niveaux de détection étant tres bas, il est nécessaire d’utiliser des méthodes précises
et sensibles pour analyser les sites. De nombreuses méthodes peuvent étre utilisées pour la
détection du TNT: chromatographiques, spectroscopiques, spectrométrique, optiques,
électrochimiques... [9, 10]. Deux méthodes de quantification sont conseillées par 'EPA: la

premiére se base sur une séparation par HPLC (chromatographie en phase liquide a haute
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performance) avec une détection par spectrométrie UV (méthode 8330), et la deuxiéme consiste
en une séparation par chromatographie en phase gaz avec une détection ECD, détecteur a
capture d’électrons (méthode 8095). La plupart des méthodes utilisées sont couteuses et
doivent étre réalisées en laboratoire, ce qui nécessite des étapes d’échantillonnage, de transport
et de stockage du milieu a analyser, donnant lieu a des manipulations supplémentaires et des
risques de dégradation de l'échantillon. Il est donc intéressant de développer des méthodes

performantes pouvant étre utilisées directement sur les sites a analyser.

Les méthodes électrochimiques, déja couramment employées pour la détection d’explosifs
[11, 12], sont prometteuses dans I'optique de réaliser des capteurs transportables pour I’analyse
de traces environnementales. En effet, ces systemes permettent des analyses peu couteuses et
sensibles sur des temps courts. De plus, leur appareillage simple ne demande pas de matériel
périphérique (gaz vecteur, source laser...), peu d’échantillons et d’énergie. Des capteurs
électrochimiques miniatures et portables peuvent donc facilement étre envisagés pour une
analyse sur site [13]. Dans le but de pouvoir détecter de faibles concentrations et de s’affranchir
de potentiels problemes de passivation, pouvant avoir lieu lors de I'analyse électrochimique
d’échantillons en matrices complexes, I'équipe MaCSE de I'Institut des Sciences Chimiques de
Rennes (au sein de laquelle les travaux présentés ont été réalisés) a mis au point un systeme de
détection comprenant un réseau d’électrodes [14]. Ce systéme, mimant la polarographie sur
gouttes de mercure tombantes, permet de réaliser une voltammétrie par échantillonnage avec
un renouvellement de la solution et de la surface tout au long de la mesure. Le réseau, en plus
d’étre un systéme plus simple et moins toxique que les électrodes de gouttes de mercure
tombantes, peut bénéficier d'un autre avantage de la majorité des systémes électrochimiques : la
possibilité de fonctionnaliser le capteur. En effet, les électrodes peuvent facilement étre
modifiées physiquement ou chimiquement pour améliorer la sensibilité et la sélectivité de la

détection.

Le travail de these présenté dans ce mémoire s’est centré sur le développement de
méthodes de fonctionnalisation d’électrodes qui pourraient étre adaptables a la détection
environnementale du TNT par un systétme comprenant un réseau d’électrodes. Deux
modifications ont été étudiées de sélectivité différente. La premiére permet une détection de la
famille des composés aromatiques nitrés, incluant donc certains explosifs et leurs produits de
dégradation mais aussi d’autres polluants environnementaux. La deuxiéme permettrait une

détection spécifique du TNT.
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Ce mémoire se divise en quatre parties :

- Le chapitre I rappelle les propriétés électrochimiques des composés aromatiques
nitrés et recense l'avancée de la recherche dans le développement de capteurs
électrochimiques pour la détection de ces molécules. Le choix de I'électrode ainsi que
les possibilités de modification y sont notamment développés.

- Le chapitre II présente les études menées sur la fonctionnalisation d’électrode simple
de carbone vitreux par le dichlorure de bis-cyclopentadiényltitanium, un catalyseur
électroactif permettant la réduction de groupements nitro aromatiques.

- Le chapitre Il est consacré au développement d'un polymére a empreintes
moléculaires a base de polyaniline en surface d’électrode simple de carbone vitreux
pour la détection de molécules analogues du TNT.

- Le chapitre IV décrit I'adaptation de la modification développée dans le chapitre III a

un réseau d’électrodes et I’évaluation du capteur ainsi obtenu.
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Chapitre I - Etude bibliographique : capteurs électrochimiques de composés aromatiques nitrés

Introduction

Au-dela du secteur militaire, les composés aromatiques nitrés jouent un roéle important
dans de nombreux domaines. Des dérivés aromatiques nitrés sont utilisés en tant que
pesticides [15], antibiotiques [16] mais aussi en tant qu’intermédiaires réactionnels dans un
grand nombre d’industries chimiques car ils représentent une des meilleures sources de cycles
aromatiques substitués par un azote [17]. Comme pour les explosifs, ces molécules peuvent
avoir des impacts sur la santé, elles peuvent provoquer des phénomeénes d’hépatotoxicité ou
d’anémies, et sont parfois considérées comme cancérigénes et mutagénes. Beaucoup d’entre
elles sont classées toxiques par des agences comme 1'Organisation Mondiale de la Santé ou
I’Agence de Protection de I'Environnement Américaine [16, 18]. De nombreuses méthodes ont
donc été développées afin d’assurer un contrdle environnemental des lieux ou ces substances
ont pu étre produites, stockées ou utilisées. Cette famille de molécules étant électroactive, les
systemes de détection électrochimique sont envisageables et prometteurs. Apres avoir rappelé
les propriétés électrochimiques des composés aromatiques nitrés et les principales méthodes
voltammétriques utilisées pour la détection de molécules électroactives, la diversité des
capteurs électrochimiques développés pour la détection de composés aromatiques nitrés sera
présentée en fonction du choix de I'électrode de mesure et des modifications de surfaces

d’électrodes possibles.

I.L1 Détection électrochimique directe des composés aromatiques
nitrés

1.1.1 Propriétés électrochimiques

L’électrochimie des dérivés aromatiques nitrés a été étudiée depuis la fin du XIXeme
siécle, notamment par I'équipe d’Haber qui s’est intéressée a la réduction du nitrobenzene [19].
Dans son ouvrage Organic Electrochemistry, Lund détaille les différentes réactions que peuvent
subir ces composés lorsqu’ils sont soumis a un courant électrique [20]. Les mécanismes peuvent
étre trés complexes et sont fortement dépendants du milieu. Méme si la détection
électrochimique est possible en milieu organique [21-23], la plus grande majorité des études

environnementales est faite en milieu aqueux car cela permet de ne pas avoir a changer la
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Chapitre I - Etude bibliographique : capteurs électrochimiques de composés aromatiques nitrés

matrice des échantillons. Pour cette raison, seules les réactions électrochimiques ayant lieu en

milieu aqueux acide a neutre ou légerement basique seront détaillées ici.

Bien que certains mécanismes soient encore a élucider, les différentes réactions
électrochimiques, que peut subir le groupement NO; des molécules en milieu aqueux, sont bien
connues [20, 24, 25]. Une premiere réduction a 4 électrons se fait selon I'’équation (1a) donnant
un groupement hydroxylamine NHOH. Cette réduction se fait en réalité en deux étapes
(équations (1b) et (1c)): une premiére réduction a deux électrons donne un groupement
dihydroxylamine, qui, en perdant une molécule d’eau, donne un groupement nitroso NO. Le
potentiel de réduction du groupement NO étant moins cathodique que celui du groupement

nitré, il va donc directement se réduire en hydroxylamine.

0° H
/. +4e,+4H" /
R—N® —— > R—N (1a)
W\ \
(@] OH
)
O OH
/. +2e,+2H" / -H,O
R—N® ——~ » R—N ——2° » R—N (1b)
\ \ W\
O OH 0]
+2e,+2H* /|_|
R—N — > R—N (1c)
W\ N
O OH

A un potentiel plus négatif, le groupement NHOH peut se réduire davantage pour donner
une amine NH; (équation (2)). Il n’est cependant pas toujours évident de pouvoir observer cette

deuxieme vague de réduction car, en milieu acide, elle peut étre cachée par la réduction des ions

H* en dihydrogéne.
H
/|_| +2e,+2H" /
R—N\ —_— R—N\ (2)
OH H

Apres une premiere réduction en hydroxylamine, il est possible d’observer, en inversant le
sens du potentiel, 'oxydation de I'hydroxylamine en nitroso par l'apparition de la vague

réversible du couple (équation (3)).

+2e,+2H" /|_|
R—N =——>R-N (3)
\ -2e,-2H* OH
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Lorsqu'une molécule présente plusieurs fonctions NO; sur son cycle aromatique, la
réduction se fait a des potentiels différents pour chaque fonction [20, 26, 27]. Ainsi, par des
études en voltammétrie cyclique corroborées par des calculs de chimie quantique, ’équipe de
Chua a montré que, dans la réduction du 2,4,6-trinitrotoluéne (TNT), les groupements en ortho

du méthyle se réduisaient 'un aprés I'autre et avant le groupement en para [28].

Par ailleurs, les fonctions présentes sur le cycle aromatique impactent directement les
potentiels de réduction des groupements nitrés. Par exemple, dans le cas du
1-X-2,4-dinitrobenzene (avec X=Cl, Br, I, COOH, CH3, C2Hs), suivant la nature du substituant, la
premiere vague de réduction sera due au groupement nitré en position 2 ou a celui en position 4
[20]. En effet, des effets inductifs et une inhibition stérique due a la coplanarité du groupement
NO; avec le noyau benzénique peuvent jouer différemment sur le potentiel de réduction de
chacun des groupements. Les explosifs présentant un groupement méthyle électrodonneur,
comme les dérivés du toluéne, sont plus difficilement réduits que leurs analogues comprenant
un cycle benzénique non substitué [27]. Le potentiel exact de réduction dépend également de
I'emplacement relatif des deux groupements car les effets inductifs ne sont pas homogenes sur
tout le cycle. Il a souvent été observé également, que la réduction est plus facile, lorsque les
molécules présentent plusieurs groupements nitro électroattracteurs; la premiere vague de
réduction du TNT est donc a un potentiel moins négatif que pour le 2,4-dinitrotoluene ou le

4-nitrotoluéne [29, 30].

20 -
10 +
0-

-104

Courant (pA)

-204

-304
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-0 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06
Potentiel (V/ECS)

Figure 1 : Signal en voltammétrie cyclique d’une solution de 2,4-dinitrotoluéne en milieu
acide sulfurique a 0,5 mol/L (100 mV/s, Electrode de travail : carbone vitreux, contre électrode :
fil de platine, Référence : électrode au calomel saturé).
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La Figure 1 montre l'exemple d’'un signal électrochimique obtenu en voltammétrie
cyclique pour une solution de 2,4-dinitrotoluéene. Les 2 pics obtenus pour la réduction de chaque
groupement NO; en hydroxylamine sont bien visibles ainsi que le cycle réversible
nitroso/hydroxylamine dans les potentiels positifs. Dans ces conditions le signal de réduction

des groupements en amine n’est pas observable.

Les propriétés de ces molécules permettent donc d’utiliser des méthodes de détection
électrochimiques, dont le principe et plusieurs exemples seront détaillés dans ce chapitre. Mais
elles permettent également leur dégradation en molécules moins toxiques et possédant une

meilleure biocompatibilité, notamment dans le cadre de protocoles de dépollution [31-33].

1.L1.2 Méthodes de détection électrochimiques

Les méthodes de détection voltammétriques sont trés souvent utilisées pour I'analyse de
composés nitroaromatiques. Elles se font grace a un systéme a trois électrodes. L’espéce doit
étre dissoute dans un électrolyte, solution conductrice, et placée dans une cellule
électrochimique dans laquelle vont étre positionnées trois électrodes : une électrode de travail,
sur laquelle vont se faire les réactions d’oxydoréduction qui nous intéressent, une contre
électrode, permettant d’assurer la circulation du courant dans le systeme et une électrode de
référence, dont le potentiel est fixe et connu et va permettre de contréler le potentiel appliqué a

I’électrode de travail.

Lorsqu’'un potentiel est appliqué, via I'électrode de travail, a une solution dans laquelle se
trouvent des espéces électroactives, un courant d’oxydation ou de réduction peut étre mesuré.
Ce courant est la somme d’un courant faradique et d’'un courant capacitif. Le courant faradique
est directement issu de 1'oxydation ou de la réduction des especes présentes, dont I'analyte, au
potentiel appliqué. Le courant capacitif est di a un arrangement temporaire des ions du milieu a
la surface de I'électrode lorsqu’un potentiel est appliqué. Une double couche chargée se forme,
dont la physique se rapproche de celle d’'un condensateur chargé, résultant en un courant
transitoire. Le courant faradique apporte des informations sur les molécules électroactives
présentes en solution : les potentiels auxquels le courant atteint son maximum dépendent des
couples redox présents et l'intensité du signal dépend directement de la concentration de

I'espece. Ce signal est donc adapté pour une détection avec quantification.

La plus grande majorité des capteurs électrochimiques développés pour détecter les

composés nitroaromatiques se placent a des potentiels correspondant a la premiere réduction
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du ou des groupements nitro [34-37]. Cependant certains auteurs ont préféré utiliser le signal
correspondant au systéme réversible nitroso/hydroxylamine présent apres réduction du
composé nitré en hydroxylamine [38, 39]. Ce suivi est notamment intéressant pour les dérivés
polynitrés car le pic d’oxydation de I'’hydroxylamine en nitroso est unique alors que la réduction
présente plusieurs pics correspondant chacun a un groupement nitré, ce qui peut rendre la
lecture du signal plus compliquée. Le travail de Galik et al. [30] souligne également l'intérét de
suivre 'oxydation dans le cas de mélanges. En effet, le potentiel d’'oxydation ou de réduction est
directement lié a la molécule observée, le potentiel de pic représente donc un premier critere de

sélectivité de la mesure électrochimique.

Les principales méthodes électrochimiques utilisées par ces capteurs sont illustrées dans
le Tableau 2. La voltammétrie cyclique (CV, Cyclic voltammetry) est utilisée la plupart du temps
pour bien étudier le systeme électrochimique [27, 40] ou développer et tester les capteurs [41,
42], mais elle peut étre également la méthode utilisée lors des protocoles de détection [43, 44].
La voltammétrie linéaire (LV, Linear Voltammetry) autour du potentiel ciblé peut étre suffisante
pour la détection [45, 46]. La plupart des auteurs préférent cependant utiliser des méthodes
impliquant des sauts de potentiel car elles permettent de gommer le courant capacitif, dont la
contribution peut étre génante lors de la détection de molécules faiblement concentrées
donnant un courant faradique trés faible. Les deux méthodes les plus couramment utilisées sont
la voltammeétrie impulsionnelle différentielle (DPV, Differential Pulse Voltammetry) [42, 47] et la
voltammétrie a signaux carrés (SWV, Square Wave Voltammetry) [48, 49]. Ces méthodes
d’analyse ampérométriques sont souvent précédées d'une étape d’adsorption pour
préconcentrer la molécule a la surface de I'électrode et augmenter le signal [36, 50]. Cette étape
de préconcentration est d’autant plus importante lorsque I'électrode a été choisie ou modifiée de

maniere a augmenter son affinité chimique avec la molécule cible [51, 52].
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Tableau 2 : Allures de l'évolution du potentiel et du signal obtenu pour les principales
méthodes de voltammétrie : A) méthodes a variation de potentielle linéaire avec le temps, issus de
l'ouvrage de Bard [53], B) méthodes se basant sur des sauts de potentiels, adapté du travail de
Osteryoung J.G. et Osteryoung R .A. [54]

A) METHODES LINEAIRES

Evolution du potentiel, E=f(t) Signal obtenu, I=f(E)

e Linear Voltammetry (LV)

E;
|
0 ; E; E(ori)
e Cyclic Voltammetry (CV)
Y ! i Ate— Av
|
|
|
| | /
T | :
ey E EC)— | I
II EY E,
| !
0 Switching time, A
}o— As—e o A
B) METHODES PULSEES
Evolution du potentiel, E=f(t) Signal obtenu, Al=I,-1,=f(E)

o Differential Pulse Voltammetry
(DPV) -

e Square Wave Voltammetry
(swv)
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I.1.3 Choix de I’électrode

Dans tout capteur électrochimique, le choix de I'électrode de travail est primordial. Il en
existe de divers matériaux, formes et complexités. Si quelques études s’intéressent a des
matériaux tels que l'or [55], le mercure [56], I'argent [57] ou I'ITO [58], 1a plus grande majorité
des détections se font avec des électrodes de carbone, sous forme de carbone vitreux [59],
d’encre de carbone [60], de graphéne [52] ou méme de diamant [61]. Les électrodes de platine
ne sont pas beaucoup utilisées pour la détection des composés aromatiques nitrés car leur

surface est facilement passivée par ces molécules [62].

Les encres de carbone sont utilisées pour faire des électrodes sérigraphiées (screen-printed).
Ces électrodes sont peu onéreuses et sont donc souvent utilisées comme des électrodes jetables.
Ceci permet de ne pas se soucier du probléme de régénération d’électrode qui est parfois
nécessaire. En 1998, Wang et al. avaient comparé différentes encres (carbone, or, carbone-iridium,
carbone-ruthénium) pour la détection en SWV du TNT [60]. L'encre de carbone simple donnait le
meilleur signal. Plus récemment, en 2013, I'équipe de Caygill a utilisé des électrodes sérigraphiées
de carbone commerciales et a obtenu, sans modification de surface, des limites de détection de 0,4
pumol/L pour le TNT et 0,7 umol/L pour le 2,4-dinitrotoluéne (2,4DNT) [63]. Bien que dans la
majorité des cas les encres de carbone sont appliquées sur support solide, Malzahn et al. ont utilisé
les propriétés de ces électrodes de maniere originale en sérigraphiant des électrodes sur un tissu
de néoprene afin de faire un capteur intégré sur un vétement [64]. Ce capteur, illustré sur la Figure
2, aurait pour but d’étre porté par des plongeurs pour une analyse continue des eaux sous-

marines, qui pourrait donc étre menée en paralléle a d’autres activités.

Neoprene Working Electrode  j2001m,

Figure 2 : Représentation d’électrodes sérigraphiées (A) électrode sur tissu; (B) et (C)
représentations de deux designs d’électrodes: (B) design standard comprenant 3 électrodes
(électrode de travail, contre électrode, recouvertes d’encre de carbone, et pseudo référence) dont la
jonction entre les contacts, en bas, et la surface de détection, en haut, est recouverte d’une couche
isolante, bleue; (C) design d’un réseau de 4 électrodes d’argent; (D) détail microscopique de
I’électrode de travail sur tissu. Figures issues de l'article de Malzahn et al,, dans Analyst, 2011 [64].
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La forme du carbone la plus utilisée dans les capteurs reste le carbone vitreux. Bien que
I'on trouve des études ou des électrodes de carbone vitreux sont utilisées directement [59], ces
électrodes servent le plus souvent de support pour construire des électrodes plus complexes.
Elles sont notamment utilisées comme base pour des électrodes de graphene, forme
bidimensionnelle du carbone qui peut étre déposée en surface. Le graphéne est particulierement
intéressant pour la détection des dérivés aromatiques nitrés car il va se former des interactions
faibles entre les groupements aromatiques du graphéne et ceux des molécules cibles [65]. Ceci
va permettre, par des méthodes de voltammétrie avec une étape d’adsorption, d’augmenter le
signal par rapport a une électrode de carbone vitreux simple [42, 66]. En modifiant une
électrode de carbone vitreux avec un feuillet de graphene, Tang et al. ont obtenu une limite de
détection du TNT de 0,2 ppb (0,9 nmol/L) [52]. Le graphéne utilisé dans les capteurs de
composés aromatiques nitrés peut avoir des compositions chimiques qui varient un peu. Chen et
al. utilisent, par exemple, un graphene dopé en azote pour favoriser le transfert d’électrons [67].
Les feuillets de graphene peuvent étres déposés directement sur la surface de carbone vitreux,
ou ils adoptent le plus souvent une morphologie tres plissée, comme montrée sur la Figure 3,
permettant une grande surface de contact [67, 68]. Mais le graphéne est également utilisé sous

forme de nano-objets, comme des nano-rubans [66, 69] ou des nano-tubes [46, 70].

.

\

\4'"»

e

10.0kV 8.8mm x110k SE(U) 12/2%@040

Figure 3 : Images d’un feuillet de graphéne en microscopie électronique a balayage a
émission de champ, FESEM (A) et en microscopie électronique en transmission TEM (B) obtenues
par l'équipe de Chen et al., Electrochemistry communications 2012 [67].

L'utilisation de nanomatériaux est en effet une méthode fortement utilisée pour la
réalisation de capteurs électrochimiques. Akhgari recense, dans une revue de 2015, 'utilisation

de nano-objets dans différents capteurs électrochimiques de traces d’explosifs aromatiques
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nitrés développés récemment [34]. Déposés en surface d’électrodes planes, souvent en carbone
vitreux, les nanomatériaux ont l'avantage majeur d’augmenter la surface de l'électrode, et
parfois méme son activité, permettant ainsi un meilleur signal et donc de meilleures sensibilités
et limites de détection. Lorsque les matériaux sont sous forme de nano-objets, éléments
dispersés, ils sont immobilisés en surface des électrodes soit grace a des interactions faibles
apres un simple séchage en surface [41, 69], soit via l'utilisation d’'un polymere conducteur [36,
71]. Tout comme les électrodes, plusieurs types de matériaux peuvent étre utilisés pour former
ces nano-objets. Comme indiqué précédemment, ils peuvent étre en carbone. En plus des
exemples donnés de nano-objets 2D de grapheéne, il existe aussi des capteurs de molécules
aromatiques nitrées a base de nanoparticules de graphite [72]. L’équipe de Goh a comparé
I'efficacité de différents nano-objets de carbone (microparticules de graphite et nanorubans de
graphene de différentes épaisseurs), immobilisés en surface d'une électrode de carbone vitreux,
et a obtenu la meilleure limite de détection de TNT, 1 pg/mL (4,4 umol/L), pour l'utilisation des
nanoparticules de graphite [69]. D’autres capteurs sont formés de nanoparticules métalliques,
permettant d’améliorer la conductivité et/ou de catalyser la réaction de réduction, a base d’or
[73], de zinc [41], de platine [74], de ruthénium [43] ou de cuivre [36], ou parfois des oxydes de
ces métaux [41]. Un autre type de nanomatériau qui peut étre exploité en surface d’électrode
consiste en des matériaux nanoporeux. Ces matériaux vont permettre une tres grande sensibilité
envers les dérivés aromatiques nitrés car, grace a un systeme de réseaux de pores de tailles
nanométriques, ils offrent une trés grande surface ou la molécule peut s’adsorber avant la
mesure. Les silices sont des matériaux intéressants pour faire ces matrices car elles permettent
une grande porosité homogéne. De plus elles présentent une grande affinité chimique avec les
dérivés aromatiques nitrés [45]. Cependant, comme la conductivité des électrodes modifiées par
de la silice est assez limitée, des matériaux nanoporeux a base de carbone leur sont parfois

préférés [47].

Afin de cumuler les avantages des différents éléments, il est possible d’en faire des
matériaux hybrides. Yuan et al. se sont penchés sur la détection de plusieurs dérivés
aromatiques nitrés (2,4-dinitrotoluene, 1,3,5-trinitrophénol, nitrobenzene et p-nitroaniline)
avec une électrode de carbone vitreux recouverte d'une couche de Nafion, membrane
polyfluorée échangeuse de protons, dans laquelle sont dispersés des nanotubes de carbone
graphene sur lesquels sont greffées des nanoparticules poreuses d’un alliage palladium-platine
[47]. En suivant la réduction par DPV, ils ont obtenu des limites de détection entre 2,5 et

5,5 nmol/L.

L’utilisation de nanomatériaux a pour intérét d’augmenter la surface spécifique de

I'électrode, et ainsi augmenter le signal de détection, tout en gardant un volume raisonnable. En
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2017, I'équipe de Tan s’est penchée sur une autre maniere, originale, de controler I'aire de la
surface d'une électrode en étudiant la faisabilité de la détection de composés aromatiques avec
une électrode fabriquée via I'impression 3D [40]. La morphologie de I’électrode peut ainsi étre
définie sur ordinateur, elle est ensuite imprimée en acier, par fusion sélective par laser, puis
recouverte d’or. Les auteurs ont choisi pour leur essai de réaliser une électrode hélicoidale,
représentée sur la Figure 4, avec laquelle ils ont pu détecter du 2,4DNT, du TNT et du

fenitrothion, un insecticide.

3D electrode 3D steel Au-plated 3D
design electrode steel electrode
Metal 3D-printing 15(; g p
W )y SLM \ i Au-plating \ & \% . N
1 cm ) 2 lcm

Figure 4 : Protocole de fabrication d’une électrode 3D, image issue du travail de Tan et al,
Analytical Chemistry 2017 [40].

A Tinverse de chercher a augmenter la surface d’électrode et donc le signal
électrochimique, certains capteurs vont étre composés de microélectrodes (diameétre inférieur a
100 um). En effet, de par la petite taille de la surface, la physique de ces capteurs est différente.
Le courant sur microélectrodes est trés faible, ce qui permet de travailler dans des milieux
électrolytiques peu conducteurs. Elles présentent également l'intérét de limiter I'intensité du
courant capacitif par rapport au courant faradique, ce qui est intéressant pour I'étude de traces.
Pour la détection de composés aromatique nitrés, le matériau le plus utilisé reste le carbone,
plus précisément les électrodes sont constituées d'une fibre de carbone [48, 49, 75] ; mais des

microélectrodes d’or sont également étudiées [76].

Un grand travail a été réalisé par I'équipe de Wang sur le développement d'un capteur
électrochimique a TNT se basant sur une microélectrode en fibre de carbone [35]. Dans le but de
développer un capteur pouvant faire des mesures de TNT en continu et a distance dans le milieu
sous-marin, ils ont développé un capteur en flux permettant des mesures rapides en SWV
enchainées avec lequel ils ont pu obtenir, en laboratoire, des limites de détection de 'ordre de
25 ppb (0,11 umol/L) [77]. lls ont également étudié l'utilisation de la microélectrode dans un
systeme submersible sans flux pour une détection a distance, directement dans les eaux sous-
marines, sans l'utilisation de pompes [48]. Le systeme peut ainsi étre transporté par des
plongeurs ou est intégré dans des véhicules télécommandés [78] ou autonomes [35]. La Figure 5
montre 'exemple du véhicule sous-marin autonome développé par I'équipe de Wang en

partenariat avec le Bureau de la Recherche Navale des Etats-Unis (US Office of Naval Research).
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Electrode Unit

PV with electronlcs Con nector

Figure 5 : Représentation du véhicule sous-marin autonome intégrant un capteur a TNT et
visualisation du systéme a trois électrodes situé a la pointe du véhicule. Systeme développé par
I'équipe de Wang et le Bureau de la Recherche Navale. Issu de la revue de Wang dans
Electroanalysis en 2007 [35].

REMUS body ADCP Collar Nose Cone

Certains chercheurs choisissent d’utiliser un réseau d’électrodes, en général pour
augmenter l'intensité de courant mesurée sur microélectrodes. Ces réseaux peuvent également
étre utilisés pour comparer différentes modifications d’électrodes ou capter différentes
molécules simultanément [79], mais ils peuvent aussi permettre des méthodes électrochimiques
originales. Trammell et al. [39] ont par exemple développé un réseau d’électrodes (dont la

disposition est représentée sur la Figure 6-a) pour mesurer en voltammétrie cyclique le TNT.

/ collector

reference —» { <+— counter

/

generator
(@)
Ar-NO, Ar NHOH Ar—NO Ar NHOH Ar—NO Ar-NHOH Ar-NO
09V 02V 09V 0.2V 09\/ 02V
vs. Ag/AgCl vs. Ag/AgCl  vs. Ag/AGCI  vs. Ag/AgCl  vs. Ag/AGCl  vs. Ag/AgCI
(b)

Figure 6 : Schéma (a) et principe de fonctionnement (b) du réseau d’électrodes utilisé par
I'équipe de Tammell pour la détection du TNT. Issu de I'article dans Analytical Letters, 2008 [39].
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Ils ont profité de la réversibilité du couple hydroxylamine/nitroso pour amplifier le signal
obtenu en faisant cycler plusieurs fois les molécules. En effet, comme cela est représenté sur la
Figure 6-b, aprés une réduction initiale et irréversible des groupements nitrés en
hydroxylamines, les molécules sont oxydées en nitroso sur la série d’électrodes « collector »,
puis elles vont diffuser jusqu’a la série d’électrodes « generator » ou elles pourront étre réduites
a nouveau, puis retourner s’oxyder et ainsi de suite. Une molécule étant mesurée plusieurs fois
le signal total est plus intense. Un autre exemple d’utilisation originale d’'un réseau d’électrodes

sera présenté dans le chapitre IV.

I.2 Amélioration des performances des capteurs par modification de

surface

Apres avoir bien sélectionné 1'électrode selon la molécule et l'application visée, les
capteurs peuvent étre encore améliorés par des modifications chimiques de la surface des
électrodes. Ces modifications peuvent permettre d’augmenter encore le signal, afin de détecter
des espéces a des concentrations plus faibles, et d’augmenter la spécificité pour analyser des

solutions plus complexes, par préconcentration ou grice a des intermédiaires réactionnels.

1.2.1 Modification permettant une préconcentration sélective

Les dérivés aromatiques nitrés permettent deux types d’interactions faibles: les plus
fortes sont les interactions de types m avec leurs groupements aromatiques [80] mais des
liaisons hydrogenes par la présence du groupement NO sont également possibles [81]. Certains
auteurs avaient déja choisi le matériau d’électrode de maniere a ce qu’il y ait des interactions
faibles comme par exemple le graphite qui permet des interactions m-m. De plus, les
groupements nitrés étant électroattracteurs, le cycle aromatique est légerement appauvri en
électrons et forme plus facilement des liaisons faibles avec des sites riches en électrons. En
jouant sur ces affinités, des modifications d’électrodes peuvent permettre des préconcentrations
sélectives pour une famille de composés ou une molécule unique. Cette préconcentration peut
se faire par une simple adsorption en surface ou par une encapsulation de la molécule dans une

couche conductrice.
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a. Récepteurs surfaciques

Des groupements récepteurs peuvent étre directement greffés de maniére covalente sur
I'électrode ou sur des nanomatériaux qui sont ensuite déposés sur l’électrode afin d’en
augmenter la surface. Afin de préconcentrer des molécules aromatiques nitrées, plusieurs
catégories de groupements peuvent étre greffées: des amines [82, 83], des groupements
aromatiques [84] ou des molécules alliant plusieurs types de liaisons pour augmenter la
sélectivité [51]. Les groupements amines vont interagir par transfert de charges entre le cycle
aromatique pauvre en électrons et le groupement NH; riche en électrons. En comparant la
détection du TNT a la surface d’une électrode de carbone vitreux sur laquelle ont été déposées
des particules poreuses de silice, 'équipe de Fu a montré que le signal obtenu avec la silice
fonctionnalisée par des groupements NH; était presque 5 fois plus élevé qu’avec la silice initiale
[82]. Ils ont pu également montrer une certaine sélectivité du TNT par rapport au 2,4DNT, moins
électrodéficient, et aussi au 1,3,5-trinitrobenzene (1,3,5TNB), qui, bien que plus électrodéficient,
présentait une symétrie une fois adsorbé qui ne favorisait pas sa réduction. Guo et al. se sont
intéressés a une porphyrine comprenant des groupements amines, permettant ainsi des
interactions du TNT a la fois avec les groupements amines et le macrocycle aromatique [51]. En
greffant cette molécule sur des feuillets de graphéne, ils ont obtenu un capteur spécifique aux
composés aromatiques nitrés avec des limites de détection de 2,2 a 12 nmol/L pour le TNT, TNB,
2,4DNT et 1,3DNB. Afin d’obtenir une préconcentration a sélectivité moléculaire, I'équipe de
Zhang a cherché a greffer sur des nanotubes de carbone du triphénylene, molécule aromatique
présentant la méme symétrie que le TNT [84]. Ils ont effectivement montré que la
fonctionnalisation de ces nanotubes, déposés sur une électrode de carbone vitreux, permettait
une augmentation du signal. Cependant aucune étude de sélectivité n’a été réalisée. Toujours
dans I'idée d’obtenir un capteur spécifique a une molécule et non a une famille de dérivés nitrés
aromatiques, un travail a été mené par 1'équipe de Fierke sur le greffage d'une molécule
permettant des interactions spécifiques avec le 2,4DNT [85]. Les interactions attendues sont
représentées sur la Figure 7. En greffant cette molécule par réduction électrochimique des sels
de diazonium correspondants sur une électrode composée d’'une matrice poreuse de carbone, ils
ont obtenu, en SWV, une limite de détection de 10 pumol/L alors qu’aucune concentration en
dessous de 200 pmol/L n’était détectée sans la fonctionnalisation. De plus, une étude
d’'interférence avec du nitrobenzéne a 1 mmol/L, n’a montré aucun impact sur la limite de

détection du 2,4DNT.
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Figure 7 : Interactions attendues entre le 2,4DNT et le récepteur de l'électrode. Issu de
I'article de Fierke dans ACS Applied Materials and Interfaces, 2012 [85].
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Si la modification par électrogreffage est une méthode robuste pour la modification de
surfaces, elle peut présenter plusieurs désavantages. Elle demande souvent des conditions
strictes, elle peut mener a une passivation partielle des électrodes, mais surtout il y a souvent un
manque d’homogénéité de la couche organique sur la surface, comme par exemple lors de la
réduction électrochimique de sels de diazonium qui conduit a la formation de multicouches.
Pour ne pas étre confronté a ces problémes d’inhomogénéité, les modifications peuvent étre
faites en monocouche en surface d’électrode. Afin d’obtenir des monocouches, il est possible
d’utiliser des molécules qui s’organisent spontanément a la surface des électrodes pour former
des couches que l'on appelle des monocouches auto-assemblées (SAMs, Self-assembled
monolayer). Ces molécules sont formées de deux parties : une « téte » qui va avoir une affinité
chimique pour le matériau d’électrode et une « queue » qui va permettre 'arrangement des
molécules entre elles par affinité chimique. Les molécules les plus couramment utilisées sont des
alkanethiols avec des chaines insaturées qui par leur groupement thiol peuvent s’autoassembler
sur des surfaces d’or [86, 87]. Bozic et al. ont testé des alkanethiols de longueurs variées, avec
des chaines carbonées de 3 a 12 carbones, se terminant soit par un méthyle soit par un groupe
hydroxyle [86]. Ils ont testé les SAMs sur une électrode d’or pour la détection du TNT et du
2,ADNT. La meilleure détection a été obtenue par l'utilisation du mercapto-1-décanol
(dodécanethiol terminé par -OH). Les signaux parasites obtenus sur électrode d’or seule ont pu
étre éliminés par addition d’'une monocouche de thiols. De plus, les signaux des molécules cibles
étaient plus intenses et mieux résolus que pour I’électrode modifiée par une SAM comprenant un
groupement méthyle terminal. Les auteurs suggerent que des liaisons hydrogénes entre les
groupements hydroxyles terminaux et les composés nitrés permettent d’augmenter le signal
électrochimique. L’équipe de Nié a cependant réussi a utiliser une SAM de dodécanethiol pour la

détection du TNT, en utilisant une technique d’impression moléculaire 2D, représentée sur la
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Figure 8 [87]. La SAM est formée sur des nanoparticules d’or recouvrant une électrode de
carbone en présence de la molécule cible qui est ensuite retirée ce qui laisse des espaces dans la
couche correspondant a la taille de la molécule. Le signal mesuré pour le TNT est estimé 5 fois
plus grand que pour la couche sans empreintes. Des études de sélectivité par mesure
d’adsorption dans la couche imprimée ont montré une affinité de la couche au moins 3 fois plus
grande pour le TNT que pour les analogues testés (1,3,5TNB, 2,4DNT, 1,3DNB), prouvant que
cette couche permet une meilleure sélectivité qu'une SAM simple. Des SAMs formées
d’hydrocarbures aromatiques polycycliques s’assemblant sur des surfaces de carbone ont

également été étudiées pour un effet similaire au graphéne [88].
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Figure 8 : Schéma de fabrication d’une couche auto assemblée a empreintes moléculaires sur
une électrode de carbone vitreux (GCE) recouverte de nanoparticules d’or (AuNP) pour la détection
du TNT. Issu de l'article de Nie dans Sensors and Actuators, B: Chemical, 2011 [87].

