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Introduction géneérale




e concept de la convergence a surgi sur le devant de la scéne des discours de

politique scientifique depuis une vingtaine d’années. L’idée qui se cache derriére

cette révolution scientifique renvoie au fait que plusieurs grands domaines de la
science sont en train de se rapprocher, de s’hybrider voire de fusionner les uns dans les autres
lorsque la matiére est manipulée a I’échelle nanométrique. Les nanobiocapteurs s’inscrivent
dans le cadre de cette thématique de convergence, ce qui a conduit a la mise au point de
structures hybrides a base de nanomatériaux, d’oligomeéres et de biomacromolécules. En effet,
le concept de nanomatériaux hybrides organiques-inorganiques fait I'objet d'un intérét
croissant de scientifiques venant de plusieurs disciplines différentes. Cette symbiose, entre
deux mondes de la chimie trop longtemps considérés comme antagonistes, peut aussi amener
des propriétés complétement uniques et nouvelles ce qui a orienté la recherche vers
I’élaboration des nanocomposites de plus en plus sophistiqués et ayant des structures

originales.

Depuis une vingtaine d’année, les biocapteurs a ADN ont démontré une grande richesse pour
détecter les brins d’ADN en vue de reconnaitre un ADN provenant de bactéries, de virus,
d’organismes génétiquement modifiés, les mutations de I’ADN responsables de maladies ou
les relations génétiques. Plus récemment, le développement grandissant d’une librairie
d’oligonucléotides artificiels (aptamere et ADNzyme), capables de reconnaitre
spécifiquement de nombreux types d’especes (bactéries, protéines, petites molécules
organiques, métaux lourds etc.), a permis la conception d’un nouveau genre de systémes de
détection hautement sélectifs aux cibles. Ces plateformes ont été exploitées pour développer
une vaste gamme de nouveaux biocapteurs dédiés a I’analyse et a la détection de cibles a 1’état

de traces et d’ultra traces dans plusieurs secteurs (Figure).

50% 50%
(A

40% 40%

30% 30%
20% 20%

10% 10%

0% 0%
M Santé M Analyse a domicile
W Environnement M Recherche scientifique
Wi Industrie i Biodéfense

Figure. Marché mondial des biocapteurs : pourcentage de revenue par secteur pour 2009 (A) et 2016 (B)*

lhttps://www.frost.com/
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La qualité et la gestion de nos ressources en eau sont fortement mises en danger par le
gaspillage, la pollution ou bien encore 1’inégalité face a 1’acceés a 1’eau. Nous constatons
aujourd’hui une dégradation de la qualité des eaux, aussi bien souterraines que marines. A la
dégradation physiques (barrages, détournement de riviéres, captage...) s’ajoute une
dégradation chimique due au déversement de produits chimiques tels que les nitrates, les
pesticides, les hydrocarbures ou bien encore les médicaments. Il existe alors un réel besoin en
technologies innovantes permettant de contréler en continu et in situ la qualité des eaux

souterraines et marines

C’est dans ce cadre, et en combinant I’ensemble de ces trois domaines : la nanotechnologie,
I’électrochimie et la biologie, que s’inscrivent les travaux de cette thése. 1ls se sont focalisés
sur la mise au point des méthodes pour le développement des électrodes a base de
nanocomposites pour détecter les polluants dans les déversoirs d’orage et les rivieres. Ils
permettront de pallier le manque crucial de données sur la contamination des cours d'eau et

aura donc un intérét indéniable pour la santé publique et la sécurité environnementale.
Ainsi, ce manuscrit s’articule autour de quatre chapitres.

Le premier chapitre a pour but d’introduire le contexte général de notre travail de thése. Dans
un premier temps, nous présenterons les bases théoriques fondamentales se rapportant aux
biocapteurs. Dans un second temps, un rappel bibliographique sur les nanomatériaux et les
nanoparticules utilisées dans ce travail pour le développement de biocapteurs sera donné. Nous
passerons en revue quelques approches mentionnées dans la littérature s’apparentant au travail

visé dans cette thése.

Le deuxieme chapitre est consacré a la mise au point d’un biocapteur électrochimique pouvant
servir a la détermination rapide, sensible et spécifique de I’ampicilline (AMP), un antibiotique
a large spectre, trés utilisé dans 1’élevage. Nous avons porté un intérét particulier pour
développer des aptacapteurs a base de nanofeuilles de MoS,, film PPy et le nanohybride
MoS2/PPy en utilisant des aptameres comme sonde de reconnaissance. L’objectif de ce
chapitre est double, il permet d’une part, de montrer I’intérét d’utiliser des matériaux hybrides
associant un matériau inorganique 2D de type chalcogénure avec des polymeres conducteurs
comme le polypyrrole et d’autre part, d’obtenir un systéme de détection ampérométrique sur
des électrodes imprimées. Il inclut une partie descriptive de la méthode de préparation du
biocapteur, suivie par des caractérisations morphologiques, spectroscopiques et

électrochimiques de différentes surfaces modifiées par ces nanomatériaux. Le but est d’étudier
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I’effet de 1’hétérojonction type n-p de I’hybride MoS2/PPy sur les performances analytiques
du biocapteur en comparant a celles des biocapteurs & base de nanofeuilles MoS:; et film PPy
non combinées. Le dispositif analytique permet la détection directe de I’AMP avec une tres
grande seélectivité. Il sera par la suite exploité pour la détection de 1’analyte cible dans des

échantillons réels d’eau de riviére artificiellement contaminés.

Le troisieme chapitre vise a concevoir un biocapteur basé sur les ADNzymes dépendants de
Pb?* pour la détection du plomb (I1) a I’état de trace. Notre stratégie repose sur ’utilisation de
I’ADNzyme qui peut s’hydrolyser en présence de 1’ion plomb et de 1’acridine-Ferrocene
comme marqueur redox qui permet de suivre la réaction d’hydrolyse. Ce composé présente
I’avantage de combiner les propriétés redox du ferrocene et les propriétés d’intercalation de
I’acridine dans le double brin d’ADN pour former un intercalant a ADN aux propriétés redox.
Il sera synthétisé au cours de la thése et intercalé entre les bases de I’ADN pour fournir un
signal redox stable. Le Biocapteur est formé sur une surface modifiée avec le nanomatériau
MoS2/PPy, par la suite, le systeme analytique est étudié pour la détection du plomb sur une
large gamme de concentrations. La détection est suivie par la variation du signal de
I’intercalant qui diminue apres hydrolyse avec le plomb et lavage de la surface. La sélectivité
est étudiée avec différents composants qui peuvent étre présents dans les rivieres. Des tests de
détection dans les eaux de riviére seront egalement effectués. Dans le but de développer un
dispositif analytique microfluidique et pour obtenir une détection avec un signal positif des
essais préliminaires ont été réalisés avec un dispositif électrochimique intégré dans un

dispositif microfluidique.

Dans le dernier chapitre, un nouveau biocapteur issu de la combinaison des deux types de
biocapteurs développés précédemment ou I’ADNzyme et de I’aptameére ont été intégrés dans
un méme systeme analytique. Cette association est réalisée avec des connecteurs
oligonucléotidiques qui permettent d’aboutir a un systeme de détection associant deux sondes
biologiques aptamere et DNAzyme appelé aptazyme et deux sondes redox le ferrocéne et la
naphtoquinone qui operent a des potentiels redox différents. Ce systéme est développé en vue
de réaliser une détection simultanee de deux analytes. Nous avons montré cette preuve de
concept avec la détection de I’AMP et du Pb?*. Le choix des sondes redox utilisés au cours de
cette thése est basé sur leurs potentiels redox qui devaient €tre distincts afin d’éviter tout
chevauchement des signaux et assurer le suivi de chaque analyte présent dans la solution d’une

maniére a pouvoir 1’associer a un signal redox bien déterminé .Cette stratégie nous a permis
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de mettre au point un systéme biologique ayant la capacité d’effectuer des fonctions logiques
sous l'action de différentes entrées (AMP et Pb?*) et avec comme sortie la variation du signal
redox des deux sondes : la naphtoquinone et le ferrocene.