Il est également possible de modifier les électrodes par de fines couches de polymeére
conducteur dont les unités monomeéres vont présenter des affinités avec les molécules cibles.
Parmi les modifications rencontrées, certains polymeres vont interagir via leurs groupements
aromatiques enrichis en électrons, comme des polymeres a base de dérivés de carbazoles [89].
D’autres vont faire des liaisons hydrogenes, comme le poly(chlorure de diallyl-
diméthylammonium) [90]. La modification par un polymere de type polymélamine comprenant
des acides carboxyliques allie les deux types d’interaction [91]. Cependant, dans la majorité des
cas, les polymeres présentent des groupements aromatiques fonctionnalisés par des amines
primaires ou secondaires, permettant a la fois des liaisons hydrogenes et des interactions
électroniques car tres enrichis en électrons. Les polymeres utilisés sont, par exemple, des
dérivés de polyporphyrine [92], des polyanilines réticulées [93], des polynanilines dopées par
des peptides [94] ou des poly(acide m-aminobenzenesulfonique) [95]. La couche de polymere
peut étre déposée en surface d’électrode par adsorption en solution [90] ou par dépét et séchage
[94], mais certains polymeres peuvent étre directement formés a la surface de I'électrode par
électropolymérisation [89, 92, 93]. Comme pour les SAMs, les molécules cibles vont interagir

avec la couche par adsorption et le nombre de sites récepteurs est donc directement
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proportionnel a la surface du polymere. Afin d’augmenter cette surface, certains auteurs ont
choisi de déposer le polymere en surface de matériaux d’électrode tels que le graphite [91] ou
des silices poreuses [90]. Il est également possible de synthétiser des polymeres qui forment
eux-mémes une matrice poreuse [89, 94]. L’équipe de Wang a par exemple formé un réseau de
fibres de polyaniline dopé par un polypeptide comprenant des unités monomeres de type lysine
ou acide glutamique [94]. Comme cela est représenté sur la Figure 9, les groupements acides
glutamiques permettent de lier le polypeptide par interactions ioniques aux fibres d’aniline
obtenues par oxydation chimique. Une matrice fortement poreuse formée d’un réseau de fibres
est ainsi obtenue. Bien que la polyaniline présente déja des affinités pour les composés
aromatiques nitrés [93], les groupements lysines permettent de rajouter des sites récepteurs
NH;, riches en électrons. Cette matrice de polymere, déposée en surface d'une électrode de
carbone vitreux, a permis la détection du TNT avec une limite de détection de 100 nmol/L. Ce
n’est cependant pas la meilleure limite obtenue pour ce genre de méthode. Par la modification
d’une électrode de carbone vitreux par une nanocouche de MoS; recouverte d'un poly(acide
m-aminobenzéenesulfonique), 'équipe de Yang a obtenu une limite de détection pour le TNT de
0,187 nmol/L [95]. Bien que I'on puisse obtenir de trés bonnes limites de détection avec ce type
de polymeéres, ces modifications ne permettent pas de sélectivité parmi les aromatiques nitrés,

en dehors de leurs potentiels de réduction qui sont parfois tres proches.
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Figure 9 : Illustration schématique de la fabrication et de la structure des fibres de
polyaniline dopées poly(Glu-Lys) et image MEB de la matrice obtenue. Issu de l'article de Wang et
al. dans Talanta, 2009 [94].
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b. Encapsulation dans une couche perméable

Plutot que de chercher a adsorber les analytes en surface d’'une électrode modifiée, il est
possible de modifier des électrodes par dépdt d'une couche poreuse dans laquelle les molécules
pourront pénétrer sélectivement. Par exemple, la Figure 10 représente un concept original de
I'équipe de Yan [96]. En se basant sur I'’hydrophobie des polluants aromatiques nitrés, les
auteurs ont imaginé un concept se basant sur des micelles contenues dans des canaux d’une
matrice de silice. Les composés visés sont des explosifs aromatiques ainsi que des pesticides
organophosphates nitrés, molécules présentes en matrice aqueuse dans I'environnement, qui

viendront pénétrer dans les micelles pour atteindre I'électrode.
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Figure 10 : Représentation de la modification et du principe d’extraction du capteur a
composés aromatiques nitrés de Yan et al. dans Analytical Chemistry, 2015 [96].

Une modification plus répandue est l'utilisation d’'une couche de liquide ionique. Les
liquides ioniques sont des sels a I'état liquide a température ambiante. Déposés en surface
d’électrode, ils vont jouer le réle d’électrolyte et de solvant pour les composés aromatiques
nitrés. Ils ont la propriété d’absorber les molécules et sont surtout utilisés pour la détection en
phase gazeuse ou les molécules sont fortement dispersées. Mais leur utilisation pour la détection
en phase liquide a également été testée [12]. Afin de présenter une bonne affinité pour les
composés aromatiques nitrés, les liquides ioniques les plus utilisés sont a base de 1-butyl-3-
méthylimidazolium, ou de ses dérivés, avec différents contre-ions. Les liquides ioniques peuvent
étre fixés en surface d’électrode par l'intermédiaire d'un polymeére [97], par liaison covalente

[98] ou ils peuvent étre mélangés a du graphite pour obtenir une pate de carbone servant
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directement de matériau d’électrode [75, 99]. Guo et al. ont étudié la fonctionnalisation par le
bromure de 1-(3-aminopropyl)-3-méthylimidazolium. L’utilisation de sels terminés par un
groupement amine leur a permis de les fixer sur des matériaux tels que des nanotubes de
carbone ou des feuillets de graphéne [98]. La détection du TNT sur une électrode de carbone
vitreux nue et avec des nanotubes de carbone ou des feuillets de graphene fonctionnalisés par le
liquide ionique, a été comparée aprés une incubation de 150 s. Le meilleur signal a été obtenu
pour les feuillets de graphéne : 6,2 fois plus intense que pour les nanotubes et 51,4 fois plus
intense que 1’électrode non fonctionnalisée. La limite de détection ainsi obtenue est de 4 ppb

(18 nmol/L).

La modification permettant d’atteindre les meilleures sélectivités, voire une réelle
spécificité, est I'utilisation d’'un polymere a empreintes moléculaires (MIP, Molecularly Imprinted
Polymer). Les MIPs sont des matrices polymeéres possédant dans leur épaisseur des cavités qui
vont étre complémentaires, en forme et en affinité chimique, a la molécule d’intérét. Seule la
molécule cible devrait donc étre préconcentrée en surface avant la mesure. Pour préparer des
capteurs électrochimiques de molécules aromatiques nitrées a partir de MIPs, certains auteurs
ont choisi des polyméres a base d’acrylamide ou d’acide méthacrylique réticulés par de
I’éthyléne glycol diméthacrylate (EDMA), polyméres couramment utilisés pour la synthése de
MIPs [22, 38, 100]. Aprés avoir été synthétisé en solution, le polymeére est déposé en surface
d’électrode [22, 100] ou mélangé a du graphéne pour obtenir une pate de carbone [38].
Cependant, pour la détection électrochimique, la synthése de MIPs par électropolymérisation
d’aniline ou de dérivés d’aniline a été plus largement étudiée. On trouve par exemple de la
polyaniline dopée par de I'acide polyvinyl sulphonique pour la détection du p-nitrophénol [58],
un copolymere aniline/o-phényldiamine pour le dinitrocrésol [101] et méme des structures
polymériques a base de nanoparticules d’or polymérisées entre elles par des groupements
aminothiophénols pour la détection du TNT [102, 103]. L’équipe de Riskin s’est penchée sur
I'étude de ces matrices a empreintes, formées de nanoparticules fonctionnalisées, pour la
détection du TNT [103]. Le polymere est directement électropolymérisé en surface d’électrode a
partir d'une couche d’aminothiophénols afin de greffer le MIP. Le schéma de synthése et de
fonctionnement du MIP est représenté sur la Figure 11. La comparaison entre 1'électrode nue,
I’électrode fonctionnalisée par la couche de polymeére sans les empreintes et le MIP a montré une
amélioration de la limite de détection du TNT d’un facteur 47 avec le polymére et la présence
des empreintes I'a améliorée d'un facteur 10 supplémentaire. La limite de détection finale
obtenue est de 200 pmol/L et la sélectivité a été démontrée par une détection bien plus faible du

2,4DNT.
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Figure 11 : Représentation du principe de fabrication et des interactions du MIP a base de
nanoparticules d’or fonctionnalisées. Adapté du travail de l'article de Riskin et al. dans Journal of
the American Chemical Society, 2008 [103].

1.2.2 Immobilisation d’un catalyseur

Outre la préconcentration sélective des espéces a I'électrode, la modification de surface
peut permettre également d’amener une propriété supplémentaire a 1'électrode. Un exemple de
propriété est l'activité catalytique grace a l'immobilisation d’'un catalyseur enzymatique ou
synthétique. L’utilisation de ce type de molécules présente un intérét particulier pour le
développement de capteurs car elles vont réagir spécifiquement avec une classe de composés
[104]. Ainsi, plusieurs études se sont centrées sur 'utilisation d’'une enzyme nitroréductase dans
la méthode de détection électrochimique des composés aromatiques nitrés. Les réactions ayant
lieu dans le domaine de I'oxydo-réduction, il va étre possible de suivre I'évolution d'un signal
électrochimique en fonction de la quantité de substrat. Le suivi peut étre fait par
chronoampérométrie, c'est-a-dire qu’une variation d’intensité est suivie a potentiel fixe lors de
'ajout de la solution a doser. O’Mahony et al. ont par exemple étudié la variation de la densité de
courant d’'une solution contenant de la nitroréductase ainsi que la co-enzyme nicotinamide
adénine dinucléotide NADH (médiateur permettant de fournir les électrons lors de la réduction)
lors de I'ajout de TNT [105]. Le potentiel fixé est au dessus du potentiel standard du couple
hydroxylamine/nitroso. Lors de I'arrivée du TNT dans le milieu, un de ses groupements nitrés
est directement réduit en hydroxylamine par I'action de I'’enzyme et le courant va augmenter a
cause de l'oxydation du groupement ainsi formé. Ils ont obtenu une méthode de détection
sélective pour le TNT par rapport aux 2,4DNT et 3NT pour qui I'activité catalytique de I'enzyme

est moins importante.

31



Chapitre I - Etude bibliographique : capteurs électrochimiques de composés aromatiques nitrés

Pour la fabrication d'un capteur, il est possible d’'immobiliser I'enzyme en surface
d’électrode. L'équipe de Gwenin a utilisé le génie génétique pour obtenir une nitroréductase
contenant des fonctions thiol afin de greffer 'enzyme en surface d’électrode sans perdre son
activité [106]. En présence du 1,1’-acide ferrocene dicarboxylique utilisé comme médiateur
donneur d’électrons, ils se sont intéressés a la détection du dinitroéthylenebenzéne. Ils ont
également utilisé la chronoampérométrie a potentiel fixe pour détecter la présence de I'analyte,
mais cette fois-ci le potentiel est choisi en fonction de la réduction du cofacteur. En effet, lorsque
la molécule nitrée arrive dans le milieu, I'enzyme va la réduire en se servant d'un électron donné
par le co-facteur, le co-facteur va donc pouvoir se réduire en surface d’électrode provoquant une
augmentation du courant de réduction en présence de dinitroéthylbenzéne. Ils ont pu détecter

ainsi des concentrations jusqu’a 0,1 ppb (0,5 nmol/L).

Lors d’un suivi par chronoampérométrie il est nécessaire de bien voir la différence entre
I'état «avant», sans analyte, et 'état «apres», en présence de l'analyte. Ceci nécessite
I'utilisation d’'un systeme en flux ou I'ajout de I’échantillon dans une solution existante, ce qui
provoque sa dilution. Une détection statique directement dans la solution est également
possible par mesure d'un effet catalytique en voltammétrie cyclique lorsque le catalyseur
présente un signal électrochimique qui va se déformer en présence de substrat. Naal et al. ont
utilisé ce principe pour la détection du TNT et du 2,4DNT [107]. La nitroréductase est
immobilisée via une protéine de liaison au maltose (PLM ou maltose binding protein MBP) sur un
film de polymeére électroactif électropolymérisé en surface d’électrode, le N-(3-pyrrol-1-
ylpropyl)-4,4’-bipyridine (PPB). Le schéma de la modification est représenté sur la Figure 12. La
protéine permet d'immobiliser 'enzyme tout en maintenant son activité et le polymere est
utilisé comme médiateur électrochimique. L’enchainement de réactions, représenté sur la Figure
12, permet de suivre l'effet catalytique en présence de composés nitroaromatiques sur le signal
en voltammétrie cyclique du PPB. En effet, lorsqu’il y a du TNT dans le milieu, la nitroréductase
réagit et s'oxyde, le PPB, qui avait été réduit électrochimiquement se réoxyde et peut donc de
nouveau se réduire a I'électrode. On a donc ainsi une augmentation du signal de réduction du
PPB dépendant de la concentration de TNT, ou de 2,4DNT, en solution. En suivant I'intensité de

ce signal, les auteurs ont atteint des limites de détection de 2 umol/L pour les deux molécules.
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Figure 12 : Représentation de la modification d’électrode du capteur de Naal et al. et
schéma de principe de la chaine de réactions électrochimiques qui a lieu en présence de TNT. Issu
de l'article de Naal et al. dans Analytical Chemistry, 2002 [107]

Le Tableau 3 résume les principaux résultats analytiques pour les exemples de capteurs

électrochimiques, avec modification de surface, développés dans ce chapitre.

Tableau 3 : Exemples de résultats analytiques obtenus pour des capteurs électrochimiques
de composés aromatiques nitrés présentant une modification de surface d’électrodes.

Molécule Gamme de Limite de
Modification de surface Electrode ; , Méthode linéarité détection Réf
détectée
(nmol/L) (nmol/L)

Silice

»  fonctionnalisée ~ Carbone TNT SWv 2450 05 [82]
£ w vitreux
5 & -NH;
g % Porphyrine GZI;EEEZ/ TNT LV 22021100 22 [51]
23 Py . 2,4DNT 27022700 55
9 vitreux
U 7 7 .
g sdiset  Canlbone 2,4DNT SWV  Nondonnée 10000  [85]
au DNT macroporeux
Mercapto-1- TNT 53026100 13
décanol Or 2,4DNT SWv 660 a 7600 53 [86]
Nano-
< Dodécanethiol avec  particules
impression d'or TNT DPV 4023200 13 [87]
moléculaire /carbone
vitreux
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o . vitreux
sulfonique)
. . TNT 44 a 4400 50
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7 ]
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o enebenzéne
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3 oo vitreux 2,4DNT 5000 2 60000
nitroréductase
Conclusions

Le développement de capteurs de composés aromatiques nitrés pour des applications
environnementales est important pour la surveillance des sites contaminés par ces molécules
cancérigénes. Les milieux environnementaux étant complexes et les molécules sous forme de
traces, il est nécessaire d’obtenir des capteurs présentant de trés basses limites de détection et,
de préférence, spécifiques a la ou les molécules ciblées. Les systemes électrochimiques sont
intéressants dans ce but car la réduction d'un groupement nitré implique 4 ou 6 électrons
donnant lieu a un signal intense, d’autant plus intense quand le nombre de groupements nitrés
est important. Ainsi, les molécules telles que le TNT peuvent donner des signaux issus d’un
transfert de 12 ou 18 électrons pour une seule molécule. Le développement de tels capteurs se
base sur un choix judicieux de l'électrode, c’est-a-dire du matériau et de sa forme, et des
possibilités de modifications de surface afin d’augmenter les performances. Les modifications
permettent une augmentation du signal électrochimique soit par préconcentration des espéces
en surface avec différents niveaux de sélectivité, soit par ajout d’'un intermédiaire comme un

catalyseur sélectif a une fonction donnée.
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Dans cette étude, plusieurs modifications de surface ont été envisagées : l'utilisation d'un
catalyseur de synthése, non enzymatique, présentant un systéeme réversible et apportant une
sélectivité aux polluants aromatiques nitrés et l'utilisation d'un MIP a base d’aniline et

d’o-phénylénediamine pour aller vers une spécificité moléculaire sur des analogues du TNT.
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Chapitre II - Modification d’électrode par le titanocéne : développement d’un biocapteur non
enzymatique pour la détection de dérivés aromatiques nitrés

Introduction

Afin d’obtenir des capteurs spécifiques aux dérivés nitrés, I'utilisation d’enzymes a parfois
été envisagée (voir détails dans le cas de la détection électrochimique des dérivés aromatiques
nitrés dans le chapitre I, paragraphe 1.2.2). Cependant 'utilisation de catalyseurs biologiques
peut présenter parfois certaines limitations : ces molécules sont cheres, la variété de substrats
est limitée, les conditions d’utilisation sont strictes et les enzymes manquent parfois de stabilité.
De plus les limites de détection obtenues sont parfois élevées, notamment par le fait que ces
molécules nécessitent souvent des médiateurs donneurs d’électrons. En effet, les enzymes
possédent souvent une structure protéique importante qui ne permet pas un transfert directe de
I'électron avec le site actif. Pour que I'enzyme soit dans I’état d’oxydation nécessaire pour la
catalyse, un médiateur est nécessaire. Ces étapes intermédiaires peuvent limiter la simplicité et
I'efficacité d’'un capteur basé sur l'utilisation d’enzymes biologiques. Pour contrer ces
inconvénients, plusieurs équipes se sont donc penchées sur la fabrication de biocapteurs non
enzymatiques (enzymeless biosensors [108] ou non-enzymatic biosensors [109]), en utilisant, a la
place des enzymes, des catalyseurs de synthese. Des capteurs électrochimiques de ce genre ont
été développés pour la détection et la quantification d’'une grande variété de molécules : glucose

[109], phénol [110], dopamine [111], peroxyde d’hydrogene [112]...

Dans cette étude, le catalyseur utilisé est le dichlorure de titanocéne ((CsHs):TiClz). En
milieu aqueux, celui-ci subit spontanément une hydrolyse donnant la forme (CsHs)2TilV(OH2)22*.
Cette derniére molécule peut étre réduite pour donner la forme active du catalyseur (équation
(4)), permettant la réduction des composés aromatiques nitrés en composés aminés par un

processus a 6 électrons (équation (5)) [113].

(CsHs), Ti"(OH,),* (CsHg), TiV(OHp),* + € 4)

6(CsHs)2Ti"(OH2)," + RNO, +7H" ———= 6(CsHs),Ti'V(OH2)2** + RNHg" +2H,0  (5)

Cette réaction entre le titanocéne et les dérivés aromatiques nitrés a notamment été
utilisée dans notre laboratoire pour I'électrolyse de polluants dans le cadre de processus de
dépollution [114, 115], mais, a notre connaissance, cette réaction n’a jamais été utilisée pour le

développement d’'un biocapteur non enzymatique.
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Figure 13 : Réactions ayant lieu a I'électrode lors de la détection d’'un analyte par une
électrode modifiée par un catalyseur électroactif.

Le principe de fonctionnement de ces capteurs est similaire aux capteurs enzymatiques, il
se base sur une détection indirecte des composés. La Figure 13 en présente le principe de
fonctionnement. Le catalyseur est initialement sous forme inactive TilV, puis lorsque l'on
applique le bon potentiel a I'électrode, il va se réduire en Tilll et ainsi pouvoir réagir avec les
molécules nitrées, ce qui a pour conséquence sa réoxydation en TilV. Le catalyseur va donc
pouvoir de nouveau se réduire a I’électrode et réagir avec une nouvelle molécule aromatique
nitrée. Lors d’'un suivi par voltammétrie cyclique, ces cycles réactionnels ont pour effet
d’augmenter le pic de réduction du titanocene, car le TilV s’accumule a la surface de I'électrode
alors que le Ti"! diminue, plus ou moins rapidement en fonction de la cinétique de la réaction de
réduction catalytique. La déformation du pic de réduction est donc dépendante de la quantité
d’analyte dans la solution électrolytique. Utiliser la catalyse au lieu de la détection directe
permet de passer d'une réduction de 4 a 6 électrons avec un potentiel de mesure constant alors
que le potentiel de réduction des composés aromatiques nitrés est tres dépendant de la nature
des groupements (donneurs ou attracteurs) se trouvant sur le noyau benzénique. De plus, le
signal du blanc analytique ne correspond plus a une absence de courant de réduction mais au
signal électrochimique d'un couple réversible, ce qui permet de limiter I'impact du bruit

électrochimique sur la limite de détection.

Dans un premier temps, 'immobilisation du titanocéne a été réalisée dans une matrice de
Nafion, polymere fluoré conducteur commercial dont lefficacité a été prouvée pour
I'immobilisation de complexes métalliques [116] et qui est régulierement utilisé dans ce type de
capteurs [111, 117]. Ce processus d'immobilisation a déja été validé avec le titanocéne pour les
processus d’électrolyse [114, 115]. Apres l'optimisation et 1’étude du capteur ainsi obtenu,

d’autres méthodes d'immobilisation ont été envisagées.
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II.1 Immobilisation du titanocene dans un film de Nafion pour la

détection de traces de composés nitrés

La premiere immobilisation du catalyseur envisagée a été I'intégration dans une couche
d’'un polymere conducteur, le Nafion. La modification d'une électrode de carbone vitreux a été
réalisée par un processus de dépot par goutte (drop-coating), c'est-a-dire qu'une solution
alcoolique d'un mélange du catalyseur et de Nafion a été déposée en surface de I'électrode. La
couche est ensuite obtenue par évaporation a I'air du solvant dans les conditions ambiantes de

température et de pression.

Cette modification est évaluée avec pour objectif d’obtenir un capteur de molécules
nitrées. Afin de ne pas avoir de probléme de dissolution en milieu aqueux, les premiers tests et
I'optimisation ont été réalisés avec comme analyte l'acide 4-nitrophénylacétique. Aprés une
étude cinétique de la réaction catalytique, la modification d’électrode a été optimisée en termes
de concentrations en Nafion et en catalyseur. Nous nous sommes également intéressés a la
nature et a la concentration en sels de fond constituant I'électrolyte dans lequel les analyses et

mesures électrochimiques sont effectuées.

II.1.1 Etude de la cinétique entre le titanocene et I'acide

4-nitrophénylacétique

Afin d’évaluer l'efficacité du complexe de titane pour la catalyse de composés aromatiques
nitrés, des premieres études ont été menées avec le catalyseur en solution. La Figure 14 montre
I'évolution du signal du titanocéne, en voltammétrie cyclique en solution d’acide sulfurique
0,5 mol/L, seul et en présence d’acide 4-nitrophénylacétique pour différentes vitesses de
balayage. Les analyses du composé seul montrent que le complexe présente bien un systeme
réversible TilV/11 (selon I'équation (4)) a -0,44 V/ECS avec une différence de potentiel pic a pic de

60 mV.
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Figure 14 : Voltammétrie cyclique du titanocéne (1 g/L) dans des solutions a 0,5 mol/L de
H:504 contenant 0 g/L (—), 0,05 g/L (—), 0,1 g/L (—), 0,2 g/L (—) et 0,3 g/L (—) d’acide
4-nitrophénylacétique : (gauche) résultats expérimentaux sur une électrode de carbone vitreux de
diamétre 3 mm et (droite) courbes modélisées en considérant la premiére étape élémentaire de
réduction cinétiquement limitante dans un modéle en sphére externe avec ks = 0,016 cm/s et

ki=1,9.10¢ mol-l.L.s1. La ligne de base a été soustraite.
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A partir de I'étude des signaux obtenus en absence de dérivés nitrés, la Figure 15 montre
que l'intensité de courant du pic de réduction varie linéairement avec la racine carrée de la

vitesse de balayage, ce qui traduit bien un processus diffusionnel.
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Figure 15: Variation de lintensité de courant du pic de réduction du complexe de
titanocéne obtenu en voltammeétrie cyclique avec la racine carrée de la vitesse de balayage pour le
complexe en solution (1 g/L) dans H;S04 0,5 mol/L (courbe bleue) et avec une électrode modifiée
par une couche Nafion-titanocéne (courbe noire) (20 uL, [Nafion] = 2,5% et [(CsH5):TiClz] = 1 g/L).

A partir de la pente de la courbe de régression linéaire, un coefficient de diffusion de

3,4.10-6 cm?/s a été calculé en se basant sur I'équation de Randles-Sevcik (équation (6)).

1
i = 0,4463 nFAC ("1;?))2 (6)
Avec:

ip I'intensité au maximum du pic (A)

n le nombre d’électrons échangés

Fla constante de Faraday (C/mol)

A la surface de I'électrode (cm?)

Cla concentration (mol/cm3)

D le coefficient de diffusion (cm?/s)

v la vitesse de balayage (V/s)

R 1a constante des gaz parfaits (J.K-1.mol-1)

T la température (K)

Lorsque le titanocéne est immobilisé dans un film de Nafion, un comportement linéaire est
également observé, ce qui montre que, dans le film, les molécules subissent aussi une diffusion

selon les lois de Fick. La concentration de complexe de titane dans le film de Nafion, dont les
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données sont sur la Figure 15, est estimée a 0,14 mol/L. Cette valeur est calculée a partir de la
quantité de complexe déposée (20 pL d'une solution a 1 g/L en titanocéne) et le volume de film
de Nafion (cylindre de 6 mm de diamétre et d’épaisseur 20 um, mesurée au microscope optique).
A partir de I'équation de Randles-Sevcik et de la pente de la Figure 15, un coefficient de diffusion
apparent de 1,8.10-° cm2/s a été calculé dans le film de Nafion (20 pL de solution a 2,5%). La
valeur basse du transfert de masse du titanocene dans le film comparée a la valeur en solution
est cohérente avec ce que I'on peut trouver dans la littérature et peut étre due a l'existence

d’interactions entre la molécule et le polymeére [118-120].

A partir des courbes représentées sur la Figure 14, une constante de vitesse apparente
pour la réaction entre le catalyseur et le composé nitré (k;) en solution homogéne a pu étre
estimée grace a une simulation numérique des voltammogrammes. Un mécanisme de sphére
externe, schématisé sur la Figure 16, a été considéré. Ce mécanisme inclus une étape de transfert
monoélectronique entre le catalyseur de titane et le substrat nitré. En supposant que le systéme
suit la loi de Buttler-Volmer et en se basant sur la différence de potentiel et I'intensité de courant
du pic de réduction obtenus en voltammétrie cyclique pour adapter le modele [53], la
modélisation a permis d’évaluer la constante de vitesse standard ks du transfert électronique
pour le couple TiV/Tilll 3 0,016 cm/s. Cette valeur est du méme ordre de grandeur que celles
reportées pour d’autres catalyseurs redox [120, 121]. Néanmoins elle souligne une cinétique
plus lente que pour d’autres catalyseurs connus tel que le systéme ferrocéne/ferrocénium dont

la constante a été estimée a 1 cm/s dans des milieux organiques [122].

(CsH5),Ti(OH,),2* + ¢ (CsHs),Ti(OH,)," ks

(CsHs5),Ti(OH,)," + RNO, —> (CsHs)2Ti(OH,),** + RNO, ™ k,

Figure 16 : Mécanisme par sphére externe, et constantes de vitesse associées, considéré
pour la réduction catalytique de l'acide 4-nitrophénylacétique par le titanocéne dans la simulation
des voltammogrammes.

Pour comparaison, la constante de vitesse standard ks du transfert électronique du couple
TilV/Tilll a également été estimée lorsque le titanocéne est immobilisé dans le film de Nafion. Une
valeur beaucoup plus faible, de 2,35.104 cm/s, a été trouvée ce qui semble bien indiquer

'existence d’interactions entre les sites électroactifs dans le film de Nafion [120].

La premiére étape de réduction du mécanisme en sphere externe envisagé (Figure 16) a
été considérée comme l'étape cinétiquement limitante, car le radical anion est facilement
protoné en milieu acide pour donner le radical neutre qui est généralement plus facile a réduire

que le groupement nitré du départ [123]. Les étapes suivantes qui menent a la formation du
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dérivé aminé, par un processus total de réduction a 6 électrons, sont donc considérées comme
cinétiquement rapides. En tenant compte de ces hypotheses, des voltammogrammes du
titanocene en présence du dérivé nitré ont pu étre simulés. La Figure 14 met en parallele les
courbes expérimentales et simulées. Une bonne corrélation a pu étre obtenue lorsque la
constante de vitesse apparente de réaction k; est prise a 1,9.10% mol-L.L.s'1. Cette valeur est du
méme ordre de grandeur que les constantes de vitesses apparentes estimées pour une
nitroréductase immobilisée (de 1,3.104 a 7,3.10% mol-lL.s! selon le substrat nitré) [107]. Ce
résultat souligne I'activé catalytique importante du complexe de titane envers la réduction des

composés aromatiques nitrés.

La constante de vitesse apparente de réaction obtenue par simulation a été comparée a la
valeur théorique maximale de la constante de vitesse pour le complexe titanocene estimée a
partir de la constante d’équilibre de la réaction de réduction du groupement NO.. Cette valeur a
été obtenue en se basant sur I'équation (7) et en considérant ki’ comme la constante limite de

diffusion kayr[124] :

kq n
IOgK = logk_l, = m (EONOZ/NOZ'_ - EOTL-IV/TiIII) (7)

Avec n = 1, le nombre d’électrons dans I'étape considérée, ki’ = kajr= 2.1010 mol-L.L.s'1 en
milieu aqueux [125], E° v gy = 0,192 V/ESH, c’est-a-dire le potentiel de demi-vague Ei,,

obtenu en voltammeétrie cyclique en considérant un coefficient de diffusion identique pour les

complexes TilV et Ti et E°yo,/n0,~ = -0,46 V/ESH estimé en se basant sur la valeur donnée dans

la littérature pour le 4-nitrotoluéne [126] corrigée par le décalage de potentiel observé entre le
4-nitrotoluéne et l'acide 4-nitrophénylacétique en voltammétrie cyclique. La valeur de k;
maximale théorique est alors calculée a 5,8.105 mol-1.L.s1, soit une valeur 30 fois supérieure a la
valeur de la constante apparente obtenue expérimentalement. Les deux valeurs restent assez
proches en termes de constantes de vitesse. De plus, le mécanisme de la réduction des composés
nitroaromatiques catalysée par le titanocéne est connu pour ne pas passer par l'intermédiaire
hydroxylamine (réduction directe a I'amine) [113, 127]. Ces deux facteurs meénent a penser que
le mécanisme de réduction suit en réalité un mécanisme de transfert d’électrons par spheére
interne. Une estimation plus juste de la constante de vitesse pourrait donc étre obtenue par une
simulation basée sur un mécanisme en sphére interne. Cette simulation étant tres complexe et
étant donné que la constante obtenue est inférieure a la constante maximale théorique, les
approximations faites pour donner une valeur approchée de la constante de vitesse apparente

paraissent raisonnables.
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Bien que 'intensité de courant correspondant a la réduction directe (estimée et extrapolée
a partir du voltammogramme de la Figure 17) soit du méme ordre de grandeur que l'intensité de
courant mesurée en présence de titanocene, elle n’est pas observée sur la Figure 14. La

réduction directe n’a donc pas été considérée dans la simulation.

Une fois dans le film de Nafion, le potentiel du systéme électrochimique réversible Ti!V/lll
est décalé vers les valeurs négatives de 0,09 V pour atteindre -0,53 V/ECS (soit -0,63 V par
rapport au potentiel du 1,1’-ferrocénediméthanol). La réduction de Tlacide
4-nitrophénylacétique, observée sur une électrode recouverte d'un film de Nafion sans
catalyseur, est également décalée de 0,11 V par rapport au potentiel sur électrode nue (Figure
17). La modélisation de la cinétique dans le Nafion n’a pas pu étre réalisée a cause du nombre de
parametres manquant (constante de diffusion et concentrations réelles des molécules nitrées
dans la couche de Nafion apres immersion). Le décalage de potentiel étant similaire sur les deux
molécules, on peut cependant penser que la constante de vitesse apparente est également élevée

dans le Nafion.
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Figure 17 : Voltammétrie cyclique a 100 mV/s dans H2504 0,05 mol/L du complexe de titane
et de l'acide 4-nitrophénylacétique, tous deux a 0,5 g/L, sur électrode de carbone vitreux de

diamétre 3 mm (ligne continue) et sur électrode modifiée par une couche de Nafion (18 uL a
[Nafion] = 1,25%) (ligne discontinue).

I1.1.2 Impact de la concentration en Nafion

Un des parametres impactant le signal électrochimique de I'électrode modifiée est le choix

de la concentration en Nafion dans la solution utilisée pour modifier I’électrode. Le Nafion est
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vendu sous forme d’une solution a 5% dans un mélange d’alcools aliphatiques. La solution de
modification est obtenue en diluant cette solution mere avec la solution de titanocéne dans de
I’éthanol. L'impact de la concentration en Nafion a été étudié avec une concentration de
titanocene de 0,05 g/L dans les 18 pL déposés en surface de I'électrode. Aprés une nuit de
séchage, I'électrode modifiée est analysée par voltammétrie cyclique. Quelles que soient les
conditions de modification, le signal électrochimique du titanocéne présente une déformation
lors des premiers cycles : plusieurs cycles sont nécessaires pour obtenir un systeme réversible
bien défini, comme cela peut se voir sur la Figure 18. Une étape de conditionnement de
I'électrode par plusieurs cycles en voltammétrie doit donc étre introduite avant son utilisation.
Ce comportement a déja été observé pour d’autres modifications d’électrode par des films
Nafion/titanocéne [114]. Il est probablement lié a I'amélioration progressive de la conductivité

ionique a l'intérieure de la couche du polymere au cours du cyclage.

Courant (HA)

-0,7 -0,6 -0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0
Potentiel (V/SCE)

Figure 18 : Exemple de voltammogrammes obtenus dans H2S04 0,05 mol/L aprés immersion
d’une électrode de carbone vitreux nouvellement modifiée par 18 uL d’une solution de [Nafion] =
2,5% et [(CsHs):TiCl;] = 0,05 g/L. Vitesse de balaye 100 mV/s pendant 11 cycles.

Trois concentrations de Nafion ont été comparées (1,25%, 2,5% et 3,25%) et I'impact sur
ce conditionnement a été observé en comparant le rapport entre l'intensité de courant du pic de
réduction a un cycle donné et celle obtenue apres stabilisation du signal (Figure 19). La
déformation du signal électrochimique est plus prononcée pour la plus grande concentration de
Nafion, pour laquelle le conditionnement est plus lent (Figure 19, premier cyclage). La Figure 19,
montre également que, pour une concentration en Nafion initiale de 3,75%, lorsqu’'un nouveau
cyclage est lancé apres avoir laissé I'électrode 5 min dans I'électrolyte, il est nécessaire de refaire
10 cycles pour récupérer un signal réversible bien défini, alors que seulement 3 cycles sont

nécessaires pour des concentrations de 2,5% et 1,25%.
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3.2 Concentration en Nafion
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Figure 19 : Intensité de courant du pic de réduction du signal du titanocéne (Ip) normalisé
par le signal apres stabilisation (Ipmin,) en fonction du nombre de cycles en voltammétrie cyclique a
100 mV/s dans H>S04 0,05 mol/L pour des électrodes modifiées par une solution [(CsHs),TiCl;] =
0,05 g/L et [Nafion] = 1,25%, 2,5% et 3,75%. Etudes effectuées sur électrodes nouvellement
modifiées (premier cyclage) et, sur les mémes électrodes modifiées, apreés étre restées 5 min dans
Iélectrolyte (deuxieme cyclage).

Cette étude montre qu'une concentration de Nafion de moins de 2,5% est plus appropriée.
Lors des études d’optimisation du protocole de modification, plusieurs essais ont été réalisés
avec les deux concentrations de Nafion 1,25% et 2,5%. Visuellement, moins de fissures ont été
observées dans le film de Nafion avec une concentration de 1,25% qui a donc été choisie pour
I'optimisation finale. Une étape de préconditionnement d’au moins 10 cycles est introduite avant
toute utilisation d’'une électrode nouvellement modifiée ou lorsque I'électrode a été laissée
longtemps a sécher a I'air. De plus, lors de I'utilisation d’'une électrode modifiée en voltammétrie
cyclique, la premiere mesure effectuée dans une nouvelle solution d’analyte ne sera pas
considérée afin d’éviter une erreur due aux phénomenes de déformation du signal observés sur

la Figure 19 sur les tous premiers cycles du deuxiéme cyclage.
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11.1.3 Influence de I'électrolyte de mesure sur la stabilité

Lors des premiers essais, les électrodes modifiées avaient été analysées dans un
électrolyte acide sulfurique a 0,5 mol/L. La Figure 20 montre I’évolution du signal du titanocéne
obtenu lorsque 1'électrode est laissée dans cet électrolyte: une perte rapide du signal est

observée.
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Figure 20 : Evolution du signal de I'électrode modifiée par (CsHs);TilV(OHz)22* en fonction
des durées d'immersion dans H;5040,5 mol/L, 10¢me cycle d’une mesure en voltammétrie cyclique a
100 mV/s. Solution de modification : 20 ul, [Nafion] = 1,7% et [(CsH5)2TiCl;] = 1,3 g/L.

Au cours de 'optimisation de la modification, plusieurs électrolytes alternatifs ont donc
été considérés, toujours avec un pH acide car le catalyseur (CsHs).TilV(OH2).2* est connu pour
n’étre stable en milieu aqueux que pour des pH inférieurs a 4, le titane perdant un des deux
groupements cyclopentadiényles a pH neutre [128]. En tampon phosphate 0,5 mol/L (pH 2) le
signal réversible du catalyseur n’est pas observé. Des électrolytes a base d’acide sulfurique ont
donc été étudiés, a différentes concentrations, avec ou sans ajout de sels supplémentaires pour
assurer une bonne conductivité. La stabilité du signal électrochimique lors des différents essais
est représentée sur la Figure 21 a l'aide du rapport du signal aprées une immersion de 60 minutes

dans I'électrolyte sur le signal apreés stabilisation initiale.
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Figure 21 : Comparaisons des différentes stabilités obtenues en électrolyte H:SO4 données
par lintensité de courant du pic de réduction mesurée en voltammétrie cyclique a 100 mV/s apreés
60 min d’'immersion (Ipsomin) et normalisée par la valeur initiale (Ip°). Etude réalisée sur
différentes électrodes modifiées par une solution Nafion-titanocéne.

Diminuer la concentration d’acide sulfurique en dessous de 0,1 mol/L a permis d’obtenir
des stabilités sur une heure de plus de 80%. Pour une concentration en H,SO4de 0,05 mol/L, une
bonne stabilité (entre 85 et 92%) est obtenue quelque soit les concentrations testées en Nafion
et titanocene dans la couche de modification. Pour des mémes conditions de modification
d’électrode (Nafion 1,7% et titanocéne 1,3 g/L), diminuer la concentration en H,SO4 de 0,5 a
0,05 mol/L a permis d’augmenter la stabilité de 7 a 86%. La possibilité de diminuer d’avantage
la concentration en acide sulfurique a été envisagée en ajoutant du chlorure de sodium pour
assurer une bonne conductivité. Pour des conditions de modification d’électrode similaires
(Nafion 1,25% et titanocene 0,05 g/L), une stabilité de 75% est observée pour ce dernier
électrolyte contre 93% dans H2S04 0,05 mol/L. Cette diminution de la stabilité peut étre due a la
forte concentration d’ions Na* dans la solution qui favorise les échanges cationiques entre
I'électrolyte et le film de Nafion et ainsi la perte du titanocene vers la solution. L’électrolyte

choisi pour la suite de ce travail a donc été H,SO4 a 0,05 mol/L.
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II.1.4 Choix de la concentration en titanocene

La sensibilité de ce biocapteur non-enzymatique est directement liée a son activité
catalytique envers la réduction des composés aromatiques nitrés. Comme démontré
précédemment, la constante de vitesse standard de transfert de charge ks est élevée, ce qui
permet d’obtenir un signal électrochimique important lors de la réaction catalytique. L'impact
de l'intensité du signal de titanocéne initial, soit le signal du blanc analytique, sur I'efficacité du
capteur a également été évalué en faisant varier la concentration en titanocene dans la couche
de modification. En effet, si une forte concentration en titanocene permet d’obtenir un signal
électrochimique important du couple TilV/11, J]a détection électrochimique des composés nitrés
est basée sur I'amplification du signal de réduction qui est liée a la transformation du TilV en Till
pendant la réaction catalytique, amplification qui n’est pas proportionnelle au signal initial du
couple. Une baisse de la concentration en catalyseur a donc été envisagée pour pouvoir observer
une augmentation du pic de réduction pour de faibles concentrations en dérivé nitré, afin

d’atteindre des limites de détection plus faibles.

La Figure 22 montre la comparaison des signaux électrochimiques obtenus pour
différentes concentrations en titanocéne (avec [Nafion]=2,5% et 1,25%) lors de la mesure d'une

méme solution de dérivé aromatique nitré a 0,01 g/L.

Afin de pouvoir quantifier la déformation et I'évolution lors du changement de
concentration en titanocéne, le rapport de l'intensité de courant du pic de réduction de
(CsHs)2TilV(OHz2)22* en présence de dérivé nitré sur l'intensité de courant dans 1'électrolyte seul
(blanc analytique) est mesuré. La Figure 23 représente les valeurs obtenues dans les cas

représentés sur la Figure 22.
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Figure 22 : Comparaison du signal en voltammétrie cyclique a 100 mV/s dans H:SOq
0,05 mol/L (ligne noire) et en présence d’une solution d’acide 4-nitrophénylacétique a 0,01 g/L

dans H;S04 0,05 mol/L (ligne colorée) pour différentes concentrations en titanocéne dans les
18 ul. de solution de modification avec une concentration en Nafion de 2,5% (A) et 1,25% (B).
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Figure 23 : Variation avec la concentration en titanocene de la solution de modification, de
I'intensité de courant du pic de réduction, obtenu en voltammeétrie cyclique a 100 mV/s en solution
d’acide 4-nitrophénylacétique a 0,01 g/L dans H2S04 0,05 mol/L (Ip) normalisée par l'intensité de
courant du pic dans I'électrolyte pur (Ip°).

Aucun effet catalytique n’est observé lors de la mesure d’une solution a 0,01 g/L d’acide
4-nitrophénylacétique par une électrode modifiée avec une solution a 1 g/L de catalyseur
(Nafion 2,5%). Une diminution d’un facteur 10 de cette concentration permet cependant
d’observer une augmentation significative de l'intensité de courant du pic de réduction,
comparée a l'intensité de courant initiale, augmentation qui est encore améliorée pour une
modification a 0,05 g/L. L’étude menée avec la concentration optimisée en Nafion, 1,25%, a
permis d’obtenir le meilleur rapport Ip/Ip? pour une concentration de 0,02 g/L en titanocéne,
tout en gardant une résolution suffisante du signal initial du catalyseur. Cette concentration a

donc été conservée pour le protocole de modification final.

I1.2 Evaluation du capteur Nafion-titanocene

La modification d'une électrode de carbone vitreux (diametre de carbone 3 mm, diameétre
total 6 mm) par dépdt d’'une goutte de solution éthanoique de catalyseur (CsHs)2TilV(OH2)22* et
de polymere conducteur Nafion a donc été optimisée avec les parameétres suivants : dépot de
18 uL d’une solution contenant du titanocene a 0,02 g/L et du Nafion a 1,25%. Aprés une nuit de

séchage, le signal de I'électrode est stabilisé dans un électrolyte H2S04 0,05 mol/L et I'électrode
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peut ensuite étre utilisée pour l'analyse de solutions de dérivés aromatiques nitrés, dans le

méme électrolyte, par suivi de I'effet catalytique.

I1.2.1 Courbe d’étalonnage et limite de détection pour l'acide

4-nitrophénylacétique

La dépendance du signal donné par une électrode, modifiée dans les conditions décrites ci-
dessus, en fonction de différentes concentrations d’acide 4-nitrophénylacétique a été estimée
par voltammétrie cyclique. Un exemple des voltammogrammes obtenus et la droite d’étalonnage

qui en résulte sont représentés sur la Figure 24.
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Figure 24 : Evolution du signal du catalyseur en présence de différentes concentrations
d’acide 4-nitrophénylacétique, dans H;SO4 0,05 mol/L, sur une électrode modifiée (18 uL, [Nafion]
=1,25% et [(CsH5)TiClz] = 0,02 g/L). (A) Signaux obtenus en voltammétrie cyclique a 100 mV/s.
(B) Courbe d’étalonnage obtenue et régression linéaire correspondante : moyenne de l'intensité de
courant du pic de réduction sur 3 mesures.

Une réponse linéaire est obtenue sur toute la gamme de concentration testée, de 0,5 a
50 mg/L avec un coefficient de régression linéaire de 0,9997. A partir de I'équation de la droite
(donnée sur la Figure 24), la limite de détection, concentration la plus basse considérée visible
par un capteur, peut étre calculée comme la concentration a partir de laquelle la différence entre
le signal théorique, soit I'intensité de courant du pic de réduction, St et le signal du blanc
analytique Sb est supérieure a trois fois la variation du blanc o (calculée ici sur 3 mesures) :

St-Sb > 30 [129].

Pour un signal St + 30 = 1,389, on trouve une limite de détection de 0,55 mg/L, soit

3,0 umol/L. Cette valeur est du méme ordre de grandeur que les limites de détection obtenues
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sur des biocapteurs enzymatiques pour la détection de composés aromatiques nitrés. Sur un

capteur de TNT a base de nitroréductase, I'équipe de Naal a par exemple obtenu une limite de

détection de 2 pmol/L [107].

La limite de quantification, concentration a partir de laquelle un capteur peut donner une
valeur fiable de la concentration dans un échantillon, peut étre estimée de maniere similaire

avec cette fois St-Sb = 10 o [129]. Elle estici de 1,1 mg/L, soit 6,1 umol/L.

Cette courbe d’étalonnage a été réalisée sur 4 électrodes modifiées différentes et la courbe
moyenne obtenue, représentée sur la Figure 25, présente toujours une trés bonne linéarité avec

un coefficient de régression linéaire de 0,9994.

20 Ip (MA) = 1,1 (20,1) + 343 (¢5) x C (g/L)
18 1 R =0,9994

Courant du pic
de réduction (uUA)

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Concentration (g/L)

Figure 25 : Courbe d’étalonnage moyenne obtenue sur 4 électrodes modifiées différentes
(18 ulL, [Nafion] = 1,25% et [(CsH;5):TiClz] = 0,02 g/L), 3 mesures par électrode : intensité de
courant du pic de réduction du titanocéne en présence de différentes concentrations d’acide
4-nitrophénylacétique dans H2S04 0,05 mol/L.

I1.2.2 Stabilité et reproductibilité de la modification de surface

Les études concernant le choix de I'électrolyte (Paragraphe I1.1.2) avaient montré que,
méme pour le meilleur électrolyte, il restait une faible perte de signal lorsque 1'électrode
modifiée était laissée une heure dans I'électrolyte. La perte était de 7% dans le meilleur des cas.
Une étude plus systématique de la stabilité de la modification a donc été menée dans les
conditions finales. Pour cela, une électrode modifiée dans les conditions optimisées, a été placée
dans un électrolyte H,SO. 0,05 mol/L, et, aprés stabilisation du signal, des analyses en
voltammétrie cyclique ont été réalisées : 2 mesures de 3 cycles toutes les 5 minutes. Des essais
ont été effectués en sortant I'électrode entre chaque mesure (en ringant avec une solution acide)
ou en laissant I'électrode dans I'électrolyte. La Figure 26 montre la comparaison entre les deux

méthodes réalisées 'une a la suite de l'autre sur une méme électrode modifiée dans les
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conditions optimisées. Les résultats sont normalisés par la premiére mesure. Aucune différence
n’est réellement notable entre les deux essais montrant que la perte est surtout due a la mesure

électrochimique plutét qu’au temps d’'immersion dans I'électrolyte.
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Figure 26 : Evolution du pic d’oxydation du signal d’une électrode modifiée (18 ul,
[Nafion] = 1,25% et [(CsHs):TiClz] = 0,02 g/L) lors de la répétition toutes les 5 minutes des mesures
dans Hz504 0,05 mol/L (2 voltammétries cycliques de 3 cycles a 100 mV/s), en laissant I'électrode
en solution ou en la sortant entre chaque mesure. Normalisation par la premiére valeur.

Des essais de stabilité ont été réalisés sur neuf électrodes différentes, le signal moyen est
représenté sur la Figure 27-A. En moyenne, le signal électrochimique, représenté par l'intensité
de courant du pic d’oxydation, décroit progressivement pour atteindre 80% de la valeur initiale

apres 12 analyses, soit une heure de mesures.
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Figure 27 : Evolution du signal du titanocéne d’électrodes modifiées (18 ul, [Nafion] =
1,25 % et [(CsHs):TiClz] = 0,02 g/L) lors de la répétition de mesures (2 voltammeétries cycliques de
3 cycles a 100 mV/s) toutes les 5 minutes : (A) intensité de courant du pic de réduction mesurée
dans H>S504 0,05 mol/L normalisée par la premiéere valeur, moyenne et écart type mesurés sur 9
électrodes modifiées; (B) intensité de courant du pic d’oxydation mesurée dans une solution a
0,01 g/L d’acide 4-nitrophénylacétique dans H2504 0,05 mol/L normalisée par la premiére valeur.
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Un essai a également été réalisé en laissant l'électrode dans une solution d’acide
4-nitrophénylacétique a 0,01 g/L (Figure 27-B). Cet essai a montré que la perte était moins
importante dans ces conditions, I'électrode peut donc étre utilisée plusieurs fois pour I'analyse
de composés nitrés. En effet la Figure 28 montre la similitude entre le signal en voltammétrie
cyclique du catalyseur avant et apres I'établissement d’'une courbe d’étalonnage, ce qui confirme

que I'électrode peut étre utilisée pour une série d’analyses.
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Figure 28 : Evolution du signal d’'une électrode modifiée (18 ul, [Nafion] = 1,25% et
[(CsH5):TiCl;] = 0,02 g/L) en voltammétrie cyclique (100 mV/s) dans H:S04 0,05 mol/L mesuré
avant et apres I'établissement d’une courbe d’étalonnage.

Par ailleurs, la reproductibilité de la modification dans les conditions optimisées a été
étudiée en répétant la modification sur 3 électrodes de carbone vitreux identiques. Les
électrodes sont lavées et modifiées 9 ou 10 fois chacune avec le méme protocole ([Nafion] =
1,25% et [(CsHs)2TiClz] = 0,02 g/L). Aprés stabilisation, le signal du catalyseur est obtenu par la
mesure du pic de réduction. Seulement une des 29 modifications a été écartée car elle présentait
un résultat significativement différent des autres. Le signal moyen et I'écart type sont

représentés sur la Figure 29 pour chaque électrode ainsi qu’en réunissant toutes les mesures.
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Figure 29 : Valeur moyenne et écart type de l'intensité de courant du pic de réduction du
(CsHs):TilV(OHz)22*, en voltammétrie cyclique a 100 mV/s dans H,SO, 0,05 mol/L apres
stabilisation, pour 28 modifications différentes (18 uL, [Nafion] = 1,25% et [(CsHs):TiClz] =
0,02 g/L) réalisées sur 3 électrodes différentes (10 sur I'électrode 1 et 9 sur l'électrode 2 et 3).
Données pour chaque électrode et sur le total des 28 essais.

Les écarts types obtenus varient de 14 a 21% en fonction de I'électrode. Ces résultats sont
cohérents avec la difficulté d’obtenir un protocole reproductible par la méthode de dépo6t d'une
goutte de solution de Nafion (drop-coating) [111]. Quand les résultats sur les trois électrodes
sont considérés dans leur ensemble, la reproductibilité de 15% (sur 28 modifications) calculée

est similaire a celle obtenue sur chaque électrode.

La comparaison des protocoles initiaux de modification ([Nafion] = 2,5% et [(CsHs).TiClz]
=1 g/L) avec ceux aprés optimisation ([Nafion] = 1,25% et [(CsHs):TiCl;] = 0,02 g/L) montre que
la reproductibilité a été améliorée en méme temps que l'efficacité du capteur. En effet, les
signaux en voltammeétrie cyclique des différentes répétitions sur une électrode présentés sur la
Figure 30 sont plus proches et I’écart type sur la moyenne du courant de réduction passe de 25%

a 14%.
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Figure 30 : Voltammétrie cyclique (100 mV/s) dans H;SO4 0,05 mol/L des répétitions des
modifications effectuées sur une électrode pour (A) modification [Nafion] = 2,5% et [(CsHs):TiCl;]
=1g/L et (B) [Nafion] = 1,25% et [(CsH;5):TiClz] = 0,02 g/L (électrode 2 de la Figure 29).

L’écart type final non négligeable souligne le fait que, pour assurer la précision sur la
mesure des concentrations en dérivés nitrés, il vaut mieux utiliser les électrodes modifiées de
maniere indépendante, c'est-a-dire réaliser la droite d’étalonnage et les mesures de solutions

inconnues sur une méme électrode modifiée.

11.2.3 Détection de différentes molécules nitrées

Le capteur optimisé avec I'acide 4-nitrophénylacétique ([Nafion] = 1,25% et [(CsHs).TiCl]
= 0,02 g/L) a ensuite été testé sur une série de composés nitrés aromatiques et aliphatiques.
Pour tous les composés aromatiques nitrés, une courbe d’étalonnage a pu étre établie et une
limite de détection correspondante calculée, avec la méthode décrite dans le paragraphe 11.2.1.

Les résultats sont donnés dans le Tableau 4.

Le complexe de titane immobilisé dans la matrice de Nafion catalyse la réduction des
dérivés aromatiques nitrés qui ont un potentiel Iégérement plus négatif que le potentiel de demi

vague du catalyseur TilV/I (AE de 25 a 95 mV, Figure 31).
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Tableau 4 : Paramétres des courbes d’étalonnage et limites de détection pour l'analyse en
voltammeétrie cyclique (100 m V/s) de composés aromatiques nitrés dans H;SO4 0,05 mol/L avec
une électrode de carbone vitreux modifiée dans les conditions optimisées (18 uL, [Nafion] = 1,25%
et [(CsH;):TiCl;] = 0,02 g/L).

Espéce I(nA) =1£(C) Coefficient de Limite de
avec C (g/L) régression linéaire détection
mg/L (umol/L)
m-nitrophénol 2,2(£0,1)+315(x6) xC 0,9991 0,22 (1,6)
p-nitrotoluéne 1,39 (£ 0,09) +487 (x4) xC 0,9998 0,43 (3,1)
nitrobenzene 1,7 (£ 0,5)+892 (x 25) xC 0,998 0,44 (3,6)
m-nitroaniline 0,3(x0,3) +1494 (x13) xC 0,9998 0,25(1,8)
2,4-dinitrotoluene 0,81 (+0,07) +549 (+3) xC 0,9999 0,37 (0,2)
métronidazole 1,1(£0,6)+1124 (£29)xC 0,9983 0,14 (0,8)
2,6-dinitrophénol  -0,2 (x0,3) + 1024 (£ 17) x C 0,9993 0,94 (51)
0,14
0,0 1
-0,1
< 021
E 3!
[
S -0,44
a — Titanocéne
o 057 m-nitroaniline
-0,6 - —— nitrobenzene
0.7] —— m-nitrophénol
’ — p-nitrotoluéne
-0,8 -

-0.8 -0,7 -06 -05 -04

0,3

-0,2 -01 0,0 01

Potentiel (V/IECS)

Figure 31 : Voltammétrie cyclique a 100 mV/s de solutions de composés aromatiques nitrés
a 0,5 g/L dans H250,4 0,05 mol/L sur une électrode de carbone vitreux modifiée par une couche de
Nafion (18 uL, [Nafion] = 1,25%).
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C’était notamment le cas pour le m-nitrophénol, p-nitrotoluéne, nitrobenzéne et
m-nitroaniline, dont la détection peut étre réalisée sur électrode modifiée par le suivi de I'effet
catalytique : les voltammogrammes et courbes d’étalonnage obtenus sont représentés sur la

Figure 32.

La sensibilité du capteur, donnée par la pente de la droite varie de 315 a 1494 pA.g'l.L
selon la nature de la molécule nitrée. Ce coefficient ne suit pas 'ordre de I'écart entre le potentiel
de demi-vague du catalyseur et le potentiel d’apparition d’'un courant de réduction du réactif (m-
nitroaniline > m-nitrophénol > nitrobenzéne > p-nitrotoluéne, Figure 31), qui est lié a la nature
et a la position des substituants du cycle aromatique, électro-attracteurs ou électro-donneurs.
Cette différence entre 'ordre attendu et I'ordre observé confirme I’hypothése du mécanisme de
réaction par sphére interne qui nécessite la formation d’un état intermédiaire réactionnel entre
le catalyseur et le réactif et fait donc intervenir d’autres parametres que la cinétique du transfert
électronique. Pour ces molécules, la détection se fera donc a un potentiel plus élevé que lors de
la détection directe, ce qui est intéressant en milieu acide car le signal va s’éloigner de la limite

en potentiel de mesure déterminée par le potentiel de réduction des ions H*.
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Figure 32 : Exemple de voltammogrammes cycliques (100 mV/s) obtenus sur électrodes
modifiées dans les conditions optimisées (18 uL, [Nafion] = 1,25% et [(CsHs):TiCl;] = 0,02 g/L)
dans des solutions a 0, 0,5, 1, 5, 10, 20 et 50 mg/L, dans H2504 0,05 mol/L, de a) m-nitrophénol c)
p-nitrotoluéne e) nitrobenzéne et g) m-nitroaniline, (b, d, f et h) courbes d’étalonnage
correspondantes et régression linéaire, moyenne et écart type sur 3 mesures.

Il a également été possible de détecter des composés aromatiques nitrés dont le potentiel
est moins négatif ou tres proche de celui du catalyseur TilV/1l, comme le 2,4-dinitrotoluéne, le

métronidazole et le 2,6-dinitrophénol (comparaison des potentiels sur la Figure 33).
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Figure 33 : Voltammeétrie cyclique a 100 mV/s de solutions de composés aromatiques
dinitrés et de métronidazole a 0,5 g/L dans H;S04 0,05 mol/L sur une électrode de carbone vitreux
modifiée par une couche de Nafion (18 ul, [Nafion] = 1,25%).

Dans ces derniers cas, les signaux mesurés correspondent a une combinaison de signaux
dus a l'effet catalytique et de détection directe. Les courbes intensité-potentiel et droites
d’étalonnage sont représentées sur la Figure 34. Pour les composés possédant deux
groupements nitrés, la réduction du premier NO; est observée en détection directe. Pour le
métronidazole et le pic le plus bas en potentiel du 2,6-dinitrophénol, une dérive dans le potentiel
du pic maximum traduit la compétition entre la réaction de catalyse, qui est majoritaire a basses
concentrations, et la détection directe, plus importante pour les concentrations élevées. Malgré
le cumul des deux phénomeénes, il est possible d’obtenir une courbe d’étalonnage avec une
réponse linéaire en suivant le potentiel de pic de réduction maximal et de calculer une limite de

détection (Tableau 4).
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Figure 34 : Exemple de voltammogrammes cycliques (100 mV/s) obtenus sur électrode
modifiée dans les conditions optimisées (18 uL, [Nafion] = 1,25 % et [(CsHs):TiClz] = 0,02 g/L) dans
des solutions a 0, 0,5, 1, 5, 10, 20 et 50 mg/L, dans H2504 0,05 mol/L, de a) 2,4-dinitrotoluéne c)
métronidazole et e) 2,6-dinitrophénol (b, d et f) courbes d’étalonnage correspondantes et
régression linéaire, moyenne et écart type sur 3 mesures.

Comme pour l'acide 4-nitrophénylacétique, les limites de détection obtenues sont de
I'ordre du micromolaire (0,2 a 5,1.10-¢ mol/L) ce qui confirme l'intérét de ce capteur pour la

détection de composés aromatiques nitrés. Il a cependant été observé pour le 2,4-dinitrotoluene
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que l'établissement de la courbe d’étalonnage entrainait une déformation irréversible du signal
de (CsHs)2TilV(OH2)22*. Ce phénomeéne limite 'utilisation de ce capteur pour des contaminations
suspectées d’étre du 2,4-dinitrotoluene au risque de le dégrader. Pour cette application, la

modification pourrait néanmoins étre considérée pour un capteur jetable.

La capacité du titanocéne immobilisé a catalyser la réduction des composés nitrés
aliphatiques a été évaluée avec du nitrométhane et du nitrocyclohexane. Dans les deux cas,
aucun effet catalytique n’a été observé, comme représenté sur la Figure 35, et cela méme pour le
nitrométhane dont le potentiel de début de pic est a -0,6 V/ECS, c’est-a-dire proche du potentiel
de demi-vague du catalyseur. Ces résultats montrent que le capteur formé par immobilisation de

titanocene en surface d’électrode est sélectif envers la famille des composés aromatiques nitrés.

A °] B) (2)2
0 - 5]
< 5 S 4]
S -10- = -6
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o> 151 0 mg/L 3 104 .
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Figure 35: Exemple de voltammogrammes cycliques (100 mV/s) obtenus sur électrode
modifiée dans les conditions optimisées (18 ul, [Nafion] = 1,25% et [(CsH;5).TiCl;] = 0,02 g/L) dans
H;504 0,05 mol/L, en présence de (A)nitrométhane et (B) nitrocyclohexane.

L’optimisation de la modification d'une électrode de carbone vitreux par une couche de
Nafion-titanocéne présenté ici a donc permis d’obtenir un capteur permettant une détection
sélective de 'ensemble des polluants aromatiques nitrés. Les limites de détection obtenues pour
I'ensemble des molécules sont similaires a ce qui a pu étre mesuré sur des biocapteurs

enzymatiques pour la détection de composés aromatiques nitrés [107].
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I.3 Autres protocoles d'immobilisation du titanocene en surface

d’électrode

Les études sur les couches de Nafion ont montré que la modification d’électrode par un
complexe de titanocéne permettait d’obtenir un capteur efficace pour détecter les traces de
composés aromatiques nitrés. Cependant, une perte de titanocene hors de la couche de Nafion
limite la stabilit¢ de ce capteur. Afin de contrer ce probléme, deux autres protocoles
d'immobilisation ont été étudiés : l'utilisation de nanoparticules d’or chargées permettant des
interactions électrostatiques avec le complexe de titanocéne et la synthése d'un dérivé de

titanocene qui peut étre greffé de maniére covalente en surface d’électrode.

I1.3.1 Utilisation de nanoparticules chargées

En profitant de la charge du complexe de titane étudié, positive en milieu aqueux
((CsHs)2Tiv(OHz)22+), il a été envisagé de maintenir le complexe en surface d’électrode via des
interactions électrostatiques. Pour cela, l'utilisation de nanoparticules d’or chargées

négativement a été considérée.
a. Dépot des nanoparticules en surface

Dans une premiére étude, des nanoparticules d’'un diameétre de 12 nm fonctionnalisées par
un ligand comprenant une chaine polyéthylene glycol (PEG) représenté sur la Figure 36 ont été

utilisées. Elles présentent une double charge négative en milieu aqueux.

SH
O (0]
H (0] @) H OH
HS N N/\/ {\/\/ W N
H H 5
SH o (@) o
SH HO (0]
Figure 36 : Ligand greffé en surface des nanoparticules d’or.

En premier lieu, les nanoparticules ont été simplement déposées en surface d’électrode.
Deux protocoles de modification ont été testés: i) en mélangeant les nanoparticules avec la

solution de titanocéne avant de les faire sécher en surface, ii) en les déposant séparément sur la

66



Chapitre II - Modification d’électrode par le titanocéne : développement d’un biocapteur non
enzymatique pour la détection de dérivés aromatiques nitrés

surface, d’abord une couche de nanoparticules puis une couche de titanocene. Dans les deux cas,
une couche de Nafion a été ajoutée apres séchage dans le but de maintenir les nanoparticules et
le titanocéne a la surface de I'électrode. La taille des nanoparticules devrait limiter leur perte en

solution.

Plusieurs analyses ont été réalisées sur les électrodes ainsi modifiées : une observation
visuelle de la couche, un test de stabilité en répétant la mesure du signal de titanocéne en
voltammétrie cyclique dans H,SOs 0,05 mol/L, un test d’effet catalytique sur des solutions
d’acide 4-nitrophénylacétique lorsque le signal de titanocéne est visible, et finalement un
nouveau blanc pour estimer la perte de catalyseur aprés I’analyse. Il est intéressant de noter que,
sur plusieurs modifications, lors du test de stabilité, il a été observé que le couple du titanocéne
devenait plus visible aprés avoir sorti et remis I'électrode dans I’électrolyte. Un exemple de
voltammogrammes obtenus apreés une, deux et trois immersions successives dans I’électrolyte
est montré dans la Figure 37-B. A chaque immersion 5 cycles sont directement effectués en
voltammétrie cyclique. Le processus physico-chimique de stabilisation est donc différent de

celui sans nanoparticule.

Différentes conditions de modification ont été testées en faisant varier les concentrations
en nanoparticules (concentration initiale C= 1,56.10-8 mol/L ou C divisée par 2 ou 4), titanocene
(0,1 a1 g/L dissous dans I’éthanol ou dans une solution d’acide sulfurique) et en Nafion (0,625 a

2,5% par dilution de la solution mére a 5%).

En estimant qu'il est possible d’adsorber en surface des nanoparticules une concentration
de 107 a 10-8 mol/cm? de molécules de titanocene, pour un volume donné de nanoparticules a
leur concentration initiale (C= 1,56.10-8 mol/L dans un tampon phosphate pH 7,4), il faut ajouter
le méme volume d’une solution de titanocene de concentration entre 0,1 et 1 g/L. En pratique,
afin d’observer le signal du couple Ti!V/Til, il a été nécessaire d’utiliser une solution concentrée
en titanocene, 0,5 g/L pour un dép6t de 9 pL (ou une quantité équivalente lorsque le catalyseur
est mélangé au préalable avec les nanoparticules). De plus, la solution initiale de nanoparticules
a di étre diluée par un facteur 2, car la forte présence de sels provoquait des difficultés de
séchage de la couche de Nafion. Pour les mémes raisons, le titanocene a été dissous dans une
solution acide moins concentrée. Finalement, un dépét de 9 pL de la solution de nanoparticules
diluée par 2, suivi d'un dépot de 9 pL de titanocene a 0,5 g/L dans H,SO4 0,05 mol/L a permis un
séchage correct d'une couche de Nafion de 18 pL a 2,5%. L’observation visuelle a tout de méme
montré qu'il est difficile d’obtenir des couches lisses et homogenes de Nafion en présence de
nanoparticules sur la surface de I'électrode. Des craquelures sont observées pour toutes les

concentrations en Nafion testées (18uL de 0,625% a 2,5%) et la couche semble ne pas bien
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adhérer a la surface de I'électrode. Il est possible que l'irrégularité de la surface de 1’électrode

obtenue apres dépot des nanoparticules limite I'obtention d’'une couche de Nafion satisfaisante.

La Figure 37 montre les meilleurs résultats que nous avons pu obtenir. L'évolution du
signal électrochimique en présence de différentes concentrations en dérivé nitré est visible sur

la Figure 37-A.
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Figure 37 : Meilleurs résultats obtenus avec les nanoparticules (9 uL nanoparticules diluées
par 2, 9 ulL titanocéne 0,5 g/L dans H2S04 0,05 mol/L, 18 uL. Nafion 1,25%). (A) évolution du signal
apres ajout de différentes concentrations d’acide 4-nitrophénylacétique. (B) Evolution du signal
lors du conditionnement en sortant, ringant et séchant I'électrode avant de faire une nouvelle
mesure du blanc (5¢me cycle montré). (C) Evolution du signal du blanc avant et apres la courbe
d’étalonnage (5¢me cycle montré). Voltammeétrie cyclique 100 mV/s dans H,504 0,05 mol/L.

La comparaison du signal obtenu avant et aprés les tests d’effet catalytique montre qu'il

reste une perte importante du signal (Figure 37-C). En Nafion, une perte moyenne de 20% était
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observée aprés 12 séries de deux mesures, ici, entre les deux courbes de la Figure 37-C, il y a eu
I'équivalent de 10 séries et une perte de 30% calculée sur l'intensité de courant du pic
d’oxydation. Ce premier protocole d'immobilisation a montré des difficultés pour obtenir une
électrode modifiée par un film de Nafion homogéne et peu de reproductibilité a été observée
pendant les essais de modification. De plus, ce protocole ne semble pas permettre de résoudre le

probléme de perte du catalyseur.

b. Greffage des particules via une liaison carbone-soufre

Dans le but d’améliorer la reproductibilit¢ de la modification d’électrode par des
nanoparticules d’or et la stabilité du signal, une autre méthode d'immobilisation de
nanoparticules a été utilisée en se basant sur des travaux réalisés au laboratoire sur feutre de
carbone. Cette méthode consiste a immobiliser les nanoparticules d’or en surface d’électrode
préalablement fonctionnalisée par des groupements thiols [130]. Une couche de titanocéne-

Nafion est ensuite déposée.

L’utilisation de sels d’aryle diazonium est une méthode largement répandue pour lier de
maniére covalente des groupements fonctionnels de tout type en surface d’électrode [131, 132].
En effet, le sel de diazonium peut étre préparé in situ a partir de dérivés d’aniline en présence
d’une source de nitrite. Il est ensuite réduit électrochimiquement pour former un radical aryle
qui réagit a la surface de I'électrode pour former une liaison C-aryle, laissant libre les autres

fonctions présentes sur le cycle.

Pour cette étude, 'utilisation du 4-aminothiophénol en présence de NaNO; en milieu acide,
a permis de modifier par électrogreffage la surface d'une électrode de carbone vitreux avec des
groupements thiol. L’efficacité du greffage du sel d’aryle diazonium a été estimée en comparant
le signal électrochimique d'une solution de ferricyanure de potassium avant et apres
modification. En effet les molécules de ferricyanure ont besoin d’étre en contact avec la surface
de I'électrode pour pouvoir échanger leurs électrons, un recouvrement total de la surface de
'électrode par les groupements aryles entrainerait une passivation totale du signal. Lors des
greffages réalisés, la différence de potentiel entre le pic d’oxydation et de réduction du
ferricyanure est passée de 60-70 mV a plus de 500 mV, ce qui montre qu’il y a bien un film
organique a la surface de I'électrode. Un exemple de I'évolution du signal du ferricyanure avec la

modification de surface est représenté sur la Figure 38.
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Figure 38 : Comparaison des voltammogrammes obtenus a 100 mV/s dans une solution de
ferricyanure de potassium a 10-3 mol/L en tampon phosphate 0,5 mol/L pH 7,2 sur une électrode
de carbone vitreux avant et aprés qu’elle soit modifiée par électrogreffage du 4-aminothiophénol
en présence de NaNO; en milieu acide.

18 pL d’une solution de nanoparticules d’or modifiées par des groupements citrate de
concentration 13 mmol/L dans un tampon phosphate sont ensuite déposés sur la surface de
I'électrode. L’électrode est laissée sécher une nuit pour que les groupements thiol forment une
liaison souffre-or avec la surface des nanoparticules. Les différentes étapes de greffage des

nanoparticules sont représentées sur la Figure 39.
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Electrode

Figure 39 : Etapes de greffage covalent des nanoparticules d’or fonctionnalisées par un
groupement citrate, en surface d’électrode de carbone vitreux.

L’intérét du greffage des nanoparticules réside notamment dans le fait que I'électrode peut
ensuite étre rincée, en la trempant dans un bain d’eau ultra pure, enlevant ainsi les sels du
tampon phosphate ainsi que I'excés de nanoparticules non greffées, ce qui pourrait permettre
d’obtenir une couche de Nafion plus homogene que dans les essais précédents. Aprés séchage,
une couche d’'une solution de titanocéne-Nafion est déposée a la surface de I'électrode et laissée
sécher. La premiére modification a été faite avec la solution de titanocéne-Nafion telle qu’elle
avait été optimisée dans I’étude sans nanoparticules ((18 pL, [Nafion] = 1,25% et [(CsHs).TiCl:] =
0,02 g/L). Il a cependant fallu augmenter la concentration en titanocene a 0,15 g/L pour pouvoir

observer un signal.