Pour conclure, nous dresserons dans un premier temps un certain nombre de constats associes
a ces résultats pour présenter les points forts de ce travail puis nous proposerons quelques
perspectives pour combler les points faibles et améliorer les performances des outils

développés au cours de cette étude.
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Chapitre 1 — Etat de ’art




1. Introduction

ujourd'hui, les biocapteurs forment un axe de recherche multidisciplinaire ou la
biologie, la chimie, la physique, I'électronique et la technologie sont mises a
contribution pour atteindre I'objectif ultime de confection d’outils d’analyse de
petites tailles, sélectifs et sensibles. Grace aux nanotechnologies, cet horizon
indépassable n'a plus rien de chimérique. De ce fait, les nanomatériaux permettent

d’améliorer les performances analytiques et la rentabilité¢ des biocapteurs.

Dans ce chapitre, tout en analysant la littérature, nous présenterons le principe de
fonctionnement et quelques applications récentes des biocapteurs. Dans un premier temps,
les bases théoriques fondamentales se rapportant aux biocapteurs (biorécepteurs et
transducteurs) seront présentées. Dans un second temps, un rappel bibliographique sur les
nanomatériaux et les nanoparticules utilisées dans ce travail pour le développement de
biocapteurs sera donné. Nous passerons en revue quelques approches mentionnées dans la

littérature s’apparentant au travail visé dans cette these.

2. Généralité sur les biocapteurs

2.1. Définition d’un biocapteur

Un biocapteur est un outil analytique associant un site de reconnaissance spécifique sous
forme d’un composant biochimique, tels qu’une enzyme, une protéine, un anticorps, un brin
d’acide désoxyribonucléique (ADN), d’acide ribonucléique (ARN) ou des micro—
organismes, a un transducteur qui transforme la reconnaissance moléculaire en un signal
analytiquement mesurable (Figure 1.1). Par ailleurs, I'Union Internationale de Chimie Pure
et Appliquée, ’'TUPAC,[1] a défini un biocapteur comme étant un systeme analytique de
détection des composés chimiques, qui utilise des réactions biochimiques spécifiques
médiées par des enzymes isolées,[2] des cellules (micro—organismes),[3] des immuno—

systemes[4] ou des tissus[5] comme outils de reconnaissance pour assurer la détection.
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Biocapteur
Figure 1.1. Représentation schématique du principe de fonctionnement d’un biocapteur

2.2. Critére d’évaluation

Critére d’évaluation 1’acronyme ASSURED est un terme anglais qui regroupe les lettres
correspondant aux différents critéres qui font qu’un biocapteur peut étre considéré comme

excellent.

A : Affordable ; si le colt de production du biocapteur est minimal et le prix de vente est
inférieur & $1/unité. Ainsi des biocapteurs a base de papiers dont le codt est inférieur a 0,01$

ont été développés.

S : Sensitive ; si le capteur est sensible et peut atteindre des concentrations extrémement

faibles de I’analyte visé.

S : Specific ; la spécificité est un parametre primordial. 1l est important que le biocapteur ne
détecte que I’analyte visé dans un milieu complexe tels que les liquides physiologiques. Ceci

est généralement assuré par 1’utilisation de biomolécules comme sites récepteurs.

U : User-friendly ; I’utilisation du biocapteur est facile et ne nécessite pas une connaissance

des phénomeénes physicochimiques mis en jeu.

R : Robust and rapid ; la rapidité de réponse permet de garantir un résultat immédiat par la

mise en contact avec 1’échantillon a analyser.

E : Equipment-free ; I'utilisation du biocapteur ne nécessite pas d’équipements lourds et

codteux ou le recours a une personne qualifiée pour le manipuler.

D : Deliverable to end-users ; la délivrance aux utilisateurs finaux fait que les biocapteurs

seront utilisables en suivant une simple notice d’utilisation.
2.3. Nature des biorécepteurs
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Considérés comme la partie responsable a la biodétection, les biorécepteurs constituent le
premier maillon du biocapteur. La qualit¢ du biorécepteur conditionne I’efficacité du
dispositif en termes de sélectivité, sensibilité, répétabilité et reproductibilité. La couche
bioréceptrice doit répondre a certains criteres : une bonne conservation de
I’immunoréactivité, une quantité importante de molécules immobilisées avec un faible taux

de denaturation et une bonne stabilité vis-a-vis des variations de pH, de force ionique.

En présence des substrats tels que les antigenes, les fragments d’ADN ou les molécules
bioactives, le biorécepteur, sous sa forme enzymatique, cellulaire, ou protéique, suite & son
interaction avec 1’analyte, provoque un changement des propriétés physiques, chimiques ou
optiques au niveau du transducteur. Généralement, on peut classer les biorécepteurs selon

leurs modes de fonctionnement.

2.3.1. Biorécepteurs d’hybridation

Les fragments monobrins d’ADN ou d’ARN peuvent étre utilisés comme des sondes
hautement spécifiques pouvant s’hybrider avec les séquences complémentaires. Elles
peuvent reconnaitre un ADN exogene (externe n’appartenant au pool ADN spécifique a un
organisme donné), pour déceler une mutation dans une séquence ADN d’un geéne donné
responsable d’une maladie génétique ou pour les tests d’affiliation biologique. Actuellement,
un fort intérét est porté a la détection de courtes séquences d’ARN (appelées microARN),
présentes dans le plasma sanguin ou a ’intérieur méme des cellules, par des brins sondes
d’ADN complémentaire greffés sur les électrodes, en vue de suivre les processus

biologiques du vivant et servir dans la détection de maladies graves notamment le cancer.

2.3.1.1. Définition de 'ADN
Les acides nucléiques — acide désoxyribonucléique (ADN) et acide ribonucléique (ARN) —
sont des macromolécules synthétisées au sein des cellules vivantes. lls sont formés par des
unités de bases, ou monomeres, de type nucléotides [6]. Supports de I’information
génétique, ces molécules interagissent entre elles et, a travers plusieurs étapes, conduisent a
la formation de protéines, lesquelles sont associées a des fonctions spécifiques dans les
cellules. Les nucléotides sont composés d’un groupe phosphate, un sucre (le 2-désoxyribose
dans le cas de I’ADN ou le ribose dans le cas de I’ARN) et d’une base azotée. Au nombre de
cing, ce sont les bases azotées qui déterminent la nature du nucléotide. La séquence d’un
brin d’ADN ou d’ARN peut donc se résumer a la succession des bases azotées qui la
compose. Dans le cas de I’ADN, on retrouve I’adénine (A), la cytosine (C), la guanine (G) et

la thymine (T). Pour I’ARN, la thymine est remplacée par 1’uracile (U). Les nucléotides sont
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reliés entre eux par des liaisons covalentes entre le sucre et le groupe phosphate, appelées
liaisons 5°- 3’phosphodiester.

Le squelette phosphodiester et les bases azotées forment ainsi un brin. Chaque brin d’ADN
s’écrit conventionnellement a partir de I’extrémité 5°, associée a un groupement phosphate
vers I'extrémité 3’ et associée a une fonction alcool. Cette succession de nucléotides
correspond a une structure primaire simple brin, les deux brins complémentaires étant
antiparall¢les, ce qui signifie que pour un brin observé dans le sens 3’ vers 5°, le
complémentaire est orienté de 5° vers 3°. La structure ainsi obtenue est alors dite double brin
hélicoidal. Cette orientation antiparalléle est nécessaire pour que les brins s’emboitent dans
I'espace a trois dimensions.

IIs sont maintenus solidaires grace a la formation de paires de bases : en établissant des
liaisons de faible énergie (liaisons hydrogene) 1’adénine se lie exclusivement avec la

thymine, tandis que la cytosine se lie avec la guanine (Figure 1.2).

Les 4 bases associées 2a 2 La double hélice
/.
(N\ V "
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/ |
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Figure 1.2. Structure de I’ADN, d’aprés Maillard et al.[2] A gauche : les bases puriques
(guanine et adénine) associées aux bases pyrimidiques (respectivement cytosine et thymine)
via des liaisons hydrogene représentées en pointillés. Au centre : exemple de nucléotide
composé d’un groupement phosphate, d’un sucre désoxyribose et d’une base (ici la cytosine
en rouge). A droite : Structure classique double brin en double hélice de I’ADN.