70



Chapitre II - Modification d’électrode par le titanocéne : développement d’un biocapteur non
enzymatique pour la détection de dérivés aromatiques nitrés

Le dégagement de dihydrogéne ayant lieu a des potentiels plus positifs sur or que sur
carbone, I'électrolyte a dii étre adapté pour pouvoir observer le signal du titanocene. En effet, la
Figure 40-A montre que le signal en H,S04 0,05 mol/L du titanocene sur électrode modifiée avec
les nanoparticules d’or et la couche Nafion-titanocéne, n’est pas résoluy, seul le pic d’oxydation
est discernable vers -0,44 V/ECS mais la réduction est couverte par le signal du dégagement
gazeux. Pour cela, nous avons cherché a augmenter le pH de I’électrolyte pour repousser le
dégagement d’hydrogéne, le potentiel du couple TilV/Tilll étant, quant a lui, indépendant du pH.
Une premiére tentative a été réalisée en réduisant la quantité d’acide sulfurique d’un facteur 10
afin de maintenir un pH suffisamment acide pour assurer une bonne stabilité du titanocéne. La
Figure 40-A montre la comparaison des voltammogrammes obtenus sur électrode modifiée pour
les deux concentrations en H,SO4. Le dégagement de dihydrogéne a bien été décalé mais le pic
d’oxydation qui restait visible pour H2SO4 0,05 mol/L juste aprés le dégagement n’est plus
visible pour H2S04 0,005 mol/L. Il semble donc que dans cet électrolyte la concentration en ions
ne soit plus suffisante pour permettre la détection du signal du catalyseur en surface d’électrode.
Deux électrolytes ont été testés : H,SO4 a 0,005 mol/L en présence de 0,2 mol/L de Na;SO4 ou de
NaCl pour assurer une bonne conductivité de la solution. La Figure 40 montre que dans ces deux
électrolytes le signal du titanocéne est visible et bien résolu du dégagement de dihydrogene. Des
tests de stabilité comparatifs ont été réalisés dans ces deux électrolytes et malgré la présence de

nanoparticules, la Figure 40-B/C montre qu’il y a une diminution du signal de titanocéne.
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Figure 40 : Comparaison des signaux obtenus en voltammétrie cyclique (100 mV/s) avec les
nanoparticules greffées a la surface de lélectrode puis recouverte par une couche de
titanocéne/Nafion (18 ul, titanocéne 0,15 g/L et Nafion 1,25%) dans différents électrolytes. (A)
Signaux obtenus dans des électrolytes H»S04 0,05 mol/L et 0,005 mol/L (10¢me cycle apreés
immersion). (B) et(C) Signaux et évolution aprés immersion dans des électrolytes H;SO; a
0,005 mol/L avec 0,2 mol/L de Na;S04(B) ou de NaCl (C).

La perte semble proportionnellement moins intense en milieu NaCl (pic d’oxydation
Ip1omin = 0,95xIpomin) qu’en milieu Na,S04 (pic d’oxydation Ipiomin = 0,70XIpomin). Cet électrolyte a
été choisi pour la suite de I'étude, la concentration de NaCl a néanmoins été abaissée a
0,045 mol/L pour garder la concentration totale en ions équivalente a I’électrolyte optimisé pour
l'utilisation d’électrodes modifiées sans nanoparticules (0,05 mol/L H2S04) mais tenter ainsi de
limiter la perte. Deux modifications ont été réalisées dans les conditions décrites précédemment
(greffage des nanoparticules puis dépot de 18 pL de titanocene 0,15 g/L et Nafion 1,25%), et
une troisiéme en déposant successivement le titanocene puis le Nafion en surface des
nanoparticules. Les électrodes ainsi obtenues ont été testées dans différentes concentrations en
acide 4-nitrophénylacétique. Les trois essais ont montré une compétition entre la réduction

directe et celle catalysée par le titanocene (Figure 41).
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Figure 41 : Exemple d’évolution du signal obtenu en voltammétrie cyclique (100 mV/s)
dans H;SO, a 0,005 mol/L avec 0,045 mol/L. de NaCl sur une électrode modifiée par des
nanoparticules d’or fonctionnalisées par des groupements citrate et recouverte d’une couche de
titanocéne/Nafion (18 uL de titanocene a 0,15 g/L dans I'éthanol puis 18 ulL de Nafion 1,25%), en
présence de différentes concentrations d’acide 4-nitrophénylacétique.

Une étude en voltammétrie cyclique a montré que le potentiel de réduction sur or des
composés aromatiques nitrés est décalé vers les potentiels plus positifs par rapport au potentiel
sur carbone alors que le potentiel du titanocéne ne varie pas (Figure 42). Méme si les potentiels
des espéces sur or du composé nitré seront légerement décalés vers les potentiels négatifs une
fois dans le Nafion, comme cela avait été observé sur carbone (Figure 17), la différence de
potentiel entre le catalyseur et I'analyte reste plus importante sur or par rapport a ce que I'on

avait sur carbone, ce qui favorise la réduction directe.
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Figure 42 : Comparaison des signaux électrochimiques obtenus par détection directe d’une
solution de titanocéne et d’une solution d’acide 4-nitrophénylacétique, toutes a 0,5 g/L dans H250;
a 0,05 mol/L, sur une électrode de carbone vitreux et sur une électrode d’or (toutes deux de
diamétre 3 mm). Voltammétrie cyclique a 100 mV/s.

c. Conclusions sur l'utilisation des nanoparticules d’or

Le greffage des nanoparticules d’or sur des fonctions thiols préalablement introduites sur
la surface de I'électrode a permis d’obtenir des couches de modification plus homogéne et sans
craquelure par rapport au protocole utilisant des nanoparticules adsorbées en surface.
Cependant les études menées soulignent plusieurs problémes issus de l'utilisation des
nanoparticules d’or dans cette modification. L'objectif visé était de maintenir les molécules de
titanocene, chargées positivement en milieu aqueux, par interactions électrostatiques avec les
nanoparticules d’or qui présentent trois groupements COOH dont les pKa sont 3,13, 4,76 et 6,40
(pour le ligand citrate seul) [133]. Cependant, pour assurer la stabilité du titanocene, des milieux
de pH inférieur a 3 ont dii étre utilisés. Bien qu’une partie des groupements acides des ligands
des nanoparticules d’or doit étre déprotonée pour les pH proches de 3, les études n’ont pas
permis de conclure s’il y avait effectivement l'interaction électrostatique attendue. En effet,
plusieurs observations ont montré que le signal continuait de diminuer malgré la présence de
nanoparticules ce qui tend a confirmer que s'il y a des interactions, elles ne sont pas suffisantes
pour l'objectif visé. De plus, afin d’obtenir un signal de catalyseur bien résolu il a été nécessaire
d’utiliser des concentrations en titanocéne plus importantes que dans les conditions sans

nanoparticules (solution de modification a 0,15 g/L au lieu de 0,02 g/L) or il avait été montré
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que les meilleures limites de détection étaient obtenues pour de faibles concentrations. Ce
protocole semble donc conduire a une perte de la sensibilité. Finalement, I'ajout d’or en surface
d’électrode conduit a un décalage du potentiel de réduction du composé nitré testé ce qui

favorise la détection directe plutot que I'effet catalytique.

L’utilisation de nanoparticules d’or ne semble donc pas étre avantageuse pour le capteur a
base de titanocene et il pourrait étre plus intéressant de considérer des nanoobjets de matériaux
différents. Des nanotubes de carbone fonctionnalisés par des groupements chargés pourraient
étre envisagés. Le carbone présente une surtension suffisante pour parer a plusieurs des
problémes issus de l'utilisation de I'or comme le décalage de potentiel des dérivés nitrés et la
présence du dégagement d’hydrogéne a un potentiel trop élevé. Afin de s’assurer de l'existence
des interactions électrostatiques, un premier protocole de modification de surface par des
groupements négatifs en milieu acide, comme par exemple des sulfonates, pourrait étre étudié
directement sur la surface de I'électrode avant de passer a l'intégration de nano-objets

présentant ces groupements.

I1.3.2 Greffage covalent

Afin d’obtenir une immobilisation robuste et durable, le greffage covalent du catalyseur en
surface d’électrode a également été envisagé. Pour cela il est nécessaire d’avoir une molécule de
titanocene fonctionnalisée qui pourra étre liée en surface d’électrode par réaction chimique. La
synthese d'un titanocéne présentant un groupement acide carboxylique a été étudiée et le

produit obtenu a été greffé et analysé électrochimiquement.

a. Synthese d'un titanocene fonctionnalisé

La synthese a été réalisée a partir des conditions développées par I'équipe de
Gansduer [134]. Cette synthese peut étre divisée en 3 étapes représentées sur la Figure 43. Les
réactifs, nombre d’équivalents et conditions expérimentales ont été pris tels que cela est décrit
dans la publication. En revanche, les quantités de réactifs ont été grandement réduites : 200 mg
de précurseur diméthylfulvéne ont été utilisés a la place de 34,8 g dans les conditions décrites

par Gansauer et al. Il a donc parfois fallu adapter les méthodes de purification.
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Figure 43 : Etapes principales de la synthése du titanocénefonctionnalisé. Adapté du travail
de Gansduer [134] (JACS, 2005)
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Figure 44 : Premiere étape, synthése du ligand.

Le diisopropylamidure de lithium, formé in situ, permet de déprotoner le carbone en a du
groupement carbonyle du tert-butylacétate. L'anion réagit alors sur le diméthylfulvéne par
addition nucléophile pour former le ligand attendu. L’analyse RMN du produit a montré que
cette étape donnait le produit attendu mais qu’'une grande quantité du réactif de départ, le
diméthylfulvéne, était encore présente. Le protocole présenté dans la publication incluait une
purification par distillation fractionnée sous pression réduite. Les premiers essais de
purification ont été faits sur une colonne d’alumine avec un suivi par chromatographie sur
couche mince. Cette méthode s’est avérée tres longue et n’a donné, dans le meilleur des cas, que
50% de rendement sur cette étape. Pour se rapprocher des conditions de purification de la
publication malgré les quantités de produits tres faibles, une distillation dans un four a boules a
ensuite été envisagée (200°C, 5.10-2 mBar). Cette méthode a permis d’obtenir un produit tres pur
mais avec un rendement de 30%. Ce faible rendement semble traduire une dégradation du
produit a la chaleur. Lors de I'évaporation du solvant de réaction a I'évaporateur rotatif, il a pu
étre observé que, le solvant (hexane) une fois recondensé présentait une couleur jaune. Une
étude RMN de ce solvant a montré qu’il contenait du diméthylfulvéne. Une méthode de
purification douce a donc été mise en place a I'aide de I'évaporateur rotatif pour extraire la
molécule de départ: quelques dizaines de millilitres d’hexane sont ajoutés au produit puis
évaporés, sous 200 mBar a température ambiante, entrainant le diméthylfulvene hors du
produit. Cette opération est recommencée jusqu’'a ce que I’hexane recondensé reste limpide.
Cette méthode a permis un rendement global sur cette étape de 87% avec une élimination

compléte du diméthylfulvene.
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Figure 45 : Deuxieme étape, complexation au titane.

La deuxiéme étape est une réaction de métallation du ligand, déprotonné par le tert-
butyllithium, par le titane. Afin d’obtenir la précipitation d’un solide rouge en fin de synthese,
comme décrit dans la littérature, il a été nécessaire de placer le ballon au congélateur. Le produit
est obtenu avec un sous produit jaune qu'il est possible de filtrer en dissolvant le produit dans
du dichlorométhane. La premiere synthése ayant donné le solide attendu présentait un
rendement de 5%. Afin d’améliorer ce rendement, le complexe de titane industriel a été sublimé
pour éliminer toute trace d'impuretés et d’eau. Dans le meilleur des cas, le rendement obtenu a
été de 12% alors que le rendement annoncé dans l'article était de 66%. La différence de
rendement observé est slirement due a la réduction d’échelle de la réaction. La cristallisation du
produit est plus difficile et la moindre trace d’eau aura un impact plus important sur la stabilité

de 'anion.

Cette étape est donc trés limitante dans cette synthése.

ZnCl, 4 Cl
— Til
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Figure 46 : Troisieme étape, déprotection du groupement fonctionnel.

Le chlorure de zinc étant un acide de Lewis, cette étape va permettre la déprotection de
'ester qui vient se substituer a un chlorure sur le titane. Peu de modifications ont été apportées
a la derniére étape. Le rendement moyen obtenu a été de 75%, légerement inférieur a celui
attendu de 96%. Le produit est obtenu en un mélange de sa forme ouverte et fermée. Mais les

deux formes donneront le méme produit lors de I'étape de greffage.
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b. Greffage en surface d’électrode

Afin de pouvoir greffer le dérivé de titanocéne fonctionnalisé sur une électrode, il est
nécessaire d’avoir en surface un groupement fonctionnel adapté. La modification de surface par

des groupements amines a donc été réalisée.

La p-phénylénediamine est mise en présence de NaNO; en milieu acide pour former in situ
le sel de diazonium correspondant a la transformation d'un des groupements amines. Apres
réduction électrochimique, la surface d’une électrode de carbone vitreux est modifiée avec des
groupements amines qui réagissent ensuite avec le chlorure d’acyle du titanocene

fonctionnalisé. Les étapes de cette modification sont résumées sur la Figure 47.

A Base \
§T'C| N NH, —> N C?I;Ti

T Electrogreffage

NH,
+ /©/ + NaNO,
H,N

Electrode

Figure 47 : Etapes du greffage du complexe de titane synthétisé sur une électrode de
carbone vitreux.

L’efficacité du greffage du sel d’aryle diazonium a été estimée en comparant le signal
électrochimique d’'une solution de ferricyanure de potassium avant et apres modification. Lors
des greffages réalisés la différence de potentiel entre le pic d’oxydation et de réduction du
ferricyanure est passée de 60-70 mV a 300-400 mV (exemple de voltammogrammes obtenus
Figure 48). Une passivation totale n’a pas été observée, ce qui indique que le recouvrement n’est

pas optimal, cependant I’étalement important du signal confirme qu’il y a bien eu greffage.
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Figure 48 : Comparaison des voltammogrammes obtenus a 100 mV/s dans une solution de
ferricyanure de potassium a 10-3 mol/L en tampon phosphate 0,5 mol/L pH 7,2 sur une électrode
de carbone vitreux avant et apres qu’elle ne soit modifiée par des sels d’aryle diazonium selon le
protocole présenté sur la Figure 47.

La deuxieme étape de cette modification a lieu en milieu inerte. Le groupement COOH du
complexe synthétisé est transformé en chlorure d’acyle par réaction avec du chlorure de
thionyle [134]. Apres évaporation de ce dernier, le complexe est mis en présence d’'une base et
des électrodes modifiées pendant plusieurs heures. Le rendement total de la réaction de
synthese du titanocéne fonctionnalisé étant limité, les quantités de complexe obtenues étaient
tres faibles. Seulement trois tentatives de greffage ont pu étre réalisées. Une premiére base, la
triéthylamine a été testée pour une durée de greffage de 16 et 20 h et un essai avec de I'hydrure

de sodium a été réalisé pour une durée de greffage de 20 h.

Apres lavage, les électrodes sont analysées par voltammeétrie cyclique en milieu H2SO4
0,5 mol/L afin d’avoir la meilleure conductivité et de directement pouvoir repérer si le signal
diminue comme dans le cas des couches Nafion-titanocéne. Un signal identique a pu étre observé
sur les voltammogrammes des trois essais. Le greffage réalisé en présence de NaH a cependant
donné le résultat le plus visible et le signal obtenu est présenté Figure 49. Un systeme réversible
est observé au potentiel de -0,24 V. Ce systéme semble bien correspondre a une molécule
immobilisée car la différence entre le pic de réduction et le pic d’oxydation est plus faible que les
60 mV observés lors d'un échange d'un électron incluant un processus diffusif. Ce systéme
présente un décalage assez important de potentiel par rapport a celui obtenu dans le Nafion
(E1/2 = -0,44 V/ECS). Des solutions d’acide 4-nitrophénylacétique ont ensuite été ajoutées pour
vérifier que le catalyseur ainsi immobilisé était toujours actif en catalyse. Les résultats,
représentés sur la Figure 49, montrent qu’il y a apparition d'un signal a un potentiel plus bas que
le couple greffé et non pas une déformation du systeme réversible. Il s’agit d'une détection

directe.
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Plusieurs hypothéses peuvent expliquer cette absence d’activité catalytique : le greffage de
la molécule empéche le complexe de se lier au dérivé nitré pour que la réaction de catalyse
puisse avoir lieu (mécanisme par sphére interne), le groupement fonctionnel sur le complexe
annihile son activité catalytique ou une étape lors du greffage a pu dégrader le complexe (perte

d’un cyclopentadiene par exemple).
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Figure 49 : Voltamogrammes obtenus sur électrode greffée par le complexe de titane
synthétisé pour la mesure d’'un blanc analytique, électrolyte H,SO, 0,5 mol/L seul, et d’'une
solution a 5 mg/L d’acide 4-nitrophénylacétique dans H>S04 0,5 mol/L (20 mV/s).

c. Conclusions sur le greffage covalent d’'un complexe de titanocéne

Bien que le titanocene greffé présente un systéme réversible en voltammétrie cyclique, il
ne montre pas l'activité catalytique observée précédemment sur le titanocéne dans le Nafion.
Cependant, il serait nécessaire de refaire la synthése du complexe fonctionnalisé pour en obtenir
une plus grande quantité et conclure définitivement sur l'efficacité de ce composé. Ainsi, une
analyse électrochimique du complexe pourrait étre effectuée a chaque étape afin de vérifier son

activité catalytique en solution et sa stabilité au cours du protocole d'immobilisation.
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Conclusions

Le complexe de titane (CsHs).Ti!(OH2).* présente une forte activité catalytique envers la
réduction des composés aromatiques nitrés. Par un processus a 6 électrons, il réduit
directement les espéces nitrées en amine, contre 4 électrons pour former ’hydroxylamine lors
de la détection directe. Une constante de vitesse de 1,9.10% mol-lL.s'l a été calculée pour la
catalyse de l'acide 4-nitrophénylacétique en solution. Le catalyseur a donc pu étre intégré a un
capteur électrochimique pour les composés aromatiques nitrés. Dans un premier temps, le
titanocene a été immobilisé dans un film de Nafion par un simple dép6t d’'une goutte de solution
puis évaporation sur une électrode de carbone vitreux. Montrant une stabilité et reproductibilité
acceptable, cette premiere méthode a permis d’étudier les performances d’'une modification par
le titanocene. Une série de composés aromatiques nitrés a pu étre détectée avec une réponse
linéaire dans une gamme de 0,5 a 50 mg/L et des limites de détection de I'ordre de la micromole
par litre. Aucun effet catalytique n’a été observé pour les composés nitrés aliphatiques testés, ce
qui souligne la sélectivité du capteur envers la famille des aromatiques nitrés. Le capteur ainsi
réalisé permet donc d’obtenir une information quantitative sur la présence totale de polluants

aromatiques nitrés dans un échantillon.

La principale limite du capteur obtenu par dép6t de goutte d’'une solution de Nafion est le
manque de stabilité. En effet méme s'il est possible de réaliser une série de mesures de maniere
fiable, une perte progressive du signal de titanocéne a pu étre observée. Cette diminution étant
due a la perte du titanocéne hors de la matrice, deux autres protocoles d'immobilisation ont été
considérés : l'intégration de nanoparticules d’or chargées négativement entre 1'électrode et la
couche de Nafion, afin de maintenir le catalyseur par force électrostatique, et le greffage covalent
via I'électroréduction de sels de diazonium d’un titanocéne fonctionnalisé obtenu par synthese.
Les études n’ont pour le moment pas abouti, car lorsque le signal de titanocéne est observé il n’a
pas été possible d’obtenir un effet catalytique permettant de construire le capteur. Ces deux
pistes ne semblent néanmoins pas étre des impasses et pourront étre approfondies. Le greffage
covalent serait notamment tres intéressant pour fonctionnaliser des réseaux d’électrodes de

maniére homogéne.
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Partie expérimentale

Réactifs et matériels

L’acide 4-nitrophénylacétique 99%, le chlorure de sodium, le ferricyanure de potassium
99+%, le nitrite de sodium, le chlorure d’ammonium, la triméthylamine 99% et le
4-amniothiophénol  ont  été  obtenus d'Acros Organic. Le  dichlorure de
bis(cyclopentadiényl)titanium(IV) 97%, la solution de Nafion 117, le nitrobenzéne, la
m-nitroaniline, le 2,4-dinitrotoluene, le nitrométhane 96%, le nitrocyclohexane, 'acétate
d’éthyle, le chlorure de thionyle, le n-buthyllithium (2,5 mol/L dans I'’hexane), le tert-
butyllithium (1,7 mol/L dans le pentane), I'hydrure de sodium et la p-phénylénediamine ont été
achetés chez Sigma-Aldrich. Le m-nitrophénol et le 2,6-dinitrophénol viennent de Fluka et I'acide
phosphorique de Panreac Chimica. La diisopropylamine 99%, le tétrahydrofurane (redistillé), le
tert-butylacétate 99%, le trichlorure de cyclopentadiényltitanium(IV), le chlorure de Zinc 99+%
et la soude 98% ont été fournis par Alfa Aesar. Le p-nitrotoluéne 99% vient de Janssen Quimica ;
le dichlorométhane analytique de Fisher ; et le métronidazole 99+%, le diméthylfulvene et le
méthyl tert-butyl éther de TCI (Tokyo Chemical Industry). L’acide sulfurique 95%, 'acide
chlorhydrique 37%, 'hexane et I’éthanol absolu ont été fournis par VWR Chemicals. Le

chloroforme deutéré a été acheté chez Euriso-Top.

Toutes les solutions aqueuses ont été préparées dans de 'eau ultra pure (EUP) obtenue
par un appareil Simplicity UV de Millipore. Les solutions de nanoparticules ont été fournies par
I'équipe de Valérie Marchi et Pascale Even-Hernandez (équipe MaCSE, Institut des Sciences

Chimiques de Rennes).

Les mesures électrochimiques ont été réalisées sur un Potentiostat BioLogic SP-50, avec
un systeme a 3 électrodes, I'électrode de travail était une électrode de carbone vitreux (2 3 mm)
dans un tube en verre (2 6 mm) fabriquée dans notre laboratoire, la contre électrode un fil de
platine et I'électrode de référence une électrode au calomel saturé, toutes deux fournies par
Radiometer Analytical. Le traitement des données a été réalisé sur le logiciel du potentiostat
EC-lab ainsi que le logiciel de traitement Origin. Les simulations numériques des
voltammogrammes ont été réalisées grace au programme KISSA 1D program 10 en utilisant les
options numériques par défaut en considérant une diffusion plane. Les lois de Butler-Volmer ont

été considérées pour la cinétique de transfert d’électrons et le coefficient a pris a 0,5.
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Nettoyage des électrodes
Avant modification, les électrodes sont polies (feuille de polissage de grains 1200 puis
4000) et la surface est testée par la mesure d'une solution de ferricyanure de potassium a
10-3 mol/L dans un tampon phosphate 0,5 mol/L pH 7,2. Les électrodes sont ensuite lavées par

un bain d’éthanol absolu puis un bain d’EUP, tous les deux de 5 minutes sous ultrasons.

Procédures analytiques
Les analyses sont effectuées en voltammeétrie cyclique en solution d’acide sulfurique, avec
ou sans composés nitrés, et sous atmospheére inerte. Les électrolytes sont faits par dilution
d’acide sulfurique et ajout éventuel de sels. Entre chaque mesure, I'électrode est remuée dans la
solution afin de bien renouveler les molécules d’analyte pénétrant dans la couche de polymére.
Une fois les analyses finies les électrodes modifiées sont rincées avec une solution d’acide

sulfurique pH 3.

Modification par un film Nafion-titanocene
La solution de modification est réalisée en dissolvant le complexe de titanocéne dans de
I’éthanol et mélangeant la solution obtenue avec la solution industrielle de Nafion 117 (Nafion a
5% dans un mélange d’alcools aliphatiques). La masse de titanocéne et les proportions des
mélanges sont adaptées selon les concentrations finales voulues. Sauf indication contraire, 18 pL
de solution de modification sont déposées en surface d’électrode. L’électrode est laissée une nuit
a température ambiante pour le séchage. L’électrode modifiée est directement testée par des

analyses électrochimiques.
Modification avec nanoparticules

Greffage des sels de diazonium
Dans une cellule (systéme a trois électrodes comme pour le reste des analyses), une
solution a 1 mmol/L en 4-aminothiophénol dans H.SO4 a 0,5 mol/L est placée dans un bain a 0°C
et dégazée a I'argon. Un équivalent de nitrite de sodium est ajouté a la solution pour former in
situ les sels d’aryldiazonium. Le greffage électrochimique est ensuite réalisé par voltammétrie
cyclique : 30 cycles entre 0 et -0,6 V/ECS a 100 mV/s. L’électrode est ensuite lavée dans un bain
d’EUP 15 min sous ultrasons puis le signal d’'une solution de ferricyanure a 10-3 mol/L dans un

tampon phosphate 0,5 mol/L pH 7,2 pour comparer avec le signal avant greffage.

Ajout de nanoparticules, titanocene et Nafion
L’ajout de nanoparticules directement sur électrode nue ou sur électrode modifiée par un
sel de diazonium se fait directement par dépot de la solution de nanoparticules en surface

(éventuellement diluée par de 'EUP et/ou mélangé a une solution de titanocéne en acide
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sulfurique) puis séchage en conditions ambiantes pendant une nuit. Lorsque la modification
n’est pas faite par une solution titanocene/Nafion comme décrit plus haut, selon les essais le
titanocene est dissous soit dans I'éthanol soit dans une solution d’acide sulfurique avant d’étre
déposé sur les nanoparticules. L’électrode est de nouveau laissée a I'air pour sécher au moins 3h.
Le Nafion est dilué a I’éthanol avant d’étre déposé. L’électrode est finalement laissée en

conditions ambiantes pour une nuit avant d’étre testée.

Greffage covalent de titanocéne

Syntheése du titanocéne modifié

)QECRPN'S S ggc] ﬁ*”\ JoRP

TiZ

Etapes principales de la synthése du titanocéne fonctionnalisé. Adapté du travail de

Gansduer [134] (JACS, 2005)

Toutes les étapes de synthése sont faites en verrerie anhydre sous atmosphére d’argon.

Apreés chaque étape les produits sont analysés et validés par étude RMN du proton dans CDCls.

e Etape 1:Syntheése du 3-Cyclopenta-1,3-dienyl-3-methyl-butyric acid tert-butyl

ester

Environ 250 pL de diisopropylamine sont ajoutés a 1 mL de THF anhydre. Apreés
refroidissement a -60°C par de l'azote liquide dans un bain d’acétate d’éthyle, 600 uL de
n-butyllithium sont ajoutés goutte a goutte. La solution est agitée 1 h, puis 200 pL de
tert-butylacétate sont ajoutés goutte a goutte. Apres une nouvelle agitation de 1 h, 200 pL de
diméthylfulvéne sont ajoutés goutte a goutte. La solution est laissée sous agitation pendant 16
heures dans le bain d’acétate d’éthyle revenant progressivement a température ambiante. La
solution obtenue est lavée trois fois avec 1 mL de NH4Cl puis, une fois avec 1 mL de NaCl saturé,
elle est ensuite séchée sur du MgS04. Finalement, la solution est filtrée et les solvants sont
évaporés a I'évaporateur rotatif a température ambiante et sous une pression de 200 mBar. Des
fractions d’environ 50 mL d’hexane sont ajoutées puis évaporées dans les mémes conditions
jusqu’a ce que le condensat d’évaporation devienne limpide.

RMN du proton (300 MHz, Chloroforme-d) : 6 = 6,65 - 6,55 (m, ,1H), 6,44 - 6,41 (m, ,1H), 6,41* -
6,37* (m, 1H), 6,33-6,29* (m, 1H), 6,21-6,18* (m, 1H), 6,04 - 6,01 (m, 1H), 3,00-2,97* (m, 2H),
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2,97-2,94 (m, 2H), 2,38 (s, 2H), 2,37* (s, 2H), 1,36 (s, 9H), 1,34* (s, 9H), 1,29 (s, 6H), 1,29* (s,

6H). * Protons des formes mésomeres

e Etape 2 : Synthése du dichloro-n’-cyclopentadienyl- n°-(1-tert-butoxy-carbonyl-

2,2-dimethylethyl) cyclopentadienyl titanium

100 mg du composé de la premiere étape sont dissous dans 2 mL de THF anhydre. La
solution est ensuite refroidie a -78°C par de l'azote liquide dans un bain d’acétate d’éthyle.
160 pL de tert-butyllithium sont ajoutés goutte a goutte puis la solution est agitée pendant 2 h a
-78°C. 154 mg de CpTiCl3, préalablement dissous dans 3 mL de THF anhydre et refroidis a -40 °C,
sont ensuite ajoutés goutte a goutte. La solution est agitée pendant 8 heures. Le récipient est
ensuite laissé quelques heures au congélateur. Le précipité formé est lavé avec du MTBE jusqu'a
ce que le filtrat soit incolore (environ 20 mL), il est ensuite dissous dans du CHzClz2. La solution
est filtrée sur coton et les solvants sont évaporés a I’évaporateur rotatif.

RMN du proton (300 MHz, Chloroforme-d) : § = 6,56 (dd 3] = 2,4 Hz, 4] = 2,4 Hz, 2H), 6,47 (s, 5H),
6,41 (dd, 3] = 2,4 Hz, 4 = 2,4 Hz, 2H), 2,46 (s, 2H), 1,37 (s, 6H), 1,35 (s, 9H).

e Etape 3 : Synthése du Titanocene fonctionnalisé final

50 mg du composé de I'étape 2 sont dissous dans du CH2Cl2 et 37 mg de ZnCl2 sont ajoutés.
La solution est agitée pendant 16 heures a température ambiante. Le mélange est ensuite lavé
avec 50 mL de HCI 1mol/L contenant 5 g de NaCl. Finalement, la solution obtenue est filtrée et
les solvants évaporés sous pression réduite.
RMN du proton (300 MHz, Chloroforme-d) : 6 = 6,70 - 6,66 (m, 1H), 6,55 (s, 5H), 6,54-6,51 (m,
1H), 6,15 (m, 1H), 6,10 (m, 1H), 2,69 (d, ] = 15 Hz, 1H), 2,33 (d, ] = 15 Hz, 1H), 1,31 (s, 3H), 1,22
(s, 3H).

Greffage en surface d’électrode

o Greffage des sels de diazonium

Dans une cellule (systeme a trois électrodes comme pour le reste des analyses), 20 mL de
H,S04 a 0,5 mol/L contenant 20 mg de p-phénylénediamine sont placés et dégazés a I'argon a
température ambiante. 7,6 mg de nitrite de sodium sont ajoutés a la solution pour former in situ

les sels d’aryldiazonium. Le greffage électrochimique est ensuite réalisé par voltammétrie
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cyclique : 30 cycles entre 0 et -0,4 V/ECS a 100 mV/s. L’électrode est ensuite lavée dans deux
bains d’EUP 5 min sous ultrasons puis le signal d’une solution de ferricyanure a 10-3 mol/L dans

un tampon phosphate 0,5 mol/L pH 7,2 est mesuré pour comparer avec le signal avant greffage.

e (Greffage du complexe de titane synthétisé

5 mg du produit de synthese sont placés sous atmospheére d’argon, puis 1 mL de SOCI; est
ajouté. Apres une agitation de 2 h, pendant lesquelles a lieu la réaction entre le complexe et le
chlorure de thionyle, la cellule est placée sous vide pour évaporer l'excés de chlorure de
thionyle. 3 mL de dichlorométhane sont ajoutés, puis une petite quantité d’'une base (pointe de
spatule de NaH ou environ 100 pL de triéthylamine). Les électrodes sont ensuite placées dans
cette solution et laissées sous agitation pendant 16 ou 20 h (toujours sous atmosphere d’argon).
Les électrodes sont ensuite rincées dans un bain d’EUP de 5 min sous ultrasons avant d’étre

analysées électrochimiquement.
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Introduction

Par analogie avec certains systémes de reconnaissance biologique hautement spécifiques,
les polymeres a empreintes moléculaires (MIP) ont été développés pour obtenir des systémes
ligands-récepteurs plus simples, robustes et adaptables a de nombreuses molécules. Les MIPs
sont des matrices polymeéres qui présentent dans leur structure des cavités complémentaires a
une molécule, servant donc de sites de reconnaissance spécifique. Les polymeéres a empreintes
moléculaires sont formés en trois étapes (schématisées sur la Figure 50) : la mise en solution de
la molécule qui va servir de modele avec les monomeres, la polymérisation et finalement une
étape de lavage pour retirer la molécule modele et laisser libres les cavités. Lors de la premiere
étape, la molécule modéle peut étre la molécule cible elle-méme [102] ou un analogue [103]. En
solution, les monomeres vont se préorganiser autour des molécules cibles pour former un
complexe qui deviendra la cavité aprés polymérisation. Les monomeéres doivent donc présenter
les fonctions adaptées pour se lier aux molécules modéles, soit de maniéere covalente, soit via des
interactions faibles de types liaisons hydrogenes, ioniques, métalliques ou forces de Van der
Waals [135]. Ces liaisons doivent étre suffisamment stables pour garder la structure pendant la
polymérisation, en présence d'un réticulant, mais suffisamment labiles pour permettre
I'extraction de la molécule, et, lors de I'utilisation, la réinsertion d'une cible. Aprés une phase
d’extraction, par lavage ou réactions inverses dans le cas de liaisons covalentes, des cavités
seront donc présentes dans la matrice 3D présentant la forme et la taille de la molécule mais
possédant également des sites d'interactions chimiques dans des positions complémentaires a la

cible : des empreintes moléculaires.

Préorganisation

Cibl ~
o < @ © @ @ @
2 e —_— 0 —>
Vi & 4. Polymérisation @ (0] Extraction
AN dumodele

Figure 50 : Schéma des différentes étapes d’obtention d’un MIP.

Les applications envisagées pour les MIPs sont basées sur I'utilisation de récepteurs ou
points d’ancrage spécifiques : la purification ou séparation [136], la catalyse [137], la synthése
spécifique [138] et I'analyse chimique [139, 140]. Dans le cas de I'analyse, l'utilisation d’'un MIP
en surface d'un transducteur va permettre la purification mais aussi la préconcentration de

I'analyte, ce qui donnera un signal plus intense et plus clair. L'utilisation d’'un MIP a été étudiée
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pour différents types de méthodes analytiques, par exemple, des méthodes optiques [141],
gravimétriques [142], électrochimiques [143] et est considérée comme biomimétique avec une
affinité s’apparentant a celle des récepteurs biologiques traditionnellement utilisés dans les tests

ELISA [144].

La majorité des MIPs est synthétisée par polymérisation radicalaire de monomeres
vinyliques, acryliques ou dérivés car ils peuvent former des liaisons hydrogenes avec une grande
variété de molécules et, de plus, I'extraction de la molécule modéle peut se faire dans des
conditions douces. Ces MIPs sont synthétisés en solution sous forme de monolithes qui doivent
étre broyés et tamisés avant d’intervenir dans un protocole d’'immobilisation en surface de
capteurs. Dans le cas d’utilisation d’électrodes pour la détection électrochimique, comme c’est le
cas dans cette étude, les MIPs réalisés par électropolymérisation sont intéressants car ils
permettent d’obtenir, en une étape, un film homogeéne d’épaisseur controlée adhérant en surface
du capteur. Des couches conductrices peuvent étre obtenues a partir de monomeéres comme
I'aniline, le pyrrole, le thiophéne et leurs dérivés et, a 'inverse, les monomeéres tels que les

phénols, thiophénols ou phénylénediamines permettent d’obtenir des MIPs isolants [145].

Dans le cadre de ce travail, pour le développement d'un MIP spécifique au
2,4,6-trinitrotoluéne, I'aniline a été choisie. La polyaniline est un polymere bien étudié, obtenu
électrochimiquement et qui a été utilisé a plusieurs reprises pour former différents MIPs [58,
146, 147]. Elle présente bien des affinités avec les dérivés aromatiques nitrés, permettant des
interactions faibles via son groupement aromatique conjugué et ses fonctions amines, comme
cela a été développé dans le chapitre I. L’aniline seule polymérise linéairement. Afin d’obtenir
une matrice robuste, I'o-phénylenediamine (oPD) est souvent choisie comme réticulant [148,
149]. Ces conditions ont déja été utilisées pour la formation d’'un MIP spécifique a un autre

aromatique nitré le dinitrocrésol [101].

Dans un premier temps, les études ont été menées sur des électrodes simples en carbone
vitreux, afin d’optimiser la synthese du MIP et étudier son application pour la détection
électrochimique de molécules dérivées du 2,4,6-trinitrotoluene (TNT). En effet, le TNT étant une
molécule dangereuse et non accessible dans tous les laboratoires, les études ont été menées sur

des molécules modéles : le 4-nitrotoluéne (4NT) puis le 2,4-dinitrotoluene (2,4DNT).
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III.1 Développement et optimisation de la synthese d’'un MIP pour la

détection du 4-nitrotoluene

II1.1.1 Etude de monomeres de type aniline
a. Copolymere aniline/o-phénylénediamine

i.  Electropolymérisation du copolymeére aniline/o-phénylénediamine

Afin de ne pas étre confronté a des problemes de solubilité de la molécule modéle, les
conditions expérimentales de fabrication du polymére sont basées principalement sur le travail
de I'équipe de Gomez-Caballero, ou la synthese d’'un MIP pour le dinitrocrésol est faite en milieu
partiellement organique [101]. Lors des études menées, la polymérisation a été réalisée en
dissolvant les quantités voulues d’aniline et du réticulant o-phénylénediamine (oPD) en milieu
éthanol-H,SO4 0,2 mol/L (50/50), en présence de 10 mmol/L de la molécule cible.
L’électropolymérisation est réalisée en voltammeétrie cyclique entre -0,1 et 0,9 V/ECS, a 50 mV/s,
sur une électrode de carbone vitreux de 3 mm de diamétre. La Figure 51 représente le signal

obtenu lors de cette polymérisation.

0,16 -
0,14
0,12
0,10
0,08 -
0,06 -
0,04
0,02 -
0,00
-0,02 -
-0,04

Courant (mA)

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Potentiel (V/ECS)

91



Chapitre 11l - Développement d’un polymeére a empreintes moléculaires pour des analogues du TNT sur
électrode de carbone vitreux

B)
0,05 -
] P2
0,04 -
0,03
< 0,02+
é i
~ 0,01
% J
S 0,00
O -
© .0,01-
-0,02
-0,03 1
J 1'
-0,04

-0 o0 01 02 03 04 O5 06 0,7 08
Potentiel (V/ECS)

Figure 51 : Voltammétrie cyclique (50 mV/s) obtenue lors de la polymérisation en milieu
éthanol-H2504 0,2 mol/L (50/50), de 120 mmol/L d’aniline et 1,2 mmol/L de o-phénylénediamine,
20 cycles : (A) Signal total, premier cycle en rouge et gras et (B) Zoom pour les cycles a partir du
deuxiéme. Electrode de carbone vitreux (0,07 cm?).

Sur le premier cycle de la polymérisation, les signaux des monomeéres (M1 et M2) sont
bien visibles. M2 est le signal d’oxydation de I'aniline (équation (8)). Une fois sous la forme d'un
radical déprotoné I'aniline va polymériser en attaquant un autre monomere en position para. M1
est le signal d’oxydation de 'oPD (équation (9)). La molécule pouvant étre réduite sur ses deux
groupements amine, la polymérisation pourra se faire en para de chaque groupement et former
ainsi un point de réticulation. Ces deux signaux diminuent avec le nombre de cycles. Il a été
choisi de placer la borne de potentiel supérieure a 0,8 V/ECS avant 'apparition du maximum de
pic de 'aniline car il a été montré qu’'un potentiel trop élevé pouvait provoquer I'hydrolyse du
polymeére formé et conduire a un systéme réversible quinone /hydroquinone parasite [101, 150].
Au fur et a mesure des cycles, plusieurs signaux P apparaissent et s’intensifient. Ils
correspondent a des signaux du polymeére dont les couples d’oxydoréduction sont représentés
sur l'’équation (10). Le couple P1 correspond aux formes leucoéméraldine/éméraldine
polaronique de la polyaniline [148]. La zone comprenant les signaux P2 et P3 est moins lisible
car s’y superposent le signal du couple des formes éméraldine/pernigraniline du polymere ainsi
qu’'un signal issu des fonctions situées sur les sites de réticulation [151]. La présence de
4-nitrotoluéne ou de 2,4-dinitrotoluéne dans le milieu de polymérisation pour former les cavités
ne change pas l'allure du signal car ces molécules ne sont pas électroactives dans la fenétre de
potentiel utilisée pour I'électropolymérisation et leur présence et les interactions faibles qu’elles

forment avec les monomeéres ne perturbent pas le mécanisme de polymérisation.
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Figure 52 : Réactions électrochimiques visibles sur le signal de polymérisation. Les formes
leucoémeéraldine et pernigraniline existent avec différents degrés de protonation non représentés
icl.

La croissance du signal électrochimique lors de la polymérisation indique que le polymere
présente un signal électrochimique entre -0,1 et 0,8 V/ECS. La Figure 53 représente le signal de
base du polymeére, polymérisé dans les conditions de la Figure 51, pour la fenétre de détection
qui a été utilisée par la suite. Un signal est présent vers les plus hauts potentiels et persiste sur
les trois cycles. Ce signal correspond au systeme P1/P1’ du polymere qui méme s’il est en faible
intensité reste encore présent entre -0,4 et 0 V/ECS. Il sera donc important par la suite de choisir
les conditions d’analyse afin que le signal de réduction de la molécule nitrée soit bien résolu par

rapport a ce signal de base.
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Figure 53 : Analyse en voltammeétrie cyclique (100 mV/s) dans H:SO4 0,5 mol/L d’une
électrode de carbone vitreux modifiée par un polymére issu d'un milieu de polymérisation
contenant 120 mmol/L d’aniline et 1,2 mmol/L d’o-phénylénediamine, polymérisé sur 20 cycles
(conditions de la Figure 51).

il.  Mise en place du protocole de mesure

Lors de I'étude d’électrodes modifiées par un MIP, deux protocoles sont importants a
étudier : la synthése du polymeére et son utilisation, c'est-a-dire les étapes pour effectuer une

mesure d’une solution inconnue avec cette électrode.

Pour pouvoir optimiser les conditions de synthese du MIP, il est important de pouvoir
comparer les essais de modification d’électrode entre eux. Le plus efficace est de mesurer une
solution de dérivés nitrés de concentration fixée avec chaque électrode. Pour cela, un premier
protocole de mesure a été mis en place rapidement. Lors de l'utilisation d’'une électrode modifiée
par un MIP, le protocole de mesure se fait en plusieurs étapes, représentées sur la Figure 54 :
une étape d’extraction pour laver le polymere en enlevant toute molécule restant des utilisations
précédentes (molécules non atteintes par la mesure, molécules réduites restant dans les cavités
et molécules qui ont servi de modéle pendant la polymérisation) puis une étape d’incubation
dans la solution a analyser. Ces deux étapes doivent avoir une durée suffisante pour permettre a
la molécule de rentrer dans la matrice du polymere (étape d’incubation) ou d’en sortir (étape
d’extraction). L’électrode est ensuite rincée et transférée dans une cellule électrochimique pour

effectuer la mesure.
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Figure 54 : Schéma de principe des différentes étapes pour effectuer une mesure d’une
solution avec une électrode modifiée par un MIP.

Afin de réaliser une étude rapide des conditions de mesures, les électrodes ont été
modifiées dans des conditions directement adaptées du travail de I'équipe de Goémez-Caballero
[101] et décrites dans le Tableau 5. La concentration choisie pour comparer les matrices est de
10-5 mol/L en 4NT, dans un milieu d’incubation de solvant éthanol-eau 90/10 (v/v) afin de se
rapprocher au mieux des matrices environnementales aqueuses tout en gardant une bonne
solubilité. L’extraction est effectuée dans un bain eau-éthanol 60/40 (v/v). Les deux bains sont

effectués sous une agitation douce sur plateau rotatif.

Tableau 5 : Conditions initiales de polymérisation et d’utilisation du MIP a base d’aniline et
d’oPD pour la détection du 4-nitrotoluene.

MODIFICATION D'ELECTRODE

Solution de polymérisation Polymérisation
(EtOH-H:S04 0,2 mol /L 50-50 v/v) (50 mV/s)
Aniline o-phényléne- Molécule cible Potentiel Nombre de cycles
diamine
120 mmol/L 3 mmol/L 10 mmol/L  -0,1a0,9 V/ECS 30

UTILISATION DE L'ELECTRODE MODIFIEE

Bain d'extraction Bain d'incubation Méthode de mesure
10 min 30 min
Eau-Ethanol 60-40 v/v Eau-Ethanol 90-10 v/v Voltammetrlel cyclique 100 mV/s
Rincage EUP + analyte Electrolyte : H;SO4 0,5 mol/L
Rin¢age EUP

e Méthode de mesure

Trois séquences électrochimiques ont d’abord été testées afin d’assurer la meilleure
résolution possible du signal de réduction du dérivé nitré en hydroxylamine, réduction
impliquant 4 électrons (voir chapitre I). Le test a été fait dans les conditions d’utilisation de

I'électrode modifiée décrites dans le Tableau 5. Ces séquences comprennent deux étapes : une
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premiére étape a pour but de diminuer le signal du polymere et de stabiliser le signal de base, et
une seconde étape consiste a effectuer la mesure. Cette derniére est toujours réalisée par
voltammeétrie cyclique avec un balayage en potentiel compris entre 0 et -0,8 V a 100 mV/s. La
fenétre de potentiel choisie nous permet de bien voir ou se situe le pic du 4NT et s'il est bien
résolu du pic de polymere et du dégagement de dihydrogene. Les premiéres étapes des trois
séquences étudiées sont les suivantes : 4 cycles entre 0 et 0,2 V (méthode 1), une voltammétrie
linéaire (LV) entre -0,2 V et 0 V (méthode 2) et une chronoampérométrie de 4 s a 0 V (méthode
3). Les signaux obtenus pour chaque méthode pour la détection du dérivé nitré sont représentés
sur la Figure 55. Apres incubation, deux pics sont observés : celui de potentiel plus élevé est
celui du polymere, identifiable par sa persistance sur le deuxieme cycle, et le deuxiéme
correspond au signal de I'analyte, ce qui a été confirmé ensuite en faisant varier la concentration.
Bien que la troisieme méthode soit celle qui donne le maximum d’intensité de courant sur le pic
du polymere, elle donne également la meilleure résolution. C’est cette méthode qui a été gardée

pour la suite des études avec une chronoampérométrie d'une durée augmentée a 5 s.
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Figure 55: Comparaison du signal de réduction obtenu par différentes séquences
électrochimiques pour une électrode modifiée et utilisée dans les conditions du Tableau 5 pour
une solution a 10-> mol/L de 4NT. Voltammogrammes a 100 mV/s dans H>S04 0,5 mol/L.

e Bains d’extraction et d'incubation

Ces premiéres conditions testées ont donc effectivement donné un signal détectable et
quantifiable pour I'analyse de la solution témoin. Afin d’augmenter encore le signal du dérivé
nitré, différentes durées pour les bains d’extraction et d’incubation ont été envisagées; les
conditions testées et l'intensité de courant du pic de réduction mesurée dans chaque cas sont
représentées dans le Tableau 6. Le bain d’extraction permet d’enlever les molécules réduites

pendant I'analyse précédente pour laisser la place aux nouvelles molécules a analyser. Un bain
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d’extraction de 20 min et une incubation de 30 min ont donné un signal jugé suffisant afin de

pouvoir utiliser cette méthode de mesure pour la suite des études avec des temps d’analyse

acceptables.

Durée de l'incubation

15 min 30min
_§' £ Tableau 6 : Courant du pic de réduction
€| E 0,334 uA 0,471 pA obtenu sur MIP lors de la mesure d’une
g S solution de 4NT a 10~ mol/L pour différents
‘33 temps d’extraction et d’incubation sur une
T | = méme électrode modifiée. Electrode modifiée
v | F o i
0 ;:: 0,197 pA et utilisée selon les conditions du Tableau 5.
= 9\l
(=]

| Courant du pic

e Quantification du signal en courant ou en aire

Au cours des études, il a été observé un dédoublement, voire un décalage, du pic de
réduction du 4-nitrotoluene sur le MIP pour des conditions de modifications identiques. La
Figure 56 montre le pic de réduction obtenu pour une électrode modifiée a deux moments

différents pour des modifications identiques d’'une méme électrode.
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Figure 56 : Décalage du pic de réduction de la solution témoin a 105 mol/L observé a
température ambiante sur deux modifications identiques d’'une électrode (polymérisation de
120 mmol/L d’aniline et 1,2 mmol/L d’o-phénylénediamine en présence de 10 mmol/L de 4NT, sur
30 cycles). Voltammeétrie cyclique dans H2504 0,5 mol/L, 100 mV/s.
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Le décalage de potentiel peut étre dii a des interactions différentes subies par la molécule
dans les cavités. Toutes les conditions contrélées de manipulation étant identiques, il est
possible que ce phénomene soit dii a une condition extérieure, telle que la température
ambiante, qui a subi de grandes variations aux cours des études (de 13°C a *21°C) et qui peut
avoir un impact lors des bains et de I'analyse électrochimique. Le signal se présente donc parfois
sous la forme non plus d'un seul pic bien défini (électrode modifiée 1) mais présente un
étalement entre les potentiels de -0,37 a -0,5 V, avec parfois un clair décalage (électrode
modifiée 2). Pour cela, comparer les intensités de courant des pics de réduction n’est plus
adapté, et il parait plus indiqué de comparer la quantité d’électricité calculée a partir de I'aire

des pics de réduction.
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Figure 57 : Comparaison des mesures du signal de 4NT en courant et en quantité de charge
des signaux avant et apres le phénomeéne de décalage de potentiel de pic, obtenues sur des
électrodes modifiées dans les mémes conditions, identiques a la Figure 56. Moyenne et écart-types
obtenus sur 3 mesures.

La Figure 57 compare les moyennes et écart-types de mesures effectuées pour trois
modifications identiques sur une méme électrode, deux faites avant le décalage (électrode 1 et
1’) et une apres (électrode 2). La comparaison des mesures en quantité d’électricité semble
montrer des mesures moyennes plus proches mais la mesure par l'aire du pic est surtout plus
pertinente pour bien considérer I'intégralité du signal lorsque I'on observe un dédoublement de
pic. Lorsque le pic reste unique tout au long d’'une étude, la comparaison des courants reste

fiable.

Ces études rapides ont donc permis de mettre en place une méthode fonctionnelle de
mesure. Ainsi grace a une solution témoin, des études plus approfondies peuvent étre
considérées pour optimiser le protocole de fabrication du MIP dans le but d’augmenter le signal

électrochimique, pour une concentration en dérivés nitrés fixée.
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b. Monomeres de type dianiline

Dans le but d’augmenter les interactions entre le polymeére et la molécule cible, des
monomeres présentant deux groupements amine ont été étudiés. Plus précisément, des
polymeéres ont été formés a partir de deux dianilines méthylées, représentées sur la Figure 58.
En effet, comme la polymérisation se fait par attaque en para du groupement amine, la présence
du groupement méthyle a I'opposé d’'une des amines devrait permettre de ne pas avoir une

réticulation trop importante et de conserver une bonne conductivité de la matrice de polymeére.

NH>
NH
2 CH3
HoN NH,
CHs;
3,4-Diaminotoluéne 2,4-Diaminotoluéne

Figure 58 : Représentation des monomeres alternatifs utilisés

e 3.,4-Diaminotoluéne

Le protocole de polymérisation est basé sur le travail de 'équipe de Kamyabi [152]. La
polymérisation est faite, toujours en CV, entre -0,35 V et 1,35 V dans un milieu Ethanol/H2S04
0,2 mol/L (50/50) contenant le monomere. Dans ce cas, un réticulant n’a pas été ajouté car la
dianiline ne devrait pas polymériser de fagon linéaire du fait de la présence de ses deux amines
[152]. Des premiers essais sont faits a 4 et 40 mmol/L de monomere. Le signal électrochimique
du polymeére sature au bout de quelques cycles pour une solution de 40 mmol/L en
3,4-diaminotoluéne. La concentration de 4 mmol/L a donc été choisie pour réaliser un MIP en
présence de 10 mmol/L de 4NT, une polymérisation plus lente pouvant permettre de mieux
intégrer la molécule cible pour former les cavités. Le signal de polymérisation obtenu est
représenté sur la Figure 59. Les pics M1 et M2, qui diminuent avec le cyclage, correspondent a
'oxydation des deux fonctions amines du monomere, le signal réversible P, qui augmente avec le
cyclage correspond au signal du polymeére qui se forme. Dans les conditions de polymérisation
utilisées dans cette étude, un seul systeme réversible correspondant au polymeére est visible sur
le voltammogramme. Il peut étre attribué aux formes leucoéméraldine/éméraldine polaronique.
Il ne semble pas y avoir formation de pernigraniline ou de réaction de cyclisation entre deux

monomeéres comme cela a été reporté dans la littérature [152].
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Figure 59 : Signal obtenu lors de la polymérisation en milieu éthanol-H;S04 0,2 mol/L
(50/50), de 4 mmol/L de 3,4-diaminotoluéne en présence de 10 mmol/L de 4NT (MIP), 20 cycles a
50 mV/s, premier cycle en rouge.

Une fois le MIP réalisé, les essais de mesure de la solution témoin a 10-5 mol/L ont donné
un signal tres important et large entre -0,3 et -0,7 V dont 'intensité est variable selon les essais
et disparait aprés le premier cycle. Le signal est déja présent apres le bain d’extraction servant a
laver le polymere, méme apreés plusieurs répétitions, et grandit apres l'incubation (Figure 60-A).
Il est également présent avant toute incubation lorsqu’un polymeére a été fait sans empreintes
(NIP, non imprinted polymer) ayant subi des bains d’extraction pour pouvoir le comparer au MIP
dans les mémes conditions. Il semble donc que la majorité de ce signal ne soit pas due au 4NT.
Afin de voir s’il s’agit du signal du dioxygene, des essais ont été fait en limitant le dioxygene au
maximum : bains d’incubation et d’extraction et électrolyte dégazés avant utilisation et
maintenus sous argon et limitation au maximum des temps en air ambiant. Un signal beaucoup
plus propre a ainsi été obtenu (Figure 60-B). Deux pics de réduction apparaissent clairement, un
a-0,34 Vetuna-0,64V.Le signal a -0,34 V augmente aprés incubation, ce qui semble montrer
qu'il correspond a la réduction du composé nitré. Les différents essais effectués, méme avec
dégazage a I'argon des bains, ont cependant montré la difficulté a éviter le signal large di a la
réduction du dioxygene sans l'utilisation d’'une boite a gants. La sensibilité du capteur au
dioxygéne ne nous a donc pas permis de poursuivre avec ce polymeére pour la détection sélective

de dérivés nitrés pour une application environnementale.

100



Chapitre 11l - Développement d’un polymeére a empreintes moléculaires pour des analogues du TNT sur
électrode de carbone vitreux

(A)
0,005 -

0,000 -

-0,005 -

-0,010

Courant (mA)

-0,015

Extraction NIP
Extraction MIP
Incubation MIP

-0,020

-0,025 T . T - T .
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0

Potentiel (V/IECS)

(B)
0,008 -

Extraction MIP
Incubation MIP

0,004 1 |

0,006 -

0,002 1 |
0,000 - e |

-0,002 /

Courant (mA)

-0,004 +

W,
10,006 V /’_/J\/\/

10,0081 | /\/—J
v

'01010 T T T T T T
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0

Potentiel (V/ECS)

Figure 60 : Signaux obtenus apres des bains d’extraction ou incubation en solution témoin
pour un polymeére de 3,4-diaminotoluéne avec empreintes de 4NT (MIP) ou sans (NIP) dans les
conditions normales (A) ou en limitant le dioxygéne au maximum (B). Polymérisation décrite sur la
Figure 59. Voltammétrie cyclique dans HS04 0,5 mol/L, 100 mV/s.

e 2.4-Diaminotoluéne

Les conditions de polymérisation du 2,4-diaminotoluéne n’ayant pas été décrites dans la
littérature, la polymérisation a donc été adaptée a partir de celle utilisée pour le polymere

précédent. Une augmentation du signal du polymeére a pu étre observée en voltammeétrie
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cyclique lors de la polymérisation, avec une concentration en 2,4-diaminotoluéne de 20 mmol/L,
alors qu’aucun signal n’était observé pour 4 mmol/L et que le signal saturait rapidement pour
40 mmol/L. De plus les bornes de potentiel de polymérisation ont dii étre choisies de -0,1 V a
0,7 V/ECS car les essais avec une borne de potentiel plus haute (1,35 V et 0,9 V) ne donnaient
pas de couple électrochimique qui augmentait avec le nombre de cycles, typique d'un signal de
synthése d'un polymere conducteur. Un potentiel trop élevé devait dégrader les premiers
oligoméres formés car un signal réversible croissant apparait lorsque le potentiel le plus élevé
est 0,7 V. Des bornes de potentiels similaires a ce qui avait été utilisé pour I'aniline ont donc été
choisies avec une borne haute au milieu du signal de 'amine. Le signal de polymérisation ainsi
obtenu est représenté sur la Figure 61, M correspond au signal d’oxydation de la diamine et P au
signal croissant du polymere. Comme dans le cas du 3,4-diaminotoluéne, seules les formes

leucoéméraldine / éméraldine polaronique sont observées.
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Figure 61 : Signal obtenu lors de la polymérisation en milieu éthanol-H;S04 0,2 mol/L
(50/50), de 4 mmol/L de 2,4-diaminotoluéne en présence de 10 mmol/L de 4NT (MIP), 20 cycles a
50 mV/s, premier cycle en rouge.

Dans un premier temps, seul un NIP a été réalisé afin d’éviter toute confusion entre les
signaux dus a la réduction du dioxygene et ceux dus a la réduction du dérivé nitré. Malgré des
lavages d’extraction répétés et des conditions limitant le dioxygene, un signal tres net était
visible vers -0,34 V. Il a été observé, comme cela est représenté sur la Figure 62-A, que ce signal
apparaissait avant tout contact avec le 4NT, et diminuait au 2 et 3¢me cycle en mesure CV.
Cependant si une mesure est relancée immédiatement apres, il réapparait méme dans une
solution d’analyse dégazée et maintenue sous atmosphére d’argon. Un MIP synthétisé dans les

mémes conditions mais en présence du composé cible a été analysé apres extraction et aprés
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incubation. Le pic a -0,34 V est toujours observé. Il est cependant plus important apres
incubation, ce qui pourrait étre dii a une superposition du signal du 4NT avec celui de 'oxygene
(Figure 62-B). Cette superposition des signaux rend l'utilisation de ce polymere difficile pour

I'objectif de ces recherches.
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Figure 62 : Signaux pour un polymere de 2,4-Diaminotoluéne : (A) mesures successives sur
un NIP apreés extraction, (B) comparaison du signal d’'un MIP apreés extraction et incubation dans la
solution témoin de 4NT. Polymére synthétisé dans les mémes conditions que la Figure 61.
Voltammétrie cyclique dans H;S04 0,5 mol/L, 100 mV/s.

En conclusion, les deux monomeéres alternatifs envisagés ne conviennent pas pour la
fabrication de MIP pour la détection de 4NT et autres dérivés aromatiques nitrés car ils
présentent une trop grande affinité pour le dioxygéne. Pour la suite des études, il a donc été

choisi de continuer I'étude du MIP a base du copolymeére aniline-oPD qui sera optimisé pour la
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détection du 4NT. Il serait néanmoins intéressant de considérer ces polymeéres a base de
dianiline pour réaliser des capteurs de dioxygene. En effet, I'affinité pour le dioxygene de la

polyaniline a déja été utilisée pour la réalisation de capteurs de dioxygene [153].

III.1.2 Optimisation de la synthese du MIP aniline/o-

phénylenediamine

Une fois le monomeére choisi, la synthése du MIP a été optimisée en comparant le signal
obtenu lors de la mesure d’une solution témoin de 4-nitrotoluéne pour différents protocoles de
polymérisation. Plus précisément, le choix de la quantité relative de monomeres et réticulants
ainsi que le nombre de cycles de polymérisation ont été étudiés afin d’obtenir le meilleur signal
lors de la mesure, d’'une solution témoin a 10-5 mol/L. Le Tableau 7 regroupe les conditions de
polymérisation avant optimisation ainsi que les étapes liées a l'utilisation des électrodes
modifiées.

Tableau 7 : Conditions de polymérisation et d'utilisation du MIP a base d’aniline et d’oPD

pour la détection du 4-nitrotoluéne. En gras-italique sont les conditions qui ont changé par rapport
au Tableau 5.

MODIFICATION D'ELECTRODE

Solution de polymérisation Polymérisation
(EtOH-H:S04 0,2 mol/L 50-50 v/v) (50 mV/s)
Aniline o-phényléne- Molécule cible Potentiel Nombre de cycles
diamine
120 mmol/L 3 mmol/L 10 mmol/L  -0,1a0,9 V/ECS 30

UTILISATION DE L'ELECTRODE MODIFIEE

Bain d'extraction Bain d'incubation Méthode de mesure
20 min 30 min Séchage a I'argon, attente 10 min
Eau-Ethanol 90-10 v/v Chronoampérométrie 0 Vde 5 s
Eau-Ethanol 60-40 v/v s .
Rincage EUP + analyte Voltammétrie cyclique 100 mV/s
sag Ringage EUP Electrolyte : H,SO4 0,5 mol /L

a. Choix du ratio monomere/réticulant

Le premier parametre qui a été optimisé est le ratio monomere (aniline) sur réticulant
(oPD). Le polymere doit étre assez solide pour étre résistant et garder 'intégrité des cavités.
Cependant si le polymere est trop réticulé, il ne sera pas assez souple pour permettre aux

molécules de pénétrer jusqu’aux cavités, et d’en sortir aprés réduction. Il est important de noter
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que le ratio Aniline/oPD en solution ne sera pas exactement le méme que dans le polymere car
les vitesses de transfert d’électrons et les vitesses de polymérisation ne sont peut-étre pas
similaires pour les deux molécules et surtout la borne maximale de potentiel de polymérisation
est au milieu du signal de l'aniline (Figure 51). Afin d’optimiser la synthese, des essais de
polymérisation ont été faits pour différents ratios, pour une quantité de monomeres [aniline +
oPD] constante a 123 mmol/L. Pour modifier le ratio, c’est la quantité d’oPD qui a été changée
car les conditions initiales a 120 mmol/L d’aniline sont proches de la limite de solubilité. Lors
des différentes études effectuées, il a été observé qu’il n'y avait pas forcement de
reproductibilité entre des modifications identiques faites sur des électrodes différentes méme si
elles sont de méme nature et que les surfaces de carbone vitreux et de verre sont identiques.
Chaque étude d’optimisation a donc été faite sur une méme électrode, modifiée a plusieurs
reprises. La Figure 63 montre les intensités de courant du signal de réduction de la solution
témoin obtenues pour différents ratios, toutes les autres conditions étant les mémes que dans le
Tableau 7. Pour I’électrode 1, la modification a été répétée deux fois et a chaque fois 3 mesures
de la solution témoin ont été réalisées. Le courant du pic de réduction croit avec le ratio
aniline/o-phénylénediamine. Cependant, I’écart type obtenu est assez important en particulier
pour des ratios de 160 et 180 ce qui ne permet pas de se rendre compte si le signal continue
d’augmenter ou atteint un plateau. Une deuxiéme étude a donc été menée sur une seconde
électrode (électrode 2). Cette fois ci, une seule modification a été réalisée avec toujours 3

mesures pour chaque électrode modifiée.
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Figure 63 : Evolution du courant du signal de réduction de la solution témoin a 10> mol/L
en fonction du ratio monomeére/réticulant dans la solution de polymérisation, les conditions de
polymérisation et de mesure étant prises comme dans le Tableau 7.
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L’étude menée sur la deuxiéme électrode montre bien que I'on observe un plateau a partir
du ratio de 100 avec une intensité de courant du pic de réduction a environ 0,6 pA. Ce
comportement peut s’expliquer par le fait que lorsque le ratio est faible, le polymeére est tres
réticulé et les molécules ont plus de mal a pénétrer dans la matrice jusqu'aux cavités. Il est
cependant intéressant de garder une certaine réticulation car une quantité de réticulant plus
élevée permet d’assurer la résistance de la matrice et peut éviter la pénétration de molécules
non ciblées. Pour la suite des études, il a été décidé de se placer a un ratio Aniline/oPD de 100
(Tableau 8), qui correspond au signal électrochimique maximum du dérivé nitré pour une

quantité maximale de réticulant.

Tableau 8 : Conditions de polymérisation et d’utilisation du MIP a base d’aniline et d'oPD
pour la détection du 4-nitrotoluéne. En gras-italique sont les conditions qui ont changé par rapport
au Tableau 7.

MODIFICATION D'ELECTRODE

Solution de polymérisation Polymérisation
(EtOH-H;S04 0,2 mol/L 50-50 v/v) (50 mV/s)
Aniline op l?enyllene- Molécule cible Potentiel Nombre de cycles
diamine
121,8 mmol/L 1,2 mmol/L 10 mmol/L  -0,1a0,9 V/ECS 30

UTILISATION DE L'ELECTRODE MODIFIEE

Bain d'extraction Bain d'incubation Méthode de mesure
20 min 30 min Séchage a l'argon, attente 10 min
Eau-Ethanol 90-10 v/v Chronoampérométrie 0 Vde 5 s
Eau-Ethanol 60-40 v/v Lo .
Rincage EUP + analyte Voltammétrie cyclique 100 mV/s
cag Ringage EUP Electrolyte : H2S04 0,5 mol/L

b. Choix du nombre de cycles

Le deuxiéme paramétre de polymérisation qui a été optimisé est le nombre de cycles de

polymérisation, directement relié a I'épaisseur du polymere.

La Figure 64 montre I'évolution du signal de détection moyen de la solution témoin estimé
a partir de I'aire du signal de réduction et présenté sous forme de charge électrique, en fonction
du nombre de cycles utilisé lors de la polymérisation. Les modifications ont été faites sur une

meéme électrode modifiée dans les conditions définies dans le Tableau 8.
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Figure 64 : Evolution du signal obtenu lors de la mesure d’une solution témoin a 10-> mol/L
en 4NT en fonction du nombre de cycles de polymérisation du MIP, les conditions de
polymérisation et de mesure étant prises comme dans le Tableau 8. Moyenne et écart-type sur 3
mesures.

Le signal électrochimique augmente, atteint un maximum pour 20 cycles de
polymérisation et ensuite diminue. L’allure de cette courbe est cohérente avec ce qui a déja pu
étre observée sur d’autres MIPs [147, 154, 155] et peut s’expliquer en considérant 3 parameétres,
comme schématisé sur la Figure 65 : I'épaisseur de la couche de polymeére, une zone dans
laquelle les molécules auront pu pénétrer lors de I'incubation, proche de la surface du MIP (zone
de pénétration), et une zone atteinte lors de la mesure électrochimique, correspondant a la
couche de diffusion, proche de la surface de I'électrode (zone de mesure). L'épaisseur de la
couche de polymere augmente avec le nombre de cycles. L’épaisseur de la zone de pénétration
est dépendante de la durée d’'incubation, de la concentration en 4NT et de 'agitation, fixées
pendant cette étude. L’épaisseur de la zone de mesure dépend de la diffusion des espéces dans la
couche de polymeére pendant I'analyse. Les zones de pénétration et de mesure peuvent étre
considérées comme constantes dans les conditions d’incubation et d’analyse données et
indépendantes de I'épaisseur du film de polymeére si celui-ci est homogene. Seules les molécules
se trouvant dans le volume a l'intersection des zones de pénétration et de mesure vont donner
un signal. Avant d’atteindre le signal maximum, I'épaisseur du film de polymere est sans doute
suffisamment faible pour que toutes les molécules qui pénétrent dans le polymeére soient
détectées a I'électrode. Le signal électrochimique est donc directement lié au nombre de cavités
dans lesquelles les molécules peuvent pénétrer. Le signal étant sans doute limité par le nombre

de cavités de la zone de pénétration (saturation de tous les sites dans les conditions d’'incubation

107



Chapitre 11l - Développement d’un polymeére a empreintes moléculaires pour des analogues du TNT sur
électrode de carbone vitreux

a 105 mol/L en 4NT), il augmente avec I'épaisseur du polymere. Une fois que la couche devient
plus épaisse, et donc plus grande que les zones de pénétration et de mesure, celles-ci vont se
séparer progressivement et la zone d’intersection va se réduire et le signal diminuer (Figure 65).
Ces résultats montrent que I'épaisseur de la couche ne doit pas étre trop importante pour
obtenir un signal électrochimique optimal. De plus, si la couche est trop épaisse I'extraction des

molécules modeles aprés polymérisation est plus difficile.

[ ]1 Zone de Pénétration
L J

-_

]
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Figure 65 : Schéma représentatif des différents parameétres impliqués dans I'explication de
I’évolution du signal en fonction du nombre de cycles de polymérisation.

Le nombre de cycles de polymérisation choisi pour la suite des études a donc été de 20 en
voltammétrie cyclique entre -0,1 V et 0,9 V a une vitesse de balayage de 50 mV/s dans le solvant
de polymérisation contenant les molécules (Tableau 9). Il est a noter que dans cette étude, la
vitesse de balayage utilisée par I'équipe de Gomez-Caballero a été conservée [101], vitesse
jouant sur la morphologie du polymeére, car les tests préliminaires avaient montré des conditions
d’extraction de la molécule cible du polymeére acceptables et une certaine stabilité de 1'électrode

modifiée dans ces conditions.

108



Chapitre 11l - Développement d’un polymeére a empreintes moléculaires pour des analogues du TNT sur
électrode de carbone vitreux

Tableau 9 : Conditions de polymérisation et d’utilisation du MIP a base d’aniline et d'oPD
pour la détection du 4-nitrotoluéne. En gras-italique sont les conditions qui ont changé par rapport
au Tableau 8.

MODIFICATION D'ELECTRODE

Solution de polymérisation Polymérisation
(EtOH-H:S0. 0,2 mol/L 50-50 v/v) (50 mV/s)
Aniline op ffenyllene- Molécule cible Potentiel Nombre de cycles
diamine
121,8 mmol/L 1,2 mmol/L 10 mmol/L  -0,1a0,9 V/ECS 20

UTILISATION DE L'ELECTRODE MODIFIEE

Bain d'extraction Bain d'incubation Méthode de mesure
20 min 30 min Séchage a l'argon, attente 10 min
Eau-Ethanol 90-10 v/v Chronoampérométrie 0 Vde 5 s
Eau-Ethanol 60-40 v/v L .
Rincage EUP + analyte Voltammétrie cyclique 100 mV/s
cag Rincage EUP Electrolyte : H,SO4 0,5 mol /L

I11.1.3 Essais d’'optimisation du signal électrochimique

a. Ajout de nanoparticules d’or/Polymérisation en milieu neutre

Afin d’améliorer le transfert électronique et amplifier le signal électrochimique des
molécules immobilisées dans le MIP, plusieurs auteurs ont incorporé des nanoparticules d’or
dans le polymeére [145, 156, 157]. Pour éviter les phénomenes d’agrégation des nanoparticules
d’or fonctionnalisées par des ligands citrates, favorisés en milieu acide [158], des essais ont été
réalisés afin de voir si la polymérisation du MIP étudié est possible en milieu neutre. Le solvant
organique utilisé dans cette étude est I'acétonitrile, I'éthanol employé jusqu’ici étant également
connu pour favoriser 'agrégation des nanoparticules d’or [159]. Plusieurs études ont montré la

possibilité d’électropolymériser I'aniline en milieu neutre dans un électrolyte LiCl04[160, 161].

Afin de limiter au maximum la fraction organique, des tests de solubilité a température
ambiante du 4NT ont été réalisés dans un électrolyte LiClOs a 0,1 mol/L et 0,5 mol/L pour
différentes quantités d’acétonitrile. La solubilisation de 10 mmol/L de 4NT, concentration
précédemment utilisée pour fabriquer le MIP, est obtenue pour une fraction volumique

d’acétonitrile d’au moins 20%.