2.3.1.2.  Extraction et amplification de ’ADN
L’ADN peut étre extrait facilement en éclatant les cellules. Il est possible d’effectuer
I’amplification d’une séquence d’ADN d’un geéne souhaitée en s’appuyant sur la réaction de
polymerisation en chaine (PCR) [7]. Plusieurs protocoles ont été développes pour
I’extraction des séquences spécifiques d’ADN. La premiére étape de ces procédures consiste
a détruire les membranes cellulaires et nucléaires pour libérer I’ADN. Pour cela deux voies

sont possibles, la premiere consiste a lyser les cellules en utilisant des billes magnétiques de
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tailles similaires a celles des cellules. Une simple centrifugation du mélange bille/cellule
permet d’exploser les membranes cellulaires et de libérer I’ADN génomique. La deuxi¢me
voie repose sur I’utilisation de tampon chimique composée de détergents et des enzymes de
digestion comme la protéinase K qui est capable de digérer des cellules et d'extraire les
acides nucléiques (ADN ou ARN).

La PCR permet d'amplifier in vitro une région spécifique d'un acide nucléique donné afin
d'en obtenir une quantité suffisante pour pouvoir le détecter et 1’étudier. Ce processus
consiste a introduire I’ADN génomique dans une solution tampon contenant deux amorces
oligonucléotides et une forte concentration des désoxynucléosides triphosphates et d’une
enzyme appelée ADN polymérase thermostable (Figure 1.3). Il y a lieu de signaler que les
extrémités des amorces pointent I'une vers l'autre et sont complémentaires des extrémités des
séquences du brin d’ADN génomique qu’on souhaite amplifier. L’ADN polymérase
thermostable est une enzyme de synthése de l'extrémité 5° vers l'extrémité 3 de I’ADN, elle

est isolée a partir de Thermus aquaticus ou de I’E. Coli [8].
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Figure 1.3. Principe de la réaction de polymeérisation en chaine (PCR)

2.3.2. Biorécepteurs d’affinité

Les biorécepteurs d’affinité sont des macromolécules biologiques connues pour leur pouvoir
de reconnaissance hautement spécifique, avec des constantes de formation pouvant atteindre

10° — 10'? M. On vy distingue les anticorps, appelés aussi les immunoglobulines, les
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aptameres et les foldameres qui se caractérisent par leur sélectivité, affinité et la facilité de
production. Le récepteur et son analyte se reconnaissent a travers une complémentarité de

forme en 3D via des interactions non covalentes (\Van der Waals et électrostatiques).

2.3.2.1. Les aptameres
Ces cinquante dernieres années ont vu la naissance et le recours massif aux anticorps comme
éléments de reconnaissance spécifiques pour la capture des macromolécules cibles
(antigenes). Par conséquence, ils sont actuellement a la base de la plupart des diagnostics
médicaux effectués dans les laboratoires d’analyse. Cependant, du fait de leur production in
vivo par culture cellulaire ou chez des animaux, ces derniers possédent un certain nombre de
limitations surtout pour la détection des petites molécules organiques. Grace aux progres
technologiques, la sélection artificielle in vitro de séquences d’ADN ou d’ARN monobrins a
permis d’identifier aisément des brins ayant une forte affinité aussi bien aux petites qu’aux
grandes (bio)molécules appelées aptameres qui permettent de surmonter les limitations
présentées par les anticorps. lls sont considérés comme une nouvelle classe de

macromolécules rivalisant avec les anticorps pour de multiples applications.

2.3.2.2.  Structures secondaires des aptaméres
D’un point de vue structural (Figure 1.4), les aptameres sont des oligonucléotides
synthétiques composés tout comme I’ADN ou I’ARN d’adénine, guanine, cytosine et de
thymine ou d’uracile dans le cas d’'un ARN. IIs sont formés par un seul brin composé de 20

a 150 nucléotides [9].

Figure 1.4. Représentation d’un aptamere formé par un nombre réduit de nucléobases.