Des polymérisations MIP et NIP ont alors été réalisées dans cet électrolyte dans les

conditions précédemment optimisées en milieu acide. Le signal de polymérisation est
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représenté sur la Figure 66. Le signal du polymere apparait a son maximum des le deuxieme
cycle, il n’y a pas de polymérisation progressive, de plus il diminue ensuite ce qui traduit une
passivation. Le signal du polymeére a pH neutre est différent de celui obtenu dans les conditions
acides, les systémes réversibles correspondant aux couples décrits dans le paragraphe IIl.1.1a.i
ne sont pas discernables. Une polymérisation étape par étape couplée a une observation visuelle
a montré que deés le 3¢me cycle, la couche qui se forme est inhomogéne. Au bout de 20 cycles, des
globules noirs sont visibles en surface alors qu'une couche fine et homogéne était obtenue en

milieu acide.

1,24

—— Cycle 1

1,0+
0,8 +
0,6 -

0,4 -

Courant (mA)

0,24

0,0 +

'012 | — T T T T T T T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Potentiel (V/ECS)

Figure 66 : Signal obtenu lors de la polymérisation en milieu LiClO4 a 0,1 mol/L avec 20%
d’acétonitrile, de 120 mmol/L d’aniline et 1,2 mmol/L d’o-phénylénediamine en présence de
10 mmol/L de 4NT. 20 cycles de Voltammétrie cyclique a 50 mV/s sur électrode de carbone vitreux
(@ 3mm).

Des essais de mesure de la solution témoin contenant le 4-nitrotoluéne ont néanmoins été
réalisés sur MIP et NIP et n’ont donné aucune différence. Les signaux des dérivés nitrés mesurés
dans les deux conditions et corrigés par la ligne de base sont représentés sur la Figure 67. Les
pics se superposent quasiment parfaitement ce qui indiquerait qu’il n'y a pas de différence entre
les deux polymeéres. La polymérisation trop rapide ne permettrait pas de former des cavités
spécifiques. En effet, Peng et al. ont montré que la morphologie et la cinétique de formation de la
polyaniline étaient dépendante du pH [162]. Il semble donc que la polyaniline telle qu’elle est

formée a pH neutre dans LiClO4 ne soit pas propice a la formation d’'une couche fine de MIP.
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Figure 67 : Comparaison du signal obtenu en voltammétrie cyclique a 100 mV/s pour un
MIP et un NIP polymérisés dans les conditions présentées sur la Figure 66 (sans 4NT pour le NIP)
et utilisés dans les conditions du Tableau 9 pour la mesure d’une solution de 4NT a 10-> M.

Malgré les problemes de stabilité connus des nanoparticules en milieu acide, certains
auteurs ont réussi a les intégrer dans une matrice polyaniline polymérisée en milieu acide
aqueux [163, 164]. Ces travaux pourront étre une base a envisager pour incorporer des
nanoparticules dans le MIP développé dans cette étude en utilisant I'acétonitrile comme solvant
organique, si cela est nécessaire pour la dissolution de la molécule modéle. Des MIPs a base de
nanoparticules d’or reliées entre elles par des groupements anilines, polymérisés dans un milieu
de pH 7, sont également possibles pour la détection du TNT et permettent d’atteindre des limites

de détection tres basses [102, 103] (voir chapitre I paragraphe 1.2.1b).

b. Utilisation de la SWV

L'utilisation de la voltammétrie a ondes carrées (SWV, square wave voltammetry) est
intéressante pour I'analyse de traces car elle permet de gommer le courant capacitif afin de ne mesurer
que le courant faradique issu des analytes. Afin de pouvoir utiliser cette méthode électrochimique avec
les électrodes modifiées par les MIPs, deux programmes de SWV ont été développés. Les différents
parametres de la méthode (période, amplitude, saut de potentiel et zone de mesure) ont été optimisés
dans deux situations: pour une électrode non modifiée lors de la détection d'une solution de 4NT
(Figure 68-A1, méthode A) et pour une électrode modifiée par un MIP lors d’'une détection directe
(Figure 68-B1, méthode B), c’est-a-dire sans période d’incubation, d'une solution de 4NT mise dans la
cellule d’analyse. Les deux méthodes optimisées ont été ensuite testées pour une mesure sur MIP apres
bains d’extraction et d’'incubation dans la solution témoin a 10->mol/L. Aucune des deux méthodes n’a

donné de résultat concluant : la premiére montrait une différence entre avant et apres l'incubation bien
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moins définie que ce qui peut étre observé en CV (comparaison Figure 68-A2 et C) et la deuxieme

donnait une ligne de base trés déformée sur la mesure apres bain d’extraction (Figure 68-B2).
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Figure 68 : Signaux non traités obtenus pour: la méthode SWV A mesurée directement en
solution de 4NT a 10+ mol/L dans H,S04 0,5 mol/L sur électrode nue (A-1) ou sur une électrode
modifiée par un MIP et utilisée selon le Tableau 9 avec une solution de 4NT a 10-> mol/L mais mesure
SWV (A-2) ; la méthode SWV B mesurée directement en solution de 4NT a 10+ mol/L dans H2504 0,5
mol/L sur électrode modifiée par un MIP dans les conditions du Tableau 9 (B-1) ou sur une électrode
modifiée et utilisée selon le Tableau 9 apreés le bain d’extraction (B-2); une voltammétrie cyclique
pour une électrode modifiée et utilisée selon le Tableau 9 avec une solution de 4NT a 10~ mol/L (C).
(A-1 et B-1, signal de réduction dont le courant a été inversé par le potensiostat)
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Afin de pouvoir utiliser la SWV avec les électrodes modifiées par le MIP, il faudrait essayer
d’optimiser directement la méthode sur une électrode modifiée par un MIP apres les bains
d’extraction puis d’incubation. Chaque mesure prenant environ une heure, optimiser tous les
parameétres de la méthode demanderait une étude trés longue. Cette étude n’a pas été réalisée
dans ce travail car le MIP a été développé pour étre appliqué sur un réseau d’électrodes dont
'utilisation passe par une méthode électrochimique spécifique de voltammétrie par
échantillonnage (étude développée dans le chapitre 1V). La voltammeétrie cyclique a donc été

gardée comme méthode d’analyse.

c. Optimisation du signal en voltammétrie cyclique

i.  Influence du dioxygeéene

La forte sensibilité au dioxygéne des polymeres préparés a partir de monomeres de type
dianiline (paragraphe IIl.1.1b) nous a amené a considérer la présence de dioxygéne pour
I'utilisation du MIP a base de polymére Aniline-oPD. En effet, au cours des études préliminaires
permettant de mettre en place un premier protocole de synthese de MIP et d’analyse, il avait été
observé que le signal semblait plus intense lorsque la mesure n’était pas faite directement apres
I'incubation mais en laissant I'électrode sécher a I'air pendant un certain temps. A cette époque,
cette observation avait mené au test et a I'ajout d’'une étape aprés l'incubation (Tableau 7):
I'électrode est séchée par un flux d’argon et laissée a I'air pour différents temps avant d’étre
placée dans la cellule pour la mesure. L’évolution du pic de réduction qui avait été observée est

représentée sur la Figure 69. Le signal atteint un maximum apres un temps d’attente de 10 min.

2

g .

< 1,04 L

5 Figure 69 : Evolution de l'intensité de
é 0,81 courant du signal d’'une solution de 4NT a
° 1 ° 10-5 mol/L, obtenu sur électrode modifiée, en
° 0,61 fonction du temps de séchage a l'air avant la
a ] L mesure électrochimique, autres conditions
3 044 ° de polymérisation et d’utilisation décrites
c dans le Tableau 7.

S 024 o

=]

o T T T T T

© 0 10 20 30 40

Temps d'attente (min)

113



Chapitre 11l - Développement d’un polymeére a empreintes moléculaires pour des analogues du TNT sur
électrode de carbone vitreux

En reconsidérant le résultat, cela pourrait s’expliquer, non pas par une meilleure détection

du composé nitré, mais par 'accumulation du dioxygéne dans la matrice du polymére dont le
signal se superpose a celui du composé nitré. Cependant si la matrice est trop seche, le signal
diminue, probablement a cause de la difficulté pour I'électrolyte de pénétrer dans la matrice du
polymére sec. Afin de vérifier l'influence de I'oxygene, nous avons comparé les mesures de
solutions témoins, sur le MIP optimisé, d'un c6té, dans les conditions de mesures définies dans le
Tableau 9 avec une étape d’attente de 10 min apres incubation et ou seul I'électrolyte était
dégazé, et de l'autre, pour une mesure avec dégazage des solutions de bains d’incubation et
d’extraction avec suppression de l'étape d’attente apres incubation (Figure 70). Le signal
électrochimique sans dégazage présente un dédoublement du pic qui disparait avec le dégazage
et semble donc correspondre a un signal du dioxygene. Bien que ce phénomeéne ait dii contribuer
au dédoublement décrit dans le paragraphe Il1.1.1a.ii (Figure 56), il n’explique pas le décalage de
potentiel de réduction observé. Le protocole de mesure avec dégazage des bains a donc été

retenu dans la suite des expériences.
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Figure 70 : Comparaison du signal lors de la mesure de la solution témoin (105 mol/L en
4NT) sur une électrode modifiée et utilisée selon le Tableau 9, dans des conditions ot les bains ne
sont pas dégazés avant utilisation et une étape d’attente a 'air de 10 minutes est respectée avant
la mesure (courbe noire) et des conditions avec dégazage des bains et sans attente (courbe rouge).

il Vitesse de balayage

En dépit du fait que la polyaniline soit un polymere conducteur, les études ont montré qu'’il
pouvait y avoir des zones du polymére ou les molécules ne donnent pas de signal

électrochimique et qui sont donc en dehors de ce que nous avons précédemment appelé la zone
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de mesure. En voltammétrie linéaire, I'épaisseur de la couche de diffusion est inversement

proportionnelle a la vitesse de balayage selon I'équation suivante [165]:

DRT

nkv

Avec o I'épaisseur de la couche de diffusion, D le coefficient de diffusion du composé nitré, R la
constante des gaz parfaits, T la température, n le nombre de moles, F la constante de Faraday et

v la vitesse de balayage.

Afin d’augmenter I'épaisseur de la couche de diffusion et donc le nombre de molécules
emprisonnées pendant l'incubation pouvant étre mesurées, des études ont été faites en
diminuant la vitesse de balayage avec une électrode modifiée dans les conditions optimisées. La
Figure 71-A montre que le courant du pic de réduction du composé nitré, pour la mesure de la
solution témoin, évolue linéairement avec la racine carrée de la vitesse de balayage. Cela montre

que le processus électrochimique est controlé par la diffusion des molécules dans la couche.
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Figure 71 : Evolution du signal de réduction apreés incubation dans la solution témoin de
4NT a 10~ mol/L en fonction de la vitesse de balayage en voltammétrie cyclique. (A) Evolution du
courant en fonction de la racine carrée de la vitesse de balayage. (B) Evolution de la charge en
fonction de la vitesse de balayage. Electrode modifiée et utilisée dans les conditions du Tableau 9,
sous atmosphére inerte.

La Figure 71-B montre que la charge mesurée augmente lorsque la vitesse de balayage
diminue, ce qui est en accord avec une augmentation de I'épaisseur de la couche de diffusion. Il
serait donc intéressant d’effectuer les mesures a une vitesse plus faible que celle utilisée jusqu’a
présent, a savoir 100 mV/s. Bien qu’elle donne le signal en charge le plus élevé, la vitesse de

balayage de 1 mV/s est difficilement envisageable car la mesure devient tres longue, 15 min
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pour une LV simple entre 0 et -0,8 V et I'intensité de courant devient tellement basse qu’elle ne
se distingue pas assez de la ligne de base. Des vitesses de balayage de 10 et 20 mV/s sont donc

considérées.
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Figure 72 : Comparaison du signal brut obtenu en voltammétrie linéaire a 10 et 20 mV/s
pour un blanc, une incubation dans une solution a 5.10-7 mol/L et la solution témoin a 10-5 mol/L.
Electrode modifiée et utilisée dans les conditions du Tableau 9, sous atmosphére inerte.

La Figure 72 montre que, avec ces deux vitesses, un signal visible a pu étre obtenu avec
une concentration en 4NT de 5.107 mol/L alors qu’aucun signal n’avait pu étre obtenu a
100 mV/s pour l'électrode modifiée utilisée dans cette étude. En revanche, la figure montre
également que baisser la vitesse de balayage rapproche le pic de réduction du 4NT (2) du pic de
polymere (1). Pour 10 mV/s, ce pic apparait sur une zone ou le blanc apres extraction présente

une courbure a cause du signal de polymere alors que pour 20 mV/s il apparait sur une zone
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plus plane, permettant une meilleure ligne de base. Une vitesse de balayage de 20 mV /s semble

donc la plus adaptée.

Ces études montrent donc que si I'on considere l'aire des pics de réduction du composé
nitré pour quantifier le signal électrochimique, I'utilisation d’'une vitesse de balayage faible est
bien adaptée. Cependant, les signaux obtenus pour 20 et 100 mV/s, respectivement de 4 et 3 pC
étant proches, nous avons néanmoins préféré pour cette premiere étude de travailler a une

vitesse de 100 mV/s, ce qui permet de diviser le temps d’analyse par 5.

II1.2 Evaluation du capteur

Apreés les études ayant permis de développer et optimiser les protocoles de synthese et
d’utilisation du MIP sur électrode simple de carbone vitreux, des études d’évaluation et
validation du capteur ainsi obtenu ont été menées. Les protocoles issus de I'optimisation sont

présentés dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Conditions finales de polymérisation et d’utilisation du MIP a base d’aniline et
d’oPD pour la détection du 4-nitrotoluéne.

MODIFICATION D'ELECTRODE

Solution de polymérisation Polymérisation a 25°C
(EtOH-H:S04 0,2 mol/L 50-50 v/v) (50 mV/s)
Aniline o-phénylene- Molécule cible Potentiel Nombre de cycles
diamine
121,8 mmol/L 1,2 mmol/L 10 mmol/L  -0,1a0,9 V/ECS 20

UTILISATION DE L'ELECTRODE MODIFIEE

Bain d'extraction Bain d'incubation Méthode de mesure

20 min 30 min Chronoampérométrie 0 Vde 5 s

Eau-Ethanol 60-40 v/v Eau-Ethanol 90-10 v/v Voltammétrie cyclique 100 mV/s

. + analyte _
Rincage EUP Rincage EUP Electrolyte : H,SO4 0,5 mol /L
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II1.2.1Comparaison avec un polymere sans empreintes (NIP)

Afin de s’assurer que le signal obtenu est bien dii a des molécules emprisonnées dans des
cavités spécifiques du polymeére lors de l'incubation et non a des molécules simplement
adsorbées, le méme protocole de mesure de la solution témoin de 4NT a 10-5mol/L est effectué
sur un polymere sans empreintes, un NIP (Non-imprinted polymer). Ce polymeére est synthétisé
en surface d’électrode en suivant le méme protocole que pour le MIP mais sans ajouter le 4NT
dans le milieu de polymérisation (Tableau 10). La Figure 73 montre les signaux mesurés pour la

solution témoin sur un NIP et sur un MIP synthétisés successivement sur une méme électrode.
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Figure 73 : Comparaison du signal obtenu lors de la mesure de la solution témoin
(10->mol/L en 4NT) sur un NIP et un MIP. Conditions de modification et d’utilisation décrites dans
le Tableau 10.

Le signal obtenu sur le NIP est plus faible que celui sur le MIP, ce qui confirme qu’il y a
bien un phénomene de cavités permettant une préconcentration spécifique des molécules.
Néanmoins le signal du NIP n’est pas nul, il y a donc un autre phénomeéne qui rentre en jeu,
stirement une adsorption en surface du polymeére ou une part de pénétration non spécifique. Le
polymeére a été choisi car il permettait des interactions faibles avec les composés aromatiques
nitrés, I'adsorption en surface n’est donc pas surprenante en particulier pour une incubation
réalisée a concentration assez élevée (10-5 mol/L). Cependant, ces phénoménes d’interactions en
surface ne présentent pas la spécificité attendue pour les MIPs. Ces derniers étant formés avec
un large exces de monomeres par rapport aux molécules cibles, il existera dans le polymeére des

zones sans cavités ou ces phénomenes seront présents.
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Jusqu’'a présent, en sortie de bains, I'électrode était simplement rincée a 'eau ultra pure
pour enlever le surplus de solution. Afin d’essayer d’éliminer les molécules simplement
adsorbées, des essais de rincages sont faits, apres une incubation sur le NIP, avec une solution
partiellement éthanolique (eau-éthanol 60/40) ou avec de I'éthanol pur. Le changement de
solvant de rincage n’a pas eu d’impact significatif sur l'intensité de courant mesurée sur NIP. Le

rincage a I'eau est donc gardé pour ne pas risquer de dégrader la matrice de polymere.

I11.2.2 Etude de la reproductibilité et répétabilité

La reproductibilité est importante dans cette étude car la modification étudiée a pour but
d’étre appliquée a un réseau constitué de plusieurs électrodes qui devront étre modifiées de
maniere identique. Afin d’assurer un maximum de reproductibilité des modifications; un
protocole de régénération des électrodes aprés modification et une vérification de la surface par
une analyse en voltammétrie cyclique d'une solution de ferricyanure ont été mis en place. Un
bain d’acide nitrique 69% sous agitation douce permet d’enlever tout film organique déposé sur
I'électrode, puis I'électrode est rincée a 'eau ultra pure, polie et lavée dans des bains d’eau et
d’éthanol sous ultrasons. La qualité de la surface de 1'électrode est validée par la mesure de
I'intensité de courant et de la différence de potentiel entre les pics d’oxydation et de réduction
d'un signal de ferricyanure (autour de 60 mV pour un systéme réversible). Malgré ces
précautions, il a été observé a plusieurs reprises qu'il n’y avait pas forcement de reproductibilité
entre les différentes électrodes, pourtant modifiées dans les mémes conditions, comme cela peut
se voir sur la Figure 74. Ce phénomeéne peut étre expliqué par le fait que les électrodes de
carbone vitreux initiales sont fabriquées manuellement au laboratoire et peuvent présenter
certaines inhomogénéités entre elles. C'est pourquoi toutes les études de variations de
parametre ont été réalisées sur une méme électrode de carbone vitreux régénérée et modifiée a

plusieurs reprises.
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Figure 74 : Courant moyen de n mesures (3 si non précisé) de la solution témoin de 4NT
pour différentes répétitions d’'une méme modification sur plusieurs électrodes de carbone vitreux
d’une surface de 3 mm de diamétre. Conditions de modification et d’utilisation décrites dans le
Tableau 10.

La Figure 74 montre qu’il semble en revanche que la régénération et le protocole de
modification permettent d’obtenir une assez bonne reproductibilité pour une méme électrode.
Afin d’aller plus loin dans I'étude de la reproductibilité sur une électrode, les résultats d’analyse
du 4NT pour 6 modifications faites dans les conditions optimisées sur une méme électrode ont

été réunis et comparés sur la Figure 75.
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Figure 75 : Ensemble des résultats des mesures de la solution témoin de 4NT a 10->mol/L
réalisées sur 6 modifications faites a l'identique sur une méme électrode, dans les conditions
optimisées (Tableau 10). Les données sont identifiées selon la modification et le jour de la mesure,
celui de la modification ou le lendemain aprés une nuit a air.

120



Chapitre 11l - Développement d’'un polymére a empreintes moléculaires pour des analogues du TNT sur
électrode de carbone vitreux

L’ensemble des mesures de la solution témoin représentées sur la Figure 75 donne un
écart type relatif de 35%. Cet écart peut éventuellement étre expliqué par le polissage
intervenant dans le protocole de régénération de surface entre deux modifications, qui est
manuel et donc peu homogeéne d’une fois a I'autre. Ces problémes de reproductibilité devraient
étre moins importants sur les réseaux d’électrodes, car les surfaces sont faites pour étre
rigoureusement identiques et ne subiront pas de polissage. De plus les électrodes du réseau
seront modifiées simultanément, ce qui diminuera le risque de variations des conditions
extérieures. Un manque de reproductibilité entre les réseaux est moins problématique car le

capteur final ne sera constitué que d’'un réseau modifié une fois.

Par ailleurs, un probléme de stabilité de la modification, pendant la nuit, a pu étre noté sur
certaines électrodes modifiées (exemples : numéro 2 et 6, Figure 75). En effet, d'un jour a 'autre
le signal augmente significativement sur certaines électrodes modifiées et diminue sur d’autres.
Une étude plus approfondie de répétabilité a été menée en répétant la mesure de la solution
témoin pour une méme électrode modifiée. Cette étude a été menée sur 3 modifications de la
méme électrode. Les mesures obtenues sur trois jours pour I'une d’entre elles sont représentées

sur la Figure 76.

0,5 — Journée de modification (JM)
—JIM+1

—IM +2

Courant (pA)

-0,6 -0,5 -0,4 -0,3 -0,2
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Figure 76 : Signaux de 4NT obtenus pour la répétition, sur trois jours consécutifs, de
mesures de la solution témoin (10-5 mol/L de 4NT) sur une électrode modifiée et utilisée dans les
conditions décrites dans le Tableau 10.

Le comportement est le méme pour les 3 essais. Des variations non systématiques mais
parfois assez importantes sont observées d'un jour a l'autre. Ces résultats soulignent
I'importance du stockage de I'électrode. Dans cette étude, les électrodes ont été stockées a l'air.

Cependant, d’autres protocoles de stockage de 1'électrode par exemple dans I'eau, en solution
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tampon ou sous argon pourraient permettre une meilleure répétabilité des signaux sur plusieurs
jours d’utilisation. Il est important de souligner que, a partir d’'un certain nombre de répétitions,
la mesure de vérification effectuée apres le bain d’extraction montrait un signal persistant dans
la zone de potentiel de réduction du 4NT, qui ne disparaissait pas malgré plusieurs répétitions
du bain d’extraction. Ce phénomeéne est arrivé au bout du deuxiéme ou troisiéme jour apres
modification, soit apres une quinzaine de mesures, il s"accompagne d’une baisse significative du
signal et marque la fin de l'utilisation de cette électrode modifiée. L’électrode doit étre régénérée

et modifiée a nouveau.

Comme cela peut se voir sur la Figure 76, et a été confirmé lors des autres essais, une
bonne répétabilité des mesures est cependant obtenue au cours d'une méme journée. Dans
certains cas, il a cependant été nécessaire d’exclure la toute premiere mesure de la journée,
apres que l'électrode ait passé une nuit a I'air. Les 6 mesures de la journée JM+1, représentées

sur la Figure 76, présentent un coefficient de variation de 4% sur la mesure de la charge.

Au vue de ces résultats, par la suite, toutes les mesures nécessitant une comparaison des
signaux sont effectuées au cours d'une méme journée avec la méme électrode modifiée.
Certaines électrodes ont cependant pu étre utilisées plusieurs jours, lorsque la répétabilité du

signal électrochimique d’une journée a I'autre a bien été validée.

I11.2.3 Courbe d’étalonnage

Une courbe d’étalonnage a donc été réalisée dans les conditions optimales de
polymérisation et de mesure développées au cours des études (Tableau 10). Afin d’étre sir de la
stabilité de la modification, toutes les mesures ont été faites en une journée et une seule mesure
a été faite pour 6 concentrations différentes. Les résultats obtenus sont représentés sur la Figure

77.
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Figure 77 : Courbe d’étalonnage pour la détection du 4NT obtenue sur électrode modifiée
par un MIP aniline-oPD synthétisé et utilisé dans les conditions optimisées (Tableau 10): (A)
Voltamogrammes pour chaque concentration, (B) Courbe d’étalonnage en charge du pic de
réduction et (C) agrandissement de la courbe sur les basses concentrations.

La Figure 77-B montre que I'évolution du signal n’est pas linéaire sur toute la gamme de
concentration testée: une courbure est visible dés 105 mol/L. Ce phénomeéne reflete une
saturation progressive des cavités dont le nombre est limité. La Figure 77-C montre cependant
que les premiers points de la gamme laissent deviner une gamme de linéarité entre 5.107 et
6.10-¢ mol/L, soit autour des basses concentrations. Le capteur pourra donc étre considéré

comme linéaire dans les gammes d’intérét pour I'analyse environnementale de traces. Etant
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difficile d’estimer 'erreur sur le blanc avec la mesure de charge, les limites de quantification et
de détection théoriques ont été calculées a partir des mémes courbes exprimées en intensité de
courant. La méthode utilisée pour le calcul de la limite de détection est la méme que celle décrite
dans le chapitre 11, paragraphe I1.2.1. L’erreur sur le blanc est calculée sur les mesures réalisées
apres les bains d’extraction effectués avant chaque incubation : o = 0,109 pA (n=6). La limite de
détection est donc la concentration pour laquelle le signal est de St = 30. Elle est estimée a
1,1.10-¢ mol/L. La limite de quantification, concentration pour laquelle St = 100 [129], est de
3,6.10-°mol/L. La limite de détection obtenue reste assez haute par rapport a d’autres MIPs
décrits dans la littérature. L’article de référence utilisé pour cette étude obtient, pour le
4,6-dinitro-o-crésol, une limite de détection de 2,01.10-7 mol/L [101], soit 5 fois inférieure, mais
I’équipe de Riskin, en utilisant un MIP pour le TNT a base de nanoparticules d’or fonctionnalisés
a obtenu une limite de détection jusqu’a 2.10-1mol/L [103]. La limite de détection obtenue dans
cette étude pourrait étre améliorée lors du passage au TNT. En effet, comme le TNT possede plus
de groupements nitrés que le 4NT, en plus d’augmenter le nombre d’électrons échangés, son
cycle aromatique est davantage déficient en électrons et pourrait donner de meilleures
interactions avec le polymeére, comme cela a pu étre montré sur d’autres MIPs a base de dérivés
d’aniline [103]. Le développement de l'utilisation de nanoparticules et le passage au réseau
pourront également permettre de diminuer la limite de détection, pour passer, par exemple, en
dessous de la limite de concentration en TNT conseillée par I'EPA dans I'eau du robinet de

2,5 pg/L soit 1,1.10-8mol/L [8].

I11.2.4 Adaptation au 2,4-dinitrotoluene

Afin de se rapprocher de la molécule visée dans lapplication finale, le
2,4,6-trinitrotoluéne, TNT, des essais de MIP ont également été réalisés avec le
2,4-dinitrotoluéne, 2,4DNT. Une étude rapide a permis de vérifier si 'optimisation faite sur le
4-nitrotoluéne était toujours valable avec la molécule possédant un groupement nitré

supplémentaire.

Dans un premier temps, le polymere a été réalisé et utilisé dans les conditions précédentes
(Tableau 10). Seule la nature de la molécule cible a été changée dans la solution de
polymérisation et dans la solution a mesurer. Une premiere mesure aprés incubation dans une
solution témoin, toujours a 105> mol/L mais en 2,4DNT, a montré que I'électrolyte utilisé
jusqu’alors, soit H,SO4 0,5 mol/L, ne convenait plus. En effet, le 2,4DNT présente deux pics de

réduction a -0,25 et -0,35 V, correspondant a la réduction des deux groupements NO; (Figure

124



Chapitre 11l - Développement d’un polymeére a empreintes moléculaires pour des analogues du TNT sur
électrode de carbone vitreux

78). Le premier pic de réduction est proche de celui du polymere. Pour améliorer la résolution,
d’autres électrolytes a différents pH ont été testés : H,SO4 0,05 mol/L et un tampon phosphate
0,5 mol/L a pH 7. En effet, la réduction des groupements nitrés impliquant des ions H+, le
potentiel du signal va varier avec le pH avec un décalage de 60 mV par unité de pH. En revanche,
la réduction du polymeére a ce potentiel ne faisant pas intervenir de proton son potentiel ne
variera pas. Les voltammogrammes obtenus dans les trois électrolytes sont représentés sur la

Figure 78.

10] Electrolyte :
] —H,SO,0,5mollL
61 —— Tampon phosphate pH 7
- H,SO, 0,05 mol/L
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Figure 78 : Voltammogrammes obtenus a 100 mV/s sur MIP dans différents électrolytes
aprés une incubation de 30 min dans une solution témoin de 2,4DNT a 10-5 mol/L. Synthétisé et
utilisé dans les conditions du Tableau 10 avec du 2,4DNT a la place du 4NT.

En tampon phosphate le signal est trés étalé et moins bien défini, bien que tout a fait
séparé du pic de réduction du polymere. L’électrolyte H,SO. dilué par 10, semble donner des pics
bien définis, c’est-a-dire séparés du signal du polymere et pas trop étalés. Pour la suite de

I’étude, nous avons donc choisi comme électrolyte H,SO4 0,05 mol/L.

Des études rapides ont été effectuées pour optimiser les deux principaux parameétres, a
savoir le ratio de monomeres et le nombre de cycles de polymérisation. Pour cela des mesures
autour des conditions choisies pour le 4NT sont testées avec le 2,4DNT. Les conditions d’analyse
ne sont cependant pas identiques car I'électrode n’est plus la méme que pour les anciennes
études et I'électrolyte de mesure a changé. Afin de pouvoir néanmoins comparer les résultats
obtenus avec le 4NT et le 2,4DNT entre eux, la Figure 79 montre des valeurs normalisées pas la
valeur maximale. Les résultats sont similaires pour le suivi des réductions des deux
groupements nitrés du 2,4DNT, les résultats obtenus pour le pic au potentiel le plus élevé sont

donnés ici.
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Les évolutions du signal en fonction du ratio de monomére et du nombre de cycles de
polymérisation sont assez similaires pour les deux analytes. Pour le nombre de cycles, le
maximum de signal est également obtenu pour 20 cycles. Et pour le ratio une augmentation
suivie d'un plateau est également observée. Cependant, ce plateau semble commencer a un ratio
aniline/oPD un peu plus élevé, autour de 120, que pour le 4NT, obtenu a 100. Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que le 2,4DNT est une molécule plus volumineuse que le 4NT. Il serait donc
nécessaire d’avoir une moins forte réticulation, soit une maille de polymere plus large, pour que

la molécule puisse pénétrer jusqu’aux cavités.
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Figure 79 : Comparaison de I'évolution du signal de réduction entre la modification avec le
4NT et le 2,4DNT apres incubation dans une solution a 10-> mol/L de la molécule correspondante
en fonction du ratio aniline/oPD et du nombre de cycles de polymérisation. Résultats normalisés
par la valeur maximale. Courbes du 4NT issues de la Figure 63 et la Figure 64. Conditions de
modification et d’utilisation pour le 2,4DNT telles que décrites dans le Tableau 10 sauf pour le
parameétre étudié et une détection en H,S04 0,05 mol/L.

Les résultats pour le 2,4DNT ont montré que, une fois I'électrolyte adapté, les parameétres
optimisés restaient proches de ceux utilisés avec le 4NT. Cela semble indiquer que I'adaptation
du capteur développé au TNT sera réalisable et qu’il ne sera pas nécessaire de refaire toute

'optimisation.
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Conclusions

Ces études sur électrode de carbone ont permis un premier développement et la validation
d’'un protocole de modification d’électrode par un MIP a base d’aniline réticulé par de I'o-
phénylenediamine pour la détection d’analogues de TNT. A l'aide de la mise en place de
protocoles de mesure adaptés, basés sur une étape de lavage du MIP par extraction des
molécules et une étape d’'incubation dans la solution a mesurer, certaines conditions de
fabrication du polymére ont pu étre optimisées afin d’obtenir le meilleur signal pour une
solution d’analyte témoin. Le choix des monomeéres, le ratio monomere/réticulant ainsi que le
nombre de cycles de polymérisation ont ainsi été évalués. D’autres parameétres pourraient
encore étre étudiés tels que la concentration en molécules modeles, la vitesse de balayage lors
de I'électropolymérisation, la température ou la concentration totale en monomeres. Les études
pourraient également étre menées plus loin en optimisant les conditions d’analyse
électrochimique ou a l'aide d'une étude plus systématique du protocole d’incubation. La durée et
le contréle de la température des bains pourraient étre étudiés plus précisément pour des
résultats plus intenses, une durée du protocole de mesure plus courte et une meilleure
répétabilité. Ces travaux ont pu souligner I'importance du nombre de parameétres a considérer
pour la préparation de MIPs par électropolymérisation afin d’optimiser le capteur et d’assurer
une bonne reproductibilité des mesures. Une limite de détection de 1,1.10-6 mol/L du 4NT a pu
cependant étre atteinte dans ces premieres conditions de modification d’électrode par un MIP et

d’utilisation du capteur obtenu.

Cette étude sur support simple a été menée pour obtenir une preuve de concept de
I'utilisation de ce MIP pour I'analyse d’analogues du TNT. La présence des cavités a été validée
en comparant avec le signal obtenu sur un polymere sans empreintes. Les études effectuées
aprés optimisation sur le 2,4DNT ont montré une adaptation rapide des protocoles de
modification et d’analyse, ce qui indique que l'adaptation au TNT devrait également étre
envisageable. Une attention particuliere a été portée sur les conditions de reproductibilité et de
répétabilité des signaux obtenus, afin de définir clairement le cadre d'utilisation des électrodes
modifiées. Ces premiers résultats vont permettre d’appliquer directement des protocoles de
modification, d’extraction et d’incubation a un réseau d’électrodes afin de mettre en évidence

'intérét du systéme d’analyse original développé au laboratoire.
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Partie expérimentale

Réactifs et matériels
L’acide nitrique 69%, I'acide sulfurique 95% et I’éthanol absolu ont été achetés chez VWR
Chemicals. Le ferricyanure de potassium 99+% et I'aniline 99% viennent d’Acros Organic, I'acide
phosphorique de Panreac Chimica, la soude 98% d’Alfa Aesar et le 4-nitrotoluéne 99% de
Janssen Quimica. L’o-phénylénediamine et le 2,4-dinitrotoluéne 99% ont été fournis par Sigma-
Aldrich. L’aniline a été distillée sous pression réduite et stockée sous atmosphére d’argon au
congélateur avant utilisation. Toutes les solutions aqueuses ont été préparées dans de I'eau ultra

pure (EUP) obtenue par un appareil Simplicity UV de Millipore.

Les mesures électrochimiques ont été réalisées sur un Potentiostat BioLogic SP-50, avec
un systeme a 3 électrodes, I'électrode de travail était une électrode de carbone vitreux (2 3mm)
dans un tube en verre (2 6mm) fabriquée au laboratoire, la contre électrode un fil de platine et
'électrode de référence une électrode au calomel saturé, toutes deux fournies par Radiometer
Analytical. Le traitement des données a été réalisé sur le logiciel du potentiostat EC-lab ainsi que

le logiciel de traitement Origin.

Protocole de régénération des électrodes

Si I'électrode a précédemment subi une modification, elle est placée dans un bain d’acide
nitrique 69% sous agitation sur plateau rotatif a 50 tr/min. Apres un bain dans I'EUP sous
ultrasons pour rincer l'acide, la surface est polie sur feuille grain 1200 puis 4000 jusqu’a
I'obtention d'une surface miroir. Un blanc électrochimique est mesuré dans un électrolyte H,SO4
0,5 mol/L pour s’assurer que toute modification a été enlevée. L'électrode est ensuite placée
dans deux bains de 5 min sous ultrasons, éthanol absolu puis EUP. La qualité de la surface
obtenue est ensuite testée en mesurant le signal électrochimique d’une solution a 10-3 mol/L en
ferricyanure de potassium dans un tampon phosphate 0,5 mol/L pH 7,2. Si nécessaire le

protocole est repris a partir du polissage de I'électrode.

Modification d’électrode
Dans I'électrolyte de polymérisation, Ethanol-H,SO04 0,2 mol/L 50/50 (v/v), sont dissous
successivement la molécule cible, 4NT ou 2,4DNT selon I'étude, I'oPD puis l'aniline (ou autres
monomeres). Lors de la fabrication de NIP, seuls les monomeres sont placés en solution. La

solution est rigoureusement dégazée par barbotage d’argon dans une cellule électrochimique
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placée dans un bain a 25°C. L’électrode a modifier est placée dans deux bains de 5 min sous
ultrasons, éthanol absolu puis EUP, avant d’étre placée dans la cellule pour la polymérisation.
Apres le protocole d’électropolymérisation par voltammeétrie cyclique entre -0,1 V et +0,9 V a
50 mV/s, I'électrode est sortie, rincée a 'EUP et séchée a I'argon. Une premiere mesure est
effectuée par voltammétrie cyclique dans 1'électrolyte de mesure (H:SOs 0,5 mol/L ou
0,05 mol/L) pour vérifier la qualité du signal et réduire une grande quantité de molécules

modeles. L’électrode est séchée et laissée a I’air au moins une heure.