Ces oligonucléotides sont capables de se replier sur eux—mémes en respectant les regles
d’appariement des bases composant les duplex d’ADN dans le but de former des structures
secondaires 2D et 3D stables. Dans la littérature, on distingue différents motifs composants

les aptameres :
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* Les motifs en épingle a cheveux, appelés aussi tige—boucle,[10] ces derniers correspondent
a une double hélice d’ADN avec la présence a ’extrémité d’une boucle de quelques

nucléotides non appariés variant généralement entre 4 et 8 (Figure 1.5.A).

* Dit pseudo—nceud,[11] ce second motif est la structure qui résulte de I’appariement de
nucléotides de la boucle avec d’autres nucléotides présents dans une autre région du brin,
géneralement située en dehors de la tige. Cette structure présente ainsi deux hélices (Figure
1.5.B).

» La troisiéme et la derniére structure dite G—quadruplex [12] est le résultat de I’empilement
de plusieurs G—quartets, appelé aussi tétrades de guanines, correspondant a 1’association de

4 guanines dans un méme plan cyclique. (Figure 1.5.C)
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Figure 1.5. Représentation schématique des principaux motifs composant les aptameres :
(A) motif tige-boucle, (B) motif pseudo—nceud et (C) motif G—quadruplex [13].

2.3.2.3. Sélection des aptameéres
L’identification et la sélection de molécules d’aptameres fait appel a un procédé d’évolution
moléculaire dirigée ou SELEX (pour Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment). Développée simultanément par deux équipes en 1990 [14,15] le principe de
cette technique repose sur I’extraction de ligands potentiels a partir d’une banque
d’oligonucléotides composée initialement de séquences générées aléatoirement. La
coexistence, dans une méme entité moléculaire, de la structure et de la séquence permet
alors, par alternance d’étapes de sélection (basées sur la structure) et d’amplification (basées
sur la séquence), d’isoler le composé possédant les propriétés recherchées (Figure 1.6).
Ainsi, il s’agit d’une méthode combinatoire faisant intervenir trois étapes principales : la
synthése de banques de séquences suffisamment riches, le criblage de candidats potentiels et
enfin, 1’identification et purification des séquences retenues. La premicre €tape, cruciale,

nécessite la constitution de banques d’oligonucléotides présentant une diversité moléculaire
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suffisante. Sachant que les séquences sont constituées d’une région aléatoire de n
nucléotides (en général de 20 a 100), la diversité de la banque dépendra de la taille de cette
région. La limite expérimentale de la richesse de la banque est généralement de I’ordre de
10 & 10%° séquences différentes [16]. Cette population est ensuite soumise a une étape de
criblage via une sélection basée sur I’existence d’une activité catalytique, ou le plus souvent,
I’affinité pour une cible choisie. La sélection s’opére par séparation physique et peut faire
intervenir diverses méthodes telles que la chromatographie, la rétention sur filtre ou encore
I’électrophorése. Les séquences sélectionnées sont alors amplifiées par PCR grace a des
amorces qui s’hybrident aux régions fixes. Une banque enrichie en candidats potentiels est
donc obtenue, a partir de laquelle un nouveau cycle de sélection/amplification peut étre
effectué. Le taux d’enrichissement dépend des conditions de sélection, qui jouent un réle
déterminant pour 1’évolution de la population. Cette succession d’étapes de sélection et
d’amplification est répétée 10 a 15 cycles, permettant ainsi 1’enrichissement progressif de la

population en séquences présentant les meilleures qualités pour la fonction recherchée.

Bibliotheque de

Nucléotides
0 ‘

I
. .
Cible
4d 4 .

Amplification par
PCR

Incubation des nucléotides
en présence de la cible

[

»~
o b SELEX-cycle ‘

Séparation du .
RNA de la cible Elimination des espéces non
liées
‘ ¢ 1
]
hop

Figure 1.6. Principe de la méthode SELEX. Chaque cycle de sélection est composé d’une
¢étape d’incubation entre la cible et la banque d’oligonucléotides, une étape de sélection des
séquences ayant présenté une affinité pour la cible et une étape d’amplification des

séguences sélectionnées.