Mesure de solution de dérivé nitrés
La mesure se fait en deux étapes, une étape de lavage pour extraire toute molécule restant

de la polymérisation ou de la mesure précédente.

e Extraction : L’électrode est placée en suspension dans un bain EUP-éthanol absolu
60-40 v/v préalablement dégazé. Elle y est laissée 20 min sous agitation sur
plateau rotatif a 50 tr/min. Elle est ensuite placée dans une cellule contenant
I'électrolyte de mesure pour une mesure en CV entre 0 V et -0,8 V.a 100 mV/s
apres une CA initiale de 5 s a 0 V. Le bain est répété jusqu’a ce que la mesure ne
montre pas de signal dans la zone de détection (molécule modéle, non mesurée
précédemment et ayant migré, dioxygene apreés une nuit a I'air).

e Incubation: L’électrode est placée en suspension dans la solution a mesurer,
réalisée par dissolution de 'analyte dans un solvant EUP-Ethanol absolu 90-10 v/v
et dégazée. L'incubation est faite sous agitation sur plateau rotatif a 50 tr/min
pendant 30 min. L’électrode est ensuite sortie et rincée a I'EUP. Selon les études
elle peut étre séchée a l'argon et laissée a l'air avant d’effectuer la mesure

électrochimique comme apreés le bain de d’extraction.
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Introduction

La polarographie sur goutte tombante de mercure a longtemps été utilisée car, en plus des
avantages que présentait l'électrochimie sur mercure (grande surtension permettant des
analyses a bas potentiels, formation d’amalgame avec des métaux pour des redissolutions
anodiques trés sensibles), elle permettait le renouvellement de la solution au voisinage de
I'électrode et de la surface de I'électrode tout au long de la mesure [166-170]. Afin de garder les
atouts d'une telle méthode mais de limiter les désavantages, tels que la toxicité du mercure ou la
complexité du dispositif [53], notre équipe de recherche a développé une méthode de
voltammeétrie par échantillonnage basée sur l'utilisation d'un réseau d’électrodes [14, 171]. Un

tel systéme pourra facilement étre utilisé dans un systéme analytique miniaturisé et portable.

La voltammétrie par échantillonnage est une méthode permettant de tracer point par
point une courbe intensité-potentiel. Dans le cas d’un réseau, sur chaque électrode est appliqué
un saut de potentiel, a partir d'un potentiel ou I'on sait que le courant est nul jusqu’au potentiel
désiré. A partir du saut, la réponse en courant est enregistrée en chronoampérométrie. En
récupérant la valeur du courant a un temps donné pour chaque électrode, il est possible de
retracer une courbe I-E, tel que cela est représenté sur la Figure 80. La technique de
voltammétrie par échantillonnage appliquée au réseau sera désignée EASCV (Electrode Array

Sampled Current Voltammetry).
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Figure 80 : Principe et étapes de la voltammétrie par échantillonnage : (a) différents sauts
de potentiels appliqués sur chaque électrode, (b) courbes en chronoampérométrie obtenues pour
chaque potentiel, temps d’échantillonnage t, (c) courbe intensité-potentiel retracée en prenant i(t)
pour chaque potentiel. Issu de l'ouvrage de Bard [53].

Le profil est similaire a ce qui peut étre obtenu sur électrode tournante car l'utilisation
d’une nouvelle électrode pour chaque point supprime 'appauvrissement de la solution autour

de la surface qui a lieu en voltammétrie linéaire au fur et a mesure de l'analyse. Le plateau
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obtenu correspond au courant limite de diffusion et est proportionnel a la concentration
d’espéces électroactives en solution. L'utilisation de chronoampérométries échantillonnées a des
temps cours peut permettre d’atteindre des intensités plus hautes qu’en voltammétrie linéaire et
de limiter I'importance du courant capacitif qui décroit plus vite que le faradique. A titre
d’exemple, 'utilisation d’'un réseau d’électrodes, pour la détection par redissolution anodique du
plomb, a permis d’atteindre des intensités de courant 300 fois plus élevées qu’avec les
techniques classiques en voltammétrie linéaire [172]. De plus, 'électronique nécessaire a
I'application d’un potentiel fixe est plus simple que pour une rampe de potentiel ce qui rend le

systéme plus facilement miniaturisable.

Le renouvellement de la surface de I'électrode va également permettre de s’affranchir des
problémes de passivation d’électrode qui pourraient résulter des réactions électrochimiques
ayant lieu pendant la mesure. Par exemple, certains produits de réaction peuvent s’adsorber en
surface [173], certaines molécules peuvent méme former des radicaux qui vont venir se lier sur
la surface de I'électrode [174] ou d’autres peuvent former des oligomeéres ou polymeres en
surface [175]. La méthode a notamment été adaptée avec succes pour une détection linéaire du
phénol, connu pour former des oligomeres apres son oxydation [175], jusqu'a des

concentrations de 10-2mol/L sans passivation [176].

Un intérét supplémentaire du réseau par rapport aux gouttes de mercure tombantes est
qu'’il est possible de fonctionnaliser la surface. La reproductibilité de la méthode de modification
est cependant tres importante afin de fonctionnaliser uniformément toutes les électrodes. La
fonctionnalisation de réseaux d’électrodes par un polymere a empreintes moléculaires, a base de
dérivé de polyaniline, pour des molécules analogues au TNT, tel qu'il a été développé dans le
chapitre 111, a été étudiée pour la premiere fois dans ce travail. La polymérisation et la méthode
d’utilisation par un protocole de deux bains restent les mémes (Tableau 11). Apres le choix du
réseau et le développement d’'une méthode EASCV adaptée, le capteur obtenu est testé en termes

de stabilité et de sélectivité, et une courbe d’étalonnage a été établie.
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IV.1 Modification du réseau d’électrodes par un MIP

Les toutes premiéres études nécessaires a 'adaptation de la méthode MIP sur réseau ont
été faites avec les conditions optimisées pour le 4-nitrotoluene, puis rapidement les études ont
été menées sur le MIP pour le 2,4-dinitrotoluene. Le Tableau 11 résume les paramétres de

modification et d’utilisation du MIP dans les deux cas.

Tableau 11 : Premiéres conditions de modification et d’utilisation d’'un réseau d’électrodes
par un MIP a base de polyaniline spécifique au 4-nitrotoluéne ou au 2,4-dinitrotoluéne.

MODIFICATION D'ELECTRODE

Solution de polymérisation Polymérisation
(EtOH-H;S04 0,2 mol/L 50-50 v/v) (50mV/s)
Aniline o-phénylene- 14 ule cible  Potentiel Nombre de
diamine cycles
4-nitrotoluéne 121,8 mmol/L 1,2 mmol/L 10 mmol/L N
-0,1a0,9
2,4- V/ECS 20
dinitrotoluéne  122,7 mmol/L 1,0 mmol/L 10 mmol/L
UTILISATION DE L'ELECTRODE MODIFIEE
Bain d'extraction Bain d'incubation Méthode de
mesure
-nitrotoluéne 20 min BauEthanol 90-10v/y  cyclique
et2,4- Eau-Ethanol 60-40 v/v yelq
dinitrotoluéne Ringage EUP + analyte 100 mV/s
Ringcage EUP H2S04 0,05 mol/L

IV.1.1Choix du réseau d’électrodes

Des réseaux d’électrodes en or obtenus par photolithographie ont été développés dans
I'équipe Satie de 'ENS Rennes et 'I[ETR au cours d'une collaboration avec notre laboratoire
(Figure 81-A). Le protocole de fabrication a permis de bien contréler la taille et la
reproductibilité des électrodes du réseau [172]. Afin de savoir si ces réseaux peuvent étre
modifiés par le protocole de formation de MIP développé dans le chapitre précédent, des
premiers tests ont été réalisés sur électrode unique d’or de géométrie identique a celle de

I'électrode en carbone vitreux utilisée lors du développement de la modification.
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A) , B)

Figure 81 : Réseaux d’électrodes : (A) Réseau d’or fabriqué dans les laboratoires de I'ENS
Rennes et I'IETR en collaboration avec I'équipe MaCSE de Rennes et (B) Réseau d’électrodes de
carbone fabriqué par la société Atlantec.

L’étude de I'électrode d’or modifiée par un MIP spécifique au 4-nitrotolueéne (conditions
du Tableau 11) a montré que la présence a un potentiel assez haut du front de réduction de I'’eau
dans H2S04 0,5 mol/L allait poser un probleme pour la détection de la molécule nitrée. En effet, il
peut étre observé sur la Figure 82-A, que le signal obtenu pour une matrice MIP sur or, apres
extraction de toute molécule de 4-nitrotoluéne, présente le front de réduction de I'eau
directement apres un pic vers -0,22 V qui correspond au signal du polymere. A titre comparatif,
les signaux aprés extraction et aprés incubation dans une solution a 10-5> mol/L obtenus sur
carbone vitreux modifié sont également représentés. La ligne de base et la faible fenétre de
détection obtenue dans un électrolyte H,SO4 0,5 mol/L sur or modifié ne permettent donc pas
d’observer correctement la réduction du groupement NO,. Afin de tenter de contourner ce
probléme des électrolytes de différents pH ont été testés afin de décaler la limite de potentiel
inférieure. La Figure 82-B montre que le probléme reste le méme pour un électrolyte acide
sulfurique a 0,05 mol/L. En effet, aprés incubation dans une solution de 4-nitrotoluéne, un
courant de réduction semble apparaitre sur la fin du signal du polymeére, mais le signal n’est pas

suffisamment résolu pour pouvoir étre quantifié précisément.
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Figure 82 : Comparaison des voltammogrammes sur électrodes d’or ou de carbone vitreux
(2 3 mm) modifiées et utilisées selon les conditions MIP spécifiques au 4-nitrotoluéne du Tableau
11, voltammogrammes apres bain d’extraction ou bain d’incubation dans une solution a
10->mol/L en 4-nitrotoluéne. 100 mV/s dans H>S04 (A) 0,5 mol/L et (B) 0,05 mol/L.

Un tampon phosphate 0,5 mol/L pH 7,2 ainsi qu'un tampon acide acétique 1 mol/L pH 4,8
ont également été testés. Pour ces deux électrolytes, 'observation des signaux obtenus apreés
extraction et incubation sur une électrode de carbone vitreux modifiée (Figure 83) ont montré
que le signal de la réduction du groupement nitré donnait un pic tres étalé. Ce manque de
définition du signal est sirement dii au manque de conductivité de la polyaniline dans ces
milieux. En effet, a pH>3, les processus de déprotonation du polymeére limitent la stabilité des
radicaux pouvant se former sur les chaines du polymeére et donc le nombre de porteurs de
charge [177]. Ces électrolytes ne sont donc pas adaptés pour un capteur a base de polyaniline.
Ainsi, méme si augmenter le pH décale les potentiels de réduction de I'eau et du dérivé nitré loin
du signal du polymere (Figure 83), la résolution du pic de réduction du dérivé nitré n’est pas
satisfaisante. Nous n’avons donc pas réussi a trouver de bonnes conditions d’analyse pour
I'utilisation du MIP sur électrode d’or et les réseaux d’or développés précédemment n’ont donc

pas pu étre utilisés.
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Figure 83 : Comparaison des voltammogrammes a 100 mV/s sur électrodes d’or ou de
carbone vitreux (¢ 3 mm) modifiées et utilisées selon les conditions MIP spécifiques au
4-nitrotoluéne (Tableau 11), signaux aprés bain d’extraction ou bain d’incubation dans une
solution a 105 mol/L en 4-nitrotoluéne. Electrolyte de mesure : (A) tampon phosphate 0,5 mol/L
pH 7,2 et (B) tampon acide acétique 1 mol/L pH 4,8.

Les études de fonctionnalisation de réseaux d’électrodes ont donc été réalisées sur un
réseau d’électrode en carbone fabriqué par une société prestataire Atlantec. Ces réseaux,
montrés sur la Figure 81-B, sont constitués d’'un circuit imprimé de cuivre recouvert d'une
couche de nickel et d’or. Au niveau des électrodes, la surface est finalement recouverte d'une
encre de carbone. La plaque est couverte d'une couche isolante ne laissant que les contacts et les
surfaces des électrodes a l'air. Chaque réseau présente ainsi 20 électrodes carrées de 1 mmz2.
L’utilisation de ce réseau se fait via une téte de lecture dédiée et la contre électrode, réalisée de
la méme maniére que le réseau sans carbone, est adaptée a la géométrie. Le systeme est

présenté sur la Figure 84. Pour les études décrites dans ce chapitre une électrode de référence

—W

au calomel saturé externe a été utilisée.
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Figure 84 : Systeme utilisé pour les mesures électrochimiques sur réseau d’électrodes en
carbone.
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IV.1.2 Prétraitement du réseau d’électrodes

Une étude du signal de ferricyanure de potassium sur les différentes électrodes de carbone
des réseaux tels qu’ils ont été recus a montré que la surface était partiellement passivée. En effet,
comme il peut étre observé sur la Figure 85-A, la différence entre le maximum du signal
d’oxydation et de réduction du systeme réversible (AE) est de quelques centaines de millivolts. Il
a donc été nécessaire de définir un protocole de lavage des surfaces avant toute utilisation du
réseau. Apres une série de trois bains de 15 min sous ultrasons (éthanol, acétonitrile puis eau
ultra pure), d'un traitement électrochimique par chronoampérométrie a 2,5 V dans un tampon
phosphate pH 7,2 (4 minutes en reliant les contacts des plots et 2 minutes sur chaque électrode
individuellement) et d’'un rincage final dans un bain eau ultra pure de 15 min sous ultrasons, les
signaux montrent une nette amélioration. La Figure 85 montre I'évolution du signal du couple

ferricyanure-ferrocyanure avant et aprés le lavage.
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Figure 85 : Voltammétrie cyclique a 100 mV/s d’une solution de ferricyanure de potassium
a 5.103 mol/L dans un tampon phosphate 0,5 mol/L pH 7,2 sur les 20 électrodes d’un réseau de
carbone neuf (A) et apreés lavage (B).

Ce protocole, appliqué une ou deux fois, permet d’obtenir des différences de potentiel de
pics AE entre 90 et 100 mV dans la majorité des cas, et, sur certains réseaux, entre 80 et 90 mV.
Une certaine variation existe sur les intensités des pics mais elle reste assez faible : le coefficient
de variation moyen de l'intensité du pic d’oxydation est de 4%, calculé sur 10 réseaux de 20
électrodes apres lavage. Il a cependant été observé qu’il valait mieux éviter de trop répéter ce
protocole dans l'espoir de diminuer d’avantage le AE, car cela faisait apparaitre un signal
parasite sur la mesure du signal de ferricyanure de certaines électrodes (Figure 86-A).
L’observation de la surface de I’électrode donnant le signal le plus déformé a montré que ce

phénomeéne était en fait di au décollement de 'encre de carbone, comme cela peut se voir sur la
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photographie de la Figure 86-B. Le signal parasite correspond en réalité a la détection du

ferricyanure sur 'or sous-jacent.
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Figure 86 : (A) Exemple de voltammogrammes a 100 mV/s d’'une solution de ferricyanure
de potassium a 5.103 mol/L dans un tampon phosphate 0,5 mol/L pH 7,2 présentant un signal
parasite. (B) Photographie de la surface de I'électrode donnant le signal représenté en bleu.

Par la suite, il a été décidé de se satisfaire de AE homogenes et inférieurs a 100 mV sur
chaque électrode et d’abandonner le réseau analysé si cela n’était pas atteint apres 3 lavages. Si
le signal parasite est déja présent mais sur moins de 3 électrodes, le réseau est gardé et ces

électrodes ne sont pas utilisées.

IV.1.3 Protocole de polymérisation sur réseau

Les réseaux d’électrodes peuvent étre modifiés par électropolymérisation de deux
manieres : en liant tous les contacts des différentes électrodes et ainsi en faisant la réaction de
polymérisation simultanément sur toutes les surfaces, ou en la faisant sur les électrodes les unes
a la suite des autres dans une méme solution. La polyaniline étant électroactive, les polymeéres
obtenus peuvent étre comparés en visualisant leur signal directement par voltammétrie
cyclique. Ainsi la Figure 87 compare les signaux obtenus par les deux méthodes sur les
différentes électrodes de deux réseaux modifiés par un polymeére sans empreintes dans les
conditions de la modification spécifique au 4-nitrotoluéne. Seules 16 électrodes ont été
modifiées dans les conditions de polymérisation impliquant une modification indépendante de
chaque électrode. Dans les deux cas, les signaux de formes significativement différentes des

autres ne sont pas représentés.
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Figure 87 : Voltammétrie cyclique dans HzS04 0,5 mol/L de chaque électrode modifiée par
le polymeére aniline/o-phénylénediamine polymérisé dans les conditions optimisées pour le
4-nitrotoluéne mais sans la présence de molécule cible (Tableau 11), 100 mV/s
(A) Electropolymérisation simultanée (16 signaux représentés) et (B) Polymérisations successives
sur chaque électrode (14 signaux représentés).

Les deux résultats présentent une dispersion des signaux plus importante qu’elle ne I'était
sur les signaux de ferricyanure avant modification. Dans le cas d’'une modification simultanée,
I'écart entre le signal minimum et le signal maximum est plus faible mais la répartition des
signaux entre les deux extrémes est plus homogéne. Dans la polymérisation séparée, I'écart
entre les signaux extrémes est plus grand mais un plus grand nombre de valeurs est concentré
autour de la moyenne. Aucune des deux méthodes n’a donné de reproductibilité parfaite entre
les électrodes. La polymérisation simultanée a donc été gardée pour la suite car elle plus rapide.
Avec cette méthode, le coefficient de variation moyen du signal du polymeére est de 12%, calculé
sur le signal d’oxydation du polymeére pour les 16 voltammogrammes de la Figure 87 (méme
variation pour chaque systéme). La variation apres lavage pour ce réseau était de 2%, la

modification introduit donc d’avantage d'inhomogénéité entre les électrodes.

Afin d’évaluer plus précisément l'impact de linhomogénéité de la réaction
d’électropolymérisation sur la variation des mesures, des réseaux d’électrodes modifiées par des
MIPs ont été réalisés et des solutions d’analytes ont d’abord été étudiées en voltammétrie
cyclique indépendamment sur chaque électrode. La suite des études a été menée en utilisant le
protocole de MIP tel qu’il a été optimisé pour le 2,4DNT (détails dans le Tableau 11). Les essais
sont ainsi réalisés dans des conditions d’analyse proches du TNT et 'observation des deux pics
de réduction permet de confirmer que I'on détecte I'analyte et non du dioxygene. La Figure 88-A
montre la différence entre les signaux obtenus en voltammétrie cyclique apres le bain
d’extraction (sans composé nitré) et le bain d’incubation (avec composé nitré) sur une des

électrodes d’'un réseau modifié et testé sur une solution a 10->mol/L en 2,4DNT. Afin de pouvoir
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comparer les signaux entre les différentes électrodes des réseaux, les voltammogrammes apreés
incubation et aprés extraction sont soustraits et, apres avoir retracé la ligne de base, les signaux
de la Figure 88-B sont obtenus pour I'ensemble des électrodes du réseau. En récupérant
I'intensité maximale, un coefficient de variation moyen de 19,6 +5,6% est calculé sur les 3
réseaux testés (respectivement 21, 13 et 24% pour chaque réseau). Ce coefficient de variation
rend compte a la fois de la disparité entre les électrodes de différents réseaux, et de celles issues
de la modification d’électrode par électropolymérisation et de I'analyse avec le MIP. Il est plus
important que celui du réseau et de la modification par le polymeére estimés respectivement a 4
et 12%. Une erreur supplémentaire semble donc étre introduite lors de la méthode d’analyse par
MIP, peut-étre due aux phénomenes d’adsorption observés dans le chapitre III avec une
électrode simple (erreur estimée a 4% sur 6 mesures faites dans la méme journée sur une méme
électrode). Cependant, le coefficient de variation est inférieur a celui estimé sur une électrode
simple modifiée a plusieurs reprises (35%). Dans la suite de ce travail, une mesure en
voltammétrie cyclique sera réalisée sur chaque électrode d’un réseau nouvellement modifié afin
de détecter les plots présentant un probléme de contact ou les électrodes modifiées
significativement différentes des autres et de pouvoir les écarter avant de mettre en place la

méthode par échantillonnage.
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Figure 88 : Voltammétries cycliques effectuées sur les électrodes du réseau modifiées et
utilisées dans les conditions MIP spécifiques du 2,4DNT, décrites dans le Tableau 11, pour la
mesure d’une solution de 2,4DNT a 10~ mol/L (A) Comparaison du signal brut sur une électrode
du réseau apreés le bain de lavage par extraction et le bain d’incubation dans la solution de
2,4DNT, (B) Comparaison du signal traité (Signal aprés incubation - Signal apreés extraction;
traitement de la ligne de base) sur les 15 électrodes du réseau ayant donné des résultats cohérents.

142



Chapitre IV - Fonctionnalisation d’un réseau d’électrodes par un polymére a empreintes moléculaires

IV.1.4Méthode EASCV, voltammétrie par échantillonnage sur réseau

a. Signal EASCV obtenu sur MIP

Afin d’obtenir un programme de mesure électrochimique en EASCV sur réseau, les
différents parametres de la méthode ont dii étre choisis (saut de potentiel : choix des potentiels
et durée de I'impulsion, période entre deux points de mesure et temps d’échantillonnage). Le but
final de ce capteur est de pouvoir mesurer des signaux correspondant a des concentrations trés
basses en analyte, les analyses électrochimiques sont donc faites sur un potentiostat bas courant
en placant la cellule dans une cage de Faraday. Le plateau de potentiel initial a été choisi a -0,2 V,
soit entre le signal du polymere et le signal du 2,4DNT en voltammétrie cyclique (Figure 88-A),
afin de réduire tout le polymeére et limiter I'impact du signal du polymére sur la mesure, mais
aussi de stabiliser le signal. Apres le saut de potentiel, la réponse de I'intensité du courant en
fonction du temps doit étre enregistrée. Les points dans les temps courts sont particulierement
intéressants car ils correspondent a de grandes intensités de courant. Afin d’obtenir au mieux
ces premiers points avec le potentiostat utilisé au laboratoire, le saut de potentiel a été réalisé
via une méthode de pulses rapides (Fast pulses) et le nombre de points de mesure a di étre pris
suffisamment élevé (période entre deux points AT = 0,001 s). Apres une chronoampérométrie de
stabilisation a -0,2 V de 15 s, deux pulses de potentiels sont donc appliqués, le premier a -0,2 V
pendant 1 seconde pour revenir au courant de base de la chronoampérométrie précédente, et un
pulse au potentiel qui nous intéresse pendant 0,5 secondes. L’évolution des potentiels appliqués

pendant la méthode est représentée sur la Figure 89.
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Figure 89 : Evolution du potentiel en fonction du temps appliqué a chaque électrode du
réseau lors de la méthode EASCV (CA : chronoamperométrie, pulse : impulsion en potentiel).
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La Figure 90 montre les signaux obtenus aprés le bain d’extraction et d’incubation dans
une solution a 10-> mol/L en 2,4DNT, chaque chronoampérométrie étant faite sur une électrode

d’un réseau modifié et a un potentiel donné.
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Figure 90 : Courbes de chronoampérométrie obtenues aprés un saut de potentiel sur les
différentes électrodes d’'un réseau (modifié et utilisé selon les conditions du Tableau 11) aprés
extraction (courbes pointillées) puis incubation (courbes continues) dans une solution a 105 mol/L
en 2,4DNT, un potentiel différent étant appliqué sur chaque électrode : -0,25 V (—), -0,30 V (—),
-035V (—), -040V (—), -045V (—), -0,50 V (—), -0,55 V (), -0,65 V(—) et -0,75V (—) (les
signaux a -0,60 et -0,70 V ne sont pas représentés pour plus de lisibilité).

Une différence est bien observée entre le signal aprés le bain d’extraction de la matrice de
polymere (sans composé nitré) et le signal apres l'incubation (avec composé nitré). Cette
différence correspond au courant utilisé pour la réduction des groupements nitrés. Dans un
premier temps, l'intensité du signal apres incubation est tracée en fonction du potentiel en
prenant I pour différents temps d’échantillonnage t. La Figure 91-A montre les résultats ainsi
obtenus pour différentes valeurs de t. Pour ces courbes, toutes les analyses ont été faites sur une
méme électrode d’'un réseau modifié afin de pouvoir observer l'allure des courbes sans que le
signal ne soit altéré par la variabilité entre les électrodes modifiées. Il peut étre observé que
pour les temps courts, habituellement utilisés en EASCV (t valait 0,005 seconde dans des
analyses de plomb [172]), le plateau de courant limite de diffusion n’est pas visible. Ce
phénomeéne pourrait s’expliquer par I'important courant de base observé sur la Figure 90, soit le
courant mesuré apreés extraction de toute molécule électroactive (courbes pointillées); le

courant faradique a temps court n’est pas assez intense par rapport au courant capacitif. En
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effet, cette technique s’apparente a la voltammétrie impulsionnelle pour laquelle il a été
démontré que, aprés une impulsion en potentiel depuis un potentiel ou il n'y a pas de réduction
vers un potentiel ou la réduction a lieu, le courant faradique décroit en t-1/2 (loi de Cottrell,
équation (11)) alors que le courant capacitif décroit exponentiellement (équation (12)).
nFSD"/2C°
i =222 2 (11)
T /2 t /2
Loi de Cottrell avec n le nombre d’électrons échangés, F la constante de Faraday, S la

surface de I'électrode, D la constante de diffusion et C° la concentration initiale en espéce.
. E -
i(t) = Ee RC (12)

Avec E le potentiel appliqué, R la résistance du milieu et C la capacité de la double

couche.

La constante de temps régissant I’évolution exponentielle du courant capacitif vaut RC
avec R qui est une valeur de la résistance du milieu. Dans la couche de polymere que forme le
MIP, la résistance est beaucoup plus importante que dans les électrolytes aqueux utilisés
habituellement en EASCV. Le courant capacitif décroit donc plus lentement, ce qui peut

expliquer la nécessité d’utiliser un temps d’échantillonnage plus long.

Pour tenter de limiter I'impact du courant de base sur la mesure et ne considérer que la
réduction du dérivé nitré, les courbes intensité-potentiel sont retracées en prenant la différence
d’intensité a un temps t entre la courbe obtenue apreés le bain d'incubation et celle obtenue apres
le bain d’extraction réalisé juste avant, soit Al = lincubation — lextraction, aVe€C lincubation €t lextraction,
mesurés au temps d’échantillonnage t. Les courbes ainsi obtenues pour les différents t sont
représentées sur la Figure 91-B. Pour les temps cours, un plateau n’est pas observé comme dans
la Figure 91-A ce qui signifie que le courant de base lorsque la matrice comprend des dérivés
nitrés dans ses cavités est différent de celui obtenu lorsque les cavités sont vides. Les plateaux
observés sur la Figure 91-B étant néanmoins mieux définis que ceux de la Figure 91-A, la
méthode de traitement faisant intervenir une différence d’intensité Al pour tracer les courbes
intensité-potentiel sera gardée pour la suite des études comme premiere approximation pour
gommer le courant de base. La Figure 91-B montre qu’'un temps d’échantillonnage t de 0,1 s

permet d’obtenir un plateau tout en gardant la plus grande intensité.
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Figure 91 : Courbes intensité-potentiel obtenues par voltammeétrie par échantillonnage et
pour différents temps T d‘échantillonnage de courant sur une électrode d’'un réseau modifiée et
utilisée dans les conditions du Tableau 11 pour I'analyse d’une solution de 2,4DNT a 105> mol/L en
appliquant la séquence de la Figure 89 (A) Courbes obtenues en prenant l'intensité du signal aprés
le bain d’incubation a un temps T, SOit lincubation, €t (B) Courbes obtenues en reportant Al = lincubation —
Iextraction, AVeC lincubation €t lextraction, Mmesurés au temps d’échantillonnage t.

Il a donc été décidé de garder un temps d’échantillonnage de 0,1 seconde a partir duquel
un plateau, correspondant a la réduction des deux groupements nitrés du 2,4DNT, est observé.
En effet, les sauts de potentiels utilisés pour tracer les courbes de la Figure 91 ne permettent pas
de distinguer une inflexion correspondant a la réduction du premier groupement nitré seul. Une

légére diminution de l'intensité de courant est observée pour les potentiels les plus négatifs
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correspondant a la réduction de I'eau. L'intensité de courant qui sera utilisée par la suite pour la

détection du 2,4DNT est celle correspondant au plateau entre -0,55 V et -0,65 V.

Par ailleurs, I'impact de la durée de la chronoampéromeétrie initiale a -0,2 V a été estimé
pour des temps de 5, 10 et 15 secondes. Les courbes en EASCV obtenues avec les mesures en
Al = Tincubation — lextraction SONt représentées sur la Figure 92. Cette fois ci, toutes les électrodes du
réseau sont utilisées, I'allure reste celle observée pour la courbe réalisée sur une électrode. Les
intensités de courant initiales Iincubation €t lextraction mesurées a -0,25 V sont proches de zéro (voir
Figure 91-A), ce qui montre que quel que soit le temps de chronoampérométrie utilisé, le signal
du polymere est quasiment éliminé. Par ailleurs, les intensités de courant du plateau sont
relativement proches pour les trois temps. Une durée de 15 secondes a tout de méme été gardée
pour étre sir d’enlever le maximum de courant parasite dii a la matrice de polymére quel que

soit I'électrode modifiée par un MIP et la concentration testée.
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Figure 92 : Courbes intensité-potentiel obtenues par voltammeétrie par échantillonnage de
courant (a 0,1 seconde) sur un réseau modifié et utilisé dans les conditions du Tableau 11 pour
I'analyse d’une solution de 2,4DNT a 10 mol/L, mesure en Al, pour plusieurs durées de la
chronoampérométrie initiale a -0,2 V

b. Comparaison avec la voltammétrie cyclique

Des études précédentes faites au laboratoire ont montré que l'utilisation de la méthode
EASCV avait permis de multiplier l'intensité de courant par 300 par rapport a la voltammétrie
linéaire pour la détection du plomb [172]. Cependant, dans cette étude, le courant résiduel est

trés intense et le temps d’échantillonnage de potentiel a été pris a 0,1 s au lieu de 0,005 s dans le

147



Chapitre IV - Fonctionnalisation d’un réseau d’électrodes par un polymére a empreintes moléculaires

cas du plomb. Le courant faradique est donc davantage diminué. Une étude a été menée afin de
calculer le gain réel d’intensité de courant lors de I'étude de réseaux d’électrodes modifiées par
ce MIP. Pour cela, une solution de 2,4DNT a 10-6¢ mol/L a été analysée aprés extraction et
incubation par voltammeétrie cyclique sur une des électrodes d'un réseau et par EASCV sur le
reste des électrodes. La Figure 93 montre les signaux obtenus. La différence d’intensité de
courant observée entre les voltammogrammes est de -0,16 pA alors que le plateau atteint en

EASCV estde -0,71 pA.
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Figure 93 : Analyses d’une solution a 10-¢ mol/L de 2,4DNT sur un réseau modifié et utilisé
dans les conditions du Tableau 11: (A) Voltammétrie cyclique a 100 mV/s dans H:SO; a
0,05 mol/L et (B) EASCV en Al échantillonnée a 0,1 seconde dans H>504 a 0,05 mol/L.

L’intensité correspondant a la réduction de I'analyte a donc été augmentée d'un facteur
4,4. Le facteur d’augmentation est moins important que ce qui a pu étre observé lors d’autres
analyses sur réseau mais un gain en intensité de courant est tout de méme observé ce qui
pourrait conduire a de meilleures limites de détection. De plus, l'utilisation de la méthode EASCV

permet de s’affranchir du signal di au polymére observé en voltammétrie cyclique.

IV.2 Evaluation du capteur

La modification par un MIP de polyaniline spécifique a la détection du 2,4-dinitrotoluéne a
donc pu étre adaptée sur réseau d’électrodes et un programme de mesure par voltammétrie par
échantillonnage a été optimisé. Les conditions finales de modification et d’utilisation du réseau
modifié sont rappelées dans le Tableau 12. Le capteur réalisé et utilisé dans ces conditions a

ensuite été évalué.
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Tableau 12 : Conditions finales de modification et d’utilisation d’'un réseau d’électrodes par
un MIP a base de polyaniline spécifique au 2,4-dinitrotoluéne.

MODIFICATION D'ELECTRODE

Solution de polymérisation Polymérisation
(EtOH-H:S0. 0,2 mol/L 50-50 v/v) (50 mV/s)
Aniline op }?enyllene- Molécule cible  Potentiel Nombre de cycles
diamine
-0,1a0,9
122,7 mmol/L 1,0 mmol/L 10 mmol/L V/ECS 20
UTILISATION DE L'ELECTRODE MODIFIEE
Bain d'extraction Bain d'incubation Méthode de
mesure
: 30 min
20 min EASCV
Eau-Ethanol 60-40 v/v Eau'Et};a;lrglzglo VIV 0,22-0,65 V/ECS
Rincage EUP Rincage EUP H,S04 0,05 mol/L
EACSV
Méthode électrochimique Traitement

Chronoampérométrie -0,2V, 15 s
Fast pulse-0,2V,1s
Fast Pulse -0,25V a-0,70V,0,5s

AI:IIncubation'Iextraction:f(];:)
Echantillonnage a 0,1 s

IV.2.1Répétabilité des mesures et stabilité du capteur

Dans un premier temps, une étude de répétabilité des mesures sur réseau fonctionnalisé a
été réalisée. Celle-ci permet d’estimer la durée de vie d’'un réseau modifié, la stabilité des
mesures dans le temps et d’estimer le coefficient de variation de ces mesures. La mesure d’'une
solution a 10-¢ mol/L en 2,4DNT, extraction et incubation, a été répétée 16 fois (réparties sur
6 jours) sur un réseau modifié et utilisé dans les conditions décrites dans le Tableau 12. La
Figure 94 montre la courbe obtenue en moyennant les Al = lincubation—lextraction, MeSUrés a un temps
de 0,1 s, sur toutes les mesures. Les deux plateaux correspondant aux réductions de chacun des
groupements nitrés sont bien distinguables. Le premier, vers -0,35 V semble cependant
correspondre a un peu moins de la moitié de l'intensité du deuxiéme plateau vers -0,6 V. Une
explication possible est que lors de la chronoampérométrie initiale a -0,2 V, une partie des
groupements nitrés se réduisant au potentiel le plus haut est également réduite avant le pulse de
potentiel. En effet, si les analyses a partir desquelles la méthode avait été définie, présentées sur

la Figure 88, avaient montré que la réduction ne commengait qu’'apres -0,2 V, la Figure 93
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montre un signal de réduction commencant un peu plus haut en potentiel. Il y a donc une légére
inhomogénéité entre les modifications par MIP jouant sur le potentiel de réduction des
groupements nitrés. Cette observation n’étant pas systématique d’'un réseau modifié a I'autre, la

suite des études présentée a été réalisée avec un potentiel initial de -0,2 V.
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Figure 94 : Résultats de I'étude de répétabilité de mesure d’une solution a 106 mol/L de
2,4DNT sur réseau modifié et utilisé dans les conditions décrites dans le Tableau 12 : Courbe
intensité-potentiel en Al (point a -0,488 V retiré car trop différent), moyenne et écart-type sur les
16 mesures.

Les résultats indépendants des 16 mesures sont représentés sur la Figure 95, soit en
prenant la valeur de I'électrode a -0,6 V, soit en réalisant la moyenne sur le plateau autour de
-0,6 V. Malgré la grande variation des résultats d'une mesure a l'autre, aucune diminution
progressive du signal n’est observée tout au long de I'étude, alors que les modifications sur
électrode simple montraient des mesures avec une baisse significative (60%) sur 3 a 4 jours. De
plus, aucune différence significative n’a été observée d’un jour a 'autre, méme apres une pause

de deux jours (entre le jour 5 et le jour 6).
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Figure 95 : Résultats de I'étude de répétabilité de mesure d’une solution a 106 mol/L de
2,4DNT sur réseau modifié et utilisé dans les conditions décrites dans le Tableau 12 : Résultats
pour chaque mesure en Al prise sur le point a -0,6 V ou moyenne et écart type obtenus sur le
plateau soit entre -0,560 V et -0,632 V (voir Figure 94).

Ainsi, le coefficient de variation, mesuré sur le point a -0,6 V est de 23%. Le calcul effectué
pour chaque jour donne des variations respectives de 14, 12, 30, 25, 30 et 26% (ordre croissant
des jours pour les valeurs en points remplis sur la Figure 95). Cet écart type important entraine
la nécessité de répéter plusieurs fois les mesures pour obtenir une valeur moyenne de la

concentration.

Afin de mieux comprendre l'origine des problemes de reproductibilité, les mesures d'un
blanc analytique, c’est-a-dire de Al avec un bain d’incubation effectué dans une solution sans
composé nitré, ont été réalisées au début de chaque jour de mesure (jours 1, 2 ... 6) (Figure 96).
Bien qu’aucune diminution systématique du signal correspondant a la réduction du 2,4DNT n’ait
été observée sur la Figure 95, la Figure 96 montre que le signal du blanc analytique évolue en
fonction des jours. En effet, pour les jours 1 a 4, le signal reste stable proche de 0 V, alors que
pour les jours 5 et 6, une intensité de courant plus importante est observée entre -0,3 et -0,6 V.
L’incubation étant faite dans un bain légerement différent de celui de I'extraction (Eau-Ethanol
90-10 v/v au lieu de 60-40 v/v, tous deux dégazés), il est possible que le courant de base en soit
affecté. Le MIP utilisé aprés plusieurs jours semble plus sensible a ce changement de bain. Cette

évolution n’ayant pas d’'impact significatif sur le signal a 10-6 mol/L (Figure 95), par la suite, les

151



Chapitre IV - Fonctionnalisation d’un réseau d’électrodes par un polymére a empreintes moléculaires

réseaux modifiés n’ont donc pas été utilisés plus longtemps que la période de stabilité de 6 jours

de mesures testée durant cette étude.
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Figure 96 : Evolution selon les jours de la courbe intensité-potentiel d’'un blanc analytique
effectué en début de journée, obtenue en EASCV sur un réseau modifié et utilisé comme décrit dans
le Tableau 12 (mesure en Al).

La Figure 94 montre qu'il existe une certaine variation entre les points du plateau. De plus
certains points sont parfois, juste sur une mesure, tres différents des autres, comme cela peut se
voir sur les courbes de blanc de la Figure 96. Pour la suite des études, la valeur de la mesure
d’'une solution est donc estimée en prenant la valeur au plateau en considérant les points
cohérents autour de -0,6 V car la mesure en un seul point ou méme la moyenne pourrait étre

faussée par un point ponctuellement extréme.

IV.2.2 Courbe d’étalonnage

Avec un réseau modifié et utilisé selon les conditions du Tableau 12, et en prenant la
valeur de la différence d’intensité des courants Al = Iincubation-lextraction @U niveau du plateau autour
de -0,6 'V, des courbes d’étalonnage ont pu étre réalisées. La Figure 97 montre les résultats
obtenus sur un réseau. Pour cette étude, 5 répétitions des mesures ont été réalisées pour chaque
concentration, et les résultats extrémes, pouvant étre dus entre autre a un mauvais contact, ont

été enlevés (Figure 97-B). La courbe d’étalonnage obtenue est représentée sur la Figure 97-C.
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Figure 97 : Courbe d’étalonnage pour la détection du 2,4DNT obtenue sur réseau (réseau 1)
modifié et utilisé dans les conditions du Tableau 12: (A) Exemple de courbes intensité-potentiel en
Al pour chaque concentration, (B) Ensemble des mesures au plateau selon le jour (mesures
marquées X non considérées dans la courbe d’étalonnage) et (C) Courbe d’étalonnage obtenue.

La courbe d’étalonnage a été répétée sur deux autres réseaux modifiés et utilisés de la
méme manieére, seulement sur la gamme des concentrations les plus basses (de 5.10-8 a
10-¢mol/L). La Figure 98 compare les différentes courbes obtenues sur cette gamme de

concentrations.
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Figure 98 : Comparaison des courbes d’étalonnage réalisées sur des réseaux d’électrodes
modifiés et utilisés dans les conditions du Tableau 12, moyenne des Al pris au plateau et écart type
sur 3 a 5 mesures selon les réseaux et les concentrations.

La comparaison des courbes montre des résultats sensiblement différents selon les
réseaux. Des écarts sont visibles entre les intensités de courant méme lors de la mesure de la
solution sans 2,4DNT (concentration 0 mol/L sur la courbe), sans doute dus a une
inhomogénéité entre les réseaux déja présente avant la modification (courant d’oxydation du
ferricyanure moyen sur les électrodes du réseau : réseau 1 8,6+0,4 pA, réseau 2 9,8+0,4 pA et
réseau 3 8,9+0,5 pA) et amplifiée aprés modification. Les blancs analytiques a la concentration
de 0 mol/L, comme définis ci-dessus, présentent également une grande variation. L’écart type
est particulierement important sur le réseau 2 pour les concentrations les plus élevées. Les
régressions linéaires dont les paramétres sont donnés dans le Tableau 13 montrent la diversité
des résultats obtenus avec des coefficients de régression linéaire allant de 0,86 pour le réseau 2

a 0,996 pour le réseau 1.

154



Chapitre IV - Fonctionnalisation d’un réseau d’électrodes par un polymére a empreintes moléculaires

Tableau 13 : Résultats des régressions linéaires et limites de détection obtenus sur trois
réseaux modifiés et utilisés dans les conditions du Tableau 12.

Gamme (?e I (1A) = £(C) fjoef. d.e Li,mite.de
concentrations régression détection
avec C (mol/L) o .
(mol/L) linéaire (mol/L)
Réseau 1 5.108a6.106 -0,47 (x0,04) - 2,92 (+0,16).105x C 0,993 1,5.107
Réseau 2 5.108 a10¢ -0,58 (x0,10) - 6,6 (+2,7).105x C 0,86 6,6.107
Réseau 3 5.108a106 -0,14 (%0,04)-5,81 (x0,87).105x C 0,96 1,7.107

Les régressions linéaires réalisées permettent néanmoins d’obtenir une estimation des
limites de détection. La limite de détection, concentration la plus basse considérée visible par un
capteur, peut étre calculée comme la concentration a partir de laquelle la différence entre le
signal théorique, soit I'intensité du signal de réduction, et le signal du blanc analytique, soit la
mesure Al = lincubation-lextraction autour de -0,6 V avec une incubation dans une solution a 0 mol/L,
est supérieure a trois fois la variation de ce blanc [129]. Les résultats obtenus pour les 3 réseaux
sont indiqués dans le Tableau 13. Pour les deux réseaux donnant la meilleure linéarité la limite
de détection obtenue est autour de 1,6.10-7 mol/L. La limite de détection est donc presque 10
fois plus basse que sur électrode simple (1,1.10-7 mol/L). Le réseau 2 donne une limite plus
grande a cause des plus grands écarts types. Les sensibilités different 1égerement d’'un réseau a
l'autre (-2,92 a -6,6.105 pA.L.mol1) traduisant également I'inhomogénéité entre les réseaux

modifiés.

Etant donnée l'importance du courant de base par rapport au courant faradique
(paragraphe 1V.1.4a), les écarts-types conséquents observés sur les valeurs de courant
lincubation-lextraction pOUrraient étre dus, non pas a une variabilité dans la pénétration des molécules
dans le MIP lors de I'incubation, mais par une variation sur le courant de base. Afin de tenter
d’améliorer la linéarité des courbes d’étalonnage et de diminuer l'écart-type important sur
certains points, d’autres méthodes de traitements des données ont été testées en prenant des

temps d’échantillonnage plus longs, soit a un endroit ou le signal résiduel est plus faible.
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Figure 99 : Résultats de la courbe d’étalonnage sur le réseau 1 (modifié et utilisé selon les
conditions du Tableau 12) : mémes mesures en Al pour un temps d’échantillonnage sur Ilextraction €t
Iincubation de (A) 0,5 s, (B) 0,25 s et (C) 0,1 s (référence) et (D) grossissement des courbes pour les
concentrations les plus basses.

La Figure 99 montre la courbe d’étalonnage du réseau 1 pour des temps d’échantillonnage
de 0,25 et 0,5 secondes (comparée a celle pour 0,1 s). Comme attendu, I'intensité de courant
diminue lorsque le temps d’échantillonnage croit (loi de Cottrell). Cependant, les coefficients de
variation relatifs de chaque mesure sont plus importants qu’a 0,1 seconde. Il semblerait donc
que le courant capacitif résiduel ne soit pas responsable des variations importantes des signaux

observées d’une analyse a I'autre.

Un traitement des mesures a également été réalisé sans soustraire la mesure du courant
apres le bain d’extraction, afin de ne pas cumuler I'erreur de mesure du blanc (Iextraction) a celle de
la mesure faite en présence de 2,4DNT. La Figure 100-A montre les courbes ainsi obtenues pour
I'ensemble des points réalisés sur le réseau 1 (Figure 97-B). Cette méthode de traitement met en
évidence une augmentation du signal avec les jours. Cette observation traduit bien un
phénomeéne de vieillissement de la matrice polymeére. La méthode choisie initialement mettant

en jeu une différence de courant permet finalement de gommer I'impact de ce phénomene car
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lincubation évolue de la méme fagon qu'lextraction (€xemple pour 10-¢ mol/L sur la Figure 100-B). Le
signal faradique n’évoluant pas de maniére significative au fil des jours, le nombre de cavités
doit rester stable, le vieillissement observé uniquement sur le signal peut correspondre a une
perte de conductivité du polymere. Ces résultats renforcent le fait d’'utiliser Al = lincubation-lextraction

comme signal pour le capteur afin de s’affranchir de I’évolution du courant de base.
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Figure 100 : (A) Ensemble des résultats obtenus sur le réseau 1 (modifié et utilisé dans les
conditions du Tableau 12) en prenant la mesure au plateau des courbes EASCV obtenues a partir
des lincubation, @ 0,1 s uniquement. (B) Comparaison lincubation €t Iextraction @ 0,1 s pris au plateau selon
les jours pour la concentration de 10-6¢ mol/L.
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1V.2.3 Polymeére sans empreintes (NIP)

Afin de vérifier la présence de cavités sur le réseau, et évaluer l'existence d’autres
phénomeénes de rétention, un NIP (Non-imprinted polymer) a également été réalisé. Différentes
concentrations ont été mesurées afin d’évaluer le signal sur NIP et de le comparer aux courbes

réalisées sur MIP (Figure 101).
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Figure 101 : Comparaison des courbes d’étalonnage sur des réseaux modifiés et utilisés
dans les conditions du Tableau 12 pour les MIPs et dans les mémes conditions sans le 2,4DNT dans
la solution de polymérisation pour le NIP, (A) moyenne des Al prise au plateau et écart type sur 3 a
5 mesures selon les réseaux et les mesures et (B) moyenne des Al corrigée par la valeur de Al a
0 mol/L pour chaque réseau.
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Un signal de 2,4DNT est observé sur NIP comme sur électrode simple. Ce signal est proche
de celui du blanc analytique réalisé sur ce réseau (signal pour C=0 mol/L) puis augmente
légérement avec la concentration. La différence entre les signaux du NIP en présence de
composé nitré et sans composé nitré (Figure 101-B) est sans doute di a de 'adsorption ou une
part de pénétration des molécules nitrées en surface, processus moins spécifique que les cavités
car ne se basant que sur l'affinité chimique. Le signal sur NIP est cependant moins intense que
sur MIP quel que soit le réseau considéré. Cela est encore plus visible lorsqu’on considére la
Figure 101-B ou la mesure du blanc analytique a été soustraite pour chaque réseau. Ces
observations signifient qu’il y a bien des cavités favorisant la préconcentration des molécules
cibles dans le MIP. Si les phénomenes d’adsorption et/ou de pénétration non spécifiques sont
présents sur le NIP, ils doivent I'étre aussi sur le MIP et en partie contribuer au signal, en
particulier aux concentrations élevées. En effet, la synthése du MIP est réalisée avec les
monomeres en large excés par rapport aux molécules cibles et doit donc présenter des portions
sans cavités. Ces phénomenes d’adsorption sont généralement difficilement reproductibles et
contribuent certainement a I'importance des écarts types mesurés. Aussi, il serait intéressant
dans de futurs travaux de retravailler le protocole de mesure afin d’introduire une étape de
lavage contrélé apres le bain d’'incubation pour éliminer les espéces en surface de la couche de
polymere ; pour le moment seul un ringage a 'aide d’une pissette d’eau distillée est réalisé entre
les bains et les analyses électrochimiques. De plus, I'importance du signal du blanc analytique
qui varie d’'un réseau a l'autre est de nouveau observée ici. Une plus grande homogénéité des
résultats est obtenue lorsque I'on soustrait le blanc analytique des valeurs de Al (Figure 101-B).
Une étude visant a annuler la valeur du blanc analytique en jouant sur la nature des bains
d’incubation et d’extraction et/ou en introduisant une étape de lavage contrélée apres le bain

d’incubation pourrait permettre d’améliorer les résultats en termes de reproductibilité.

1V.2.4Sélectivité

Afin de vérifier que la présence des cavités ameéne de la sélectivité a la modification, deux
autres molécules aromatiques proches du 2,4DNT, c’est-a-dire d’autres molécules aromatiques
présentant deux groupements nitrés, ont été testées. Des solutions a 5.107 mol/L de
2,6-dinitrophénol et d’acide 3,5-dinitrobenzoique ont été analysées sur un réseau modifié avec
un MIP pour le 2,4DNT et utilisé avec le méme protocole (conditions du Tableau 12). La Figure

102-A compare les résultats obtenus a la courbe d’étalonnage du 2,4DNT réalisée sur le méme
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réseau modifié. Les valeurs des Al = lincubation-lextracion mesurées a cette concentration et corrigées

par la mesure du blanc analytique sont comparées plus précisément dans la Figure 102-B.
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Figure 102: Comparaison des signaux de 2,6-dinitrophénol (DNP) et d’acide
3,5-dinitrobenzoique (DNBZ) mesurés sur un réseau d’électrodes (modifié et utilisé dans les
conditions du Tableau 12) avec (A) une courbe d’étalonnage de mesure du 2,4DNT obtenue sur le
méme réseau (mesure du Al pris au plateau) et (B) le signal du 2,4DNT a la méme concentration
de 5.107 mol/L, les 3 signaux sont corrigés par la mesure du blanc analytique. Moyenne et écart
type sur 3 mesures.

Les deux molécules donnent un signal deux fois moins intense que celui du 2,4DNT pour
une méme concentration, ce qui montre une sélectivité de la modification. Celle-ci peut étre
quantifiée en soustrayant la partie du courant due au blanc analytique, ce qui donne une
sélectivité de 44% pour le DNP et de 45% pour le DNBZ. L’intensité observée pour ces molécules

est de 'ordre de grandeur des intensités de courant obtenus autour de 5.10-7 mol/L sur le NIP,
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ce qui laisse penser que le signal obtenu est simplement dii a de 'adsorption non spécifique des
molécules du méme type que celle observée sur le NIP. Un protocole permettant de limiter

I'adsorption pourrait permettre également d’augmenter la sélectivité du capteur.

Conclusions

Le polymeére a empreintes moléculaires a base de polyaniline spécifique aux analogues du
TNT a pu étre adapté sur des réseaux industriels a base d’encre de carbone. Une méthode de
voltammétrie par échantillonnage a montré que la détection du 2,4-dinitrotoluene montre un
signal en intensité de courant 4,4 fois plus grand que ce qui avait pu étre observé sur électrode
simple de carbone vitreux. Une meilleure stabilité et une durée de vie plus longue du capteur ont
également pu étre observées sur ce nouveau systéme. Bien que I'établissement de courbes
d’étalonnage sur différents réseaux ait montré une inhomogénéité entre les réseaux modifiés,
dans deux cas sur trois une limite de détection autour de 1,5.107mol/L a été calculée, soit
presque 10 fois inférieure a celle d'une électrode simple. Il a cependant été observé que 'EASCV
dans une matrice MIP entrainait de forts courants résiduels qui ont mené a prendre des temps
d’échantillonnage plus long que ce qui se fait usuellement en EASCV, limitant le gain que peut
apporter cette méthode. De plus il a été observé que ce signal résiduel évoluait avec le temps,
mais le traitement de la mesure par soustraction entre le signal apres le bain d’incubation et le
signal apres le bain d’extraction qui précéde a permis de gommer I'impact de ce vieillissement

car le signal résiduel évolue de la méme maniére pour les deux mesures.

L’étude de la détection du 2,4-dinitrotoluene sur une électrode modifiée sans empreintes
(NIP), a montré que, comme ce qui avait été vu sur électrode unique, il existait sur ces matrices,
telles qu’elles sont utilisées, des phénomeénes comme l'adsorption ou une part de pénétration
non spécifique. Ces phénomenes peuvent étre a I'origine de I'important écart type observé lors
des mesures. Nous avons pu mettre en évidence la sélectivité de la modification par MIP pour la
mesure de la molécule cible par rapport a deux autres molécules aromatiques dinitrés.
Cependant, un signal de base étant toujours présent, des phénomeénes non spécifiques entrent en

jeu ne permettant pas une spécificité absolue envers la molécule cible.

Les réseaux d’encre de carbone étudiés ont donc permis de valider la modification sur
réseaux d’électrodes et les avantages de leur utilisation dans la méthode EASCV. Bien qu'ils
présentent l'intérét d’étre peu onéreux et donc jetables, ces réseaux industriels ont montré
certaines limites : la nécessité d’'un traitement préliminaire des électrodes avant utilisation, une

certaine inhomogénéité entre les réseaux, des problémes réguliers de contacts dus au systeme
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comprenant la téte de lecture, et la fragilité de la couche de carbone sur certaines électrodes.
Pour la suite de ces études, il serait donc intéressant de développer directement un protocole de
fabrication de réseaux de carbone par des méthodes de photolithographie comme cela a pu étre
fait pour les réseaux d’or. Ce protocole permettrait notamment de pouvoir contréler et faire

varier la surface des électrodes.
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Partie expérimentale

Réactifs et matériels

L’acide sulfurique 95% et I'éthanol absolu ont été achetés chez VWR Chemicals. Le
ferricyanure de potassium 99+%, l'acide 3,5-dinitrobenzoique 99% et I'aniline 99% viennent
d’Acros Organic, 'acide phosphorique de Panreac Chimica, la soude 98% d’Alfa Aesar, le
2,6-dinitrophénol de Fluka et le 4-nitrotoluéne 99% de Janssen Quimica. L’o-phénylénediamine
99% et le 2,4-dinitrotoluéne ont été fournis par Sigma Aldrich et I'acétonitrile par Fisher
Scientific. L’acide acétique glacial a été acheté chez Carlo Erba. L’aniline a été distillée sous
pression réduite et stockée sous atmosphere d’argon au congélateur avant utilisation. Toutes les
solutions aqueuses ont été préparées dans de I'’eau ultra pure (EUP) obtenue par un appareil

Simplicity UV de Millipore.

Les mesures électrochimiques sur électrodes simples ont été réalisées sur un Potentiostat
BioLogic SP-50, avec un systéme a 3 électrodes. L’électrode de travail était une électrode de
carbone vitreux ou d’or (2 3mm) dans un tube en verre (¢ 6 mm) fabriquée au laboratoire, la
contre électrode un fil de platine et I'électrode de référence une électrode au calomel saturé,

toutes deux fournies par Radiometer Analytical.

Les mesures sur réseaux d’électrodes ont été réalisées sur un potensiostat Versastat 3 de
Princeton Applied Research équipé d’'un module bas courant, avec un systéme a 3 électrodes
spécifiques placées dans une cage de Faraday. Le réseau et la contre électrode ont été fournis
par Atlantec, la téte de mesure a été fabriquée spécifiquement au laboratoire. Les électrodes sont
formées d’un circuit imprimé de cuivre, recouvert d'une couche de nickel, d'une couche d’or et
d’une encre de carbone sur les surfaces des électrodes de travail : 20 carrés de 1 mm de c6té. Les
détails de fabrication sont restés confidentiels. L’électrode de référence utilisée, était une

électrode au calomel saturé fournie par Radiometer Analytical.

Le traitement des données a été réalisé sur les logiciels des potentiostats EC-lab et

VersaStudio ainsi que le logiciel de traitement Origin.

Lavage préliminaire des réseaux d’électrodes de carbone

Les réseaux ne sont pas régénérés, pour chaque modification par un MIP un réseau neuf
est utilisé. Le réseau est placé dans 3 bains de 15 minutes sous ultrasons: ethanol absoluy,

acétonitrile et EUP. Le réseau est ensuite traité électrochimiquement: dans un électrolyte de
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tampon phosphate 0,5 mol/L pH 7,2, une chronoampérométrie de 4 minutes a 1,5 V est
appliquée sur le réseau avec tous les contacts liés, puis une seconde de 2 min est appliquée
électrode par électrode. Le réseau est ensuite placé dans un bain d’eau ultra pure sous ultrasons
pendant 15 min. La qualité des surfaces des électrodes est ensuite testée en mesurant le signal
électrochimique d’une solution a 5.10-3 mol/L en ferricyanure de potassium dans un tampon
phosphate 0,5 mol/L pH 7,2. Si I'écart entre les pics d’oxydation et de réduction n’est pas
inférieur a 100 mV sur toutes les électrodes fonctionnelles, le protocole est repris a partir des
trois bains. Si au bout de trois protocoles de lavage les surfaces ne sont toujours pas

satisfaisantes, le réseau est abandonné.

Modification du réseau

Dans I'électrolyte de polymérisation, Ethanol-H,SO4 0,2 mol/L 50/50 (v/v), sont dissous
successivement la molécule cible, 10 mmol/L de 4NT ou 2,4DNT selon l'étude, 1'oPD
(1,2 mmol/L pour le MIP du 4NT et 1,0 mmol/L pour le MIP du 2,4DNT) puis I'aniline
(121,8 mmol/L pour le MIP du 4NT et 122,7 mmol/L pour le MIP du 2,4DNT). Lors de la
fabrication du NIP, seuls les monomeéres sont placés en solution. La solution est rigoureusement
dégazée par barbotage d’argon. Le réseau a modifier est placé dans deux bains de 5 min sous
ultrasons, éthanol absolu puis EUP, avant d’étre placé dans la solution pour la polymérisation
avec la contre électrode et I'électrode de référence. Apres le protocole d’électropolymérisation
par voltammétrie cyclique entre -0,1 V et +0,9 V a 50 mV/s, le réseau est sorti, rincé a I'EUP et
séché a I'argon. Une premiere mesure est effectuée par voltammeétrie cyclique dans I'électrolyte
de mesure pour vérifier la qualité du signal et réduire une grande quantité de molécules

modeéles. L’électrode est séchée et laissée a I'air pour une nuit.

Protocole de mesure de solution de dérivés nitrés

La mesure se fait en deux étapes, une étape de lavage pour extraire toute molécule restant
de la polymérisation ou de la mesure précédente (molécules réduites ou non atteintes par la

mesure) et une étape dans la solution a mesurer.

e Extraction: L’électrode est placée dans un bain EUP-éthanol absolu 60-40 v/v
pendant 20 min sous agitation sur plateau rotatif a 50 tr/min. Elle est ensuite
rincée a l'aide d'une pissette d’EUP et placée dans une cellule contenant

I'électrolyte pour la mesure électrochimique.
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e Incubation: L’électrode est placée dans la solution a mesurer réalisée par
dissolution de I'analyte dans un solvant EUP-Ethanol absolu 90-10v/v.
L’incubation est faite sous agitation sur plateau rotatif a 50 tr/min pendant 30 min.

L’électrode est ensuite sortie et rincée a I'EUP avant la mesure.

Méthodes électrochimiques d’analyse du composé nitré

Sauf indication contraire, les mesures électrochimiques sont faites dans H,S04 0,05 mol/L.

e Voltammeétrie cyclique: chronoampérométrie de 5 secondes a 0 V puis
voltammétrie de 3 cyclesa 100 mV/s entre -0 Vet -0,8 V.

e EASCV: Sur chaque électrode du réseau est appliqué un saut de potentiel jusqu’a
un potentiel E avec la méthode suivante : (1) Chronoampérométrie de 15 secondes
a-0,2V, (2) Fast pulse de 1 seconde a -0,2 V et (3) Fast Pulse de 0,5 seconde a E
Volts. La courbe intensité-potentiel est tracée en prenant la différence entre le
signal apreés le bain d’incubation et le signal apreés le bain d’extraction tous deux

pris a 0,1 seconde apres le saut.
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Le travail de cette these s’est centré sur le développement de capteurs électrochimiques
pour la détection environnementale des molécules aromatiques nitrées et plus spécifiquement
des analogues du 2,4,6-trinitroluéne. Ces molécules toxiques et biorécalcitrantes sont présentes
dans la nature sous forme de traces dans des matrices complexes. Des électrodes ont été
modifiées selon deux types de méthodes dans le but d’apporter de la sélectivité et une plus
grande sensibilité au capteur, puis d’appliquer les modifications a 'EASCV, méthode d’analyse
originale mise au point au laboratoire basée sur de la voltammétrie par échantillonnage sur

réseau d’électrodes.

La premiere méthode consiste a immobiliser un catalyseur de synthése, le complexe de
titane (CsHs).Til!l(OHz),*, présentant un systéme électroactif réversible et une forte activité
catalytique envers la réduction des composés aromatiques nitrés en amines aromatiques. La
constante de vitesse apparente de réaction a été estimée a 1,9.104 mol-1.L.s't pour la réduction de
I'acide 4-nitrophénylacétique. Cette constante est du méme ordre de grandeur que celles
reportées pour une nitroréductase immobilisée. Le premier protocole d'immobilisation étudié a
consisté en I'encapsulation du complexe dans une couche de Nafion, polymere conducteur, en
surface d'une électrode de carbone vitreux. La quantité de Nafion, le choix de I'électrolyte de
mesure et la quantité de catalyseur ont été optimisés. Il a été observé que pour obtenir les
meilleures limites de détection, il était nécessaire de diminuer la concentration en titanocéne. En
effet, la détection se fait par suivi de l'effet catalytique, c'est-a-dire la déformation, en présence
d’analyte, du signal du complexe de titane, observé par voltammétrie cyclique. Le ratio
substrat/catalyseur doit étre suffisamment élevé pour observer le signal, ce qui signifie qu'une
quantité faible de catalyseur immobilisé est préférable pour pouvoir descendre la limite de
détection du capteur. L’analyse d’'une série de molécules nitrées a montré la sélectivité du
capteur pour les molécules aromatiques et a permis d’obtenir des limites de détection de I'ordre
de 10¢ mol/L. Ce capteur permettra donc une détection de la concentration totale de ces

molécules.

Une reproductibilité moyenne de 15% a été observée, ce qui est cohérent pour ce
processus de modification par dépdt puis séchage d’'une goutte de Nafion contenant le
catalyseur. Bien que le capteur soit assez stable pour réaliser une série de données (stabilité
confirmée pour l'établissement de courbes d’étalonnage de 21 mesures), une diminution
progressive du signal du titanocene a été observée, correspondant a une perte du catalyseur. Ces
deux observations ont mené a I'étude de deux autres protocoles d'immobilisation : I'intégration
de nanoparticules d’or chargées négativement dans la couche de Nafion, afin de maintenir le
catalyseur par force électrostatique, et le greffage covalent, via la fonctionnalisation d’électrode

par réduction de sels de diazonium puis réaction avec un titanocéne modifié obtenu par
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synthese. Les premiers résultats obtenus pour ces protocoles n'ont pas été probants, mais la
reprise de ces études serait intéressante car elle pourrait mener a une modification encore plus

performante.

La deuxiéme méthode de modification étudiée est le dépot d’'un polymeére a empreintes
moléculaires (MIP) a la surface de I'électrode par électropolymérisation. Un MIP est un film
polymere présentant des cavités complémentaires en géométrie et en affinités chimiques a une
molécule cible. Cette modification permet une préconcentration spécifique avant la mesure.
Dans le cas de cette étude, des MIPs a base de polyaniline ont été formés pour des molécules
analogues du TNT. Dans un premier temps le 4-nitrotoluéne a été étudié sur électrode simple de
carbone vitreux, permettant le choix des monomeres (aniline et o-phénylénediamine comme
réticulant), du ratio des monomeéres et du protocole de polymérisation par voltammétrie
cyclique. La présence de cavités a été confirmée en comparant des mesures entre des électrodes
modifiées par une couche de polymeére avec et sans la formation d’empreintes. La modification
finale a permis d’obtenir un capteur permettant une limite de détection a 1,1.10-¢ mol/L pour le
4-nitrotoluéne et a pu étre adaptée, sans trop de modification du protocole, au

2,4-dinitrotoluéne plus proche de la molécule de TNT.

Le protocole d’analyse par une électrode modifiée par un MIP, comprenant une incubation
dans la solution a analyser aprés une étape d’extraction pour vider les cavités, a rapidement été
développé en début d’étude afin de pouvoir optimiser certains parametres de préparation du
MIP. Cette étude a pu rendre compte de I'importance du nombre de parametres a prendre en
compte pour la préparation d’électrodes modifiées par des MIPs. Il serait intéressant d’effectuer
une étude plus systématique de 'optimisation du protocole d’utilisation, afin de voir si le temps
des bains d’extraction et d’'incubation peut étre réduit (actuellement 1h pour une analyse
comprenant les deux bains) ou le signal amélioré et si les interactions non spécifiques, observées
sur le polymeére sans empreintes, peuvent étre diminuées. Cette optimisation pourrait mener a
de meilleures limites de détection ou des temps de mesure plus courts mais aussi a

I'amélioration de la répétabilité des mesures et de la sélectivité vers une spécificité totale.

Une attention particuliere a été apportée a la reproductibilité et la répétabilité afin de
pouvoir tester la modification MIP sur un réseau d’électrodes. Un réseau réalisé par un
industriel, a base d’électrodes d’encre de carbone, a donc été fonctionnalisé par le MIP
développé pour le DNT. Aprés avoir optimisé les différents parametres de la méthode par
échantillonnage, le capteur ainsi obtenu a montré des réponses en intensité supérieures a une
détection sur électrode simple, ainsi qu'une meilleure stabilité du MIP. Une limite de détection

allant jusqu’a 1,5.10-7mol/L a été calculée, soit presque 10 fois inférieure a celle obtenue sur
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électrode simple, et des études ont montré une sélectivité de la détection envers la molécule de

DNT par comparaison avec d’autres molécules aromatiques dinitrées.

Les résultats sont donc prometteurs et pourront surement étre améliorés avec une
optimisation du protocole d’analyse. Par ailleurs, la méthode d’analyse par EASCV a pu mettre en
évidence I'importance du signal du blanc qui croit avec le nombre d’analyses démontrant un
vieillissement de la matrice de polymére. L'impact de cette variation sur le signal a pu étre
atténué en soustrayant la mesure faite sans composé nitré de celle réalisée en sa présence.
Cependant plusieurs limites venant des réseaux d’électrodes ont pu étre observées : surfaces
initiales passivées, inhomogénéité des électrodes entre les réseaux, problémes de contacts avec
la téte de lecture, vieillissement rapide du dispositif... Pour l'application finale, il serait
nécessaire de développer de nouveaux réseaux d’électrodes en carbone, plus fiables et dont la
fabrication pourra étre controlée. L'utilisation de PPFs (Pyrolised Photoresit Film) pourrait
permettre d’obtenir des surfaces de carbone homogénes et modifiables chimiquement pour étre
fonctionnalisées [178]. De plus, les couches de PPF peuvent étre utilisées en photolithographie
pour fabriquer des réseaux d’électrodes de surfaces contrélables [179]. Une fois que de
nouveaux réseaux d’électrodes seront obtenus les modifications développées durant cette these
pourront étre appliquées. Le protocole de synthése d'un MIP, ayant déja été testé sur réseau,
pourra étre appliqué directement. Dans un laboratoire agréé a l'utilisation du TNT, la synthese

du MIP pourrait finalement étre testée et adaptée pour la molécule cible, le TNT.

La modification Nafion-titanocéne pourrait étre adaptée en surface d’'un réseau grace a un
protocole d’enduction par centrifugation (spin-coating) [180, 181], permettant une dispersion
homogeéne de la modification a la surface du support. L’'immobilisation du complexe de titane
par greffage covalent via la fonctionnalisation par réduction de sels de diazonium pourrait
également étre une piste pour une modification de réseaux ne nécessitant pas de matériel

spécifique.

L’étape finale du développement de ce capteur environnemental serait l'intégration du

réseau modifié dans un dispositif miniaturisé portable adapté a 'EASCV.
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Modification de surfaces d'électrode pour la détection de composés aromatiques nitrés

Mots clés : Capteur électrochimique, composés aromatiques nitrés, modification d’électrode, MIP,
biocapteurs non enzymatiques, TNT, réseau d’électrodes

Résumé : L'usage industriel ou militaire de composés
aromatiques nitrés toxiques, tels que le TNT, a
entrainé des contaminations environnementales. Les
capteurs électrochimiques sont intéressants pour
identifier les sites contaminés car ils permettent des
analyses rapides, sensibles, peu couteuses et
peuvent étre portables. Deux exemples de
modification de surface sont abordés dans cette
étude pour fabriquer des capteurs sensibles et
sélectifs.

La premiere étude concerne [lutilisation d'un
catalyseur électroactif, le titanocene, qui permet la
réduction sélective des composés aromatiques nitrés.
Le suivi de [l'évolution du signal du catalyseur
immobilisé dans du Nafion en surface d’électrode a
permis d’atteindre des limites de détection de I'ordre
de 10 mol/L pour une série de polluants. D’autres
protocoles d'immobilisation ont également été

envisagés pour améliorer la stabilité du capteur.

La synthése par électropolymérisation d'un
polymére a empreintes moléculaires a base de
polyaniline, permettant une préconcentration
sélective a I'électrode, a également été optimisée
pour des analogues du TNT. Apres avoir évalué les
performances du capteur sur une électrode unique
(limite de détection, stabilité, reproductibilité), la
méthode de modification a été appliquée a un
réseau d’électrodes, permettant une voltammétrie
par échantillonnage adaptée a [lanalyse de
molécules a l'état de traces en matrice complexe.
Les premiers résultats montrent une limite de
détection de 107 mol/L et une augmentation de la
stabilité. Le capteur pourra étre encore amélioré en
optimisant le réseau et en reprenant le protocole
d’analyse pour aboutir a un capteur sensible,
spécifique et portable.

Surface modification of electrodes for the detection of nitroaromatic compounds

Keywords : Electrochemical sensor, nitroaromatic compounds, electrode modification, MIP, enzymeless

biosensor, TNT, electrode array

Abstract : The military and industrial use of toxic
nitroaromatic compounds, such as TNT, led to
environmental ~ contaminations. Electrochemical
sensors are interesting to identify contaminated sites
since they enable fast, cheap and sensitive analyses
and can be portable. Two examples of surface
modification are approached in this study with a view
to making sensitive and selective sensors.

The first study deals with the use of an electroactive
catalyst, a titanocene, which enables selective
reduction of nitroaromatic compounds. The catalyst
was firstly immobilized in Nafion at the electrode
surface. The monitoring of the evolution of its signal
allowed for limit of detection down to about 10 mol/L
for an array of pollutants. Other immobilization
protocols were also considered to improve the

stability of the sensor.

The synthesis by electropolymerization of a
polyaniline-based molecularly imprinted polymer,
allowing a selective preconcentration on the
electrode, was also optimized for TNT analogues.
After the evaluation of the sensor performances on a
single electrode (limit of detection, stability,
reproducibility), the modification method was applied
on an electrode array, that enables sampled current
voltammetry suitable for trace detection in complex
matrices. The first results showed limit of detection
around 107 mol/L and improved stability. This sensor
could be further improved by optimizing the array
and reviewing the analysis protocol with a view to
end with a sensitive and specific portable sensor.