2.3.2.4. Propriétés des aptameres
Depuis leur découverte en 1990, les aptameres ont connu un développement important vue

qu’ils ont la particularité de se lier spécifiquement a des molécules cibles avec une forte
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affinité et une forte spécificité, pouvant egaler celle des anticorps. Les especes cibles
peuvent étre des ions métalliques, des toxines, des acides aminés ou des peptides, des
macromolécules comme des protéines, des polluants,[17] ou des microorganismes
pathogenes [18]. Cette large bibliothéque des especes cibles offre aux aptameéres une place
de choix dans la conception de biocapteurs hautement sélectifs. En effet, ces molécules de
petites tailles sont produites par synthése chimique avec une grande stabilité. Leur
modification chimique est facile, permettant ainsi 1’ajout d’un marquage soit par une sonde
fluorescente, ou par des nanoparticules, sans altérer leur affinité [19]. De plus, ils peuvent
subir plusieurs cycles de dénaturation et régénération, sans que cela n’affecte leurs
propriétés. Un autre avantage est leur colt de production réduit par rapport aux anticorps ce

qui permettra la production en masse de biocapteurs a prix compétitif.

2.3.3. Biorécepteurs catalytiques

Ils sont souvent choisis pour la confection des biocapteurs pour leurs capacités de
reconnaissance et leurs fortes activités a faibles concentrations [20]. Les enzymes (protéines
structurées de facon a posséder un site ou plusieurs sites actifs) sont les biorécepteurs les
plus répandus car la détection par réaction catalytique en chaine est amplifiée de maniére
sélective [21]. La détection envisagée par ces biorécepteurs repose sur la reconnaissance de
I’analyte ou sur la détection d’un produit issu de 1’activité enzymatique. Par exemple la
détection du glucose peut étre le résultat d’une réaction catalytique qui engendre un transfert

d’¢électrons entre I’enzyme et 1’électrode qui détecte ce transfert [22].

2.3.3.1. Les ADNzymes

La majorité des réactions catalytiques biologiques reposent sur la présence d’enzymes, on a
découvert au début des années 1980 que I’ARN est également capable de remplir de telles
fonctions. Ce bouleversement dans le domaine de la biochimie est initié par les travaux
pionniers de 1’équipe du Dr. T. Cech qui, en cherchant a purifier I’enzyme responsable de
I’excision des introns d’un geéne ribosomique ARNr chez Tetrahymena Thermophilia,
proposa apres plusieurs échecs 1’hypothese selon laquelle I’intron se clivait seul. Il la reporta
dans un article paru en 1982 dans Cell ou il introduit pour la premiere fois le terme «
ribozyme », né de la contraction des termes « ribonucleic acids » et « enzyme », et qui
définit donc la capacité d’un ARN a réaliser une réaction chimique de type enzymatique [23,
24].

Depuis, de nombreux ribozymes ont été découverts parmi lesquels la RNase P impliquée

dans la maturation des ARNL,[25] les riborégulateurs (ou riboswitches) presents sur certains
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ARNmM qui ont une capacité autolytique,[26, 27] ou encore le site actif ARNr du ribosome
qui catalyse la réaction de synthése peptidique [28]. Ce domaine de recherche sera couronné
par I’obtention du prix Nobel de Chimie de 1989 pour les deux initiateurs T. Cech et S.
Altman (Figure 1.7 )[23, 29].

The Nobel Prize in
Chemistry 1989

\' |
Sidney Altman Thomas R. Cech
Prize share: 1/2 Prize share: 1/2

Figure 1.7. Les Lauréats du prix Nobel de chimie de 1989 pour leur découverte de 1’activité
catalytique de I’ARN

Les chimistes ayant toujours a cceur de comprendre et de mimer la nature, les premiers
ribozymes artificiels sont publiés en 1990 par D. Robertson et G. Joyce dans Nature et
permettent le clivage de séquences d’ARN simple brin [30]. Depuis lors, de nombreux
autres systemes ont été développés et permettent de catalyser de multiples réactions
chimiques dont la ligation d’ARN, des réactions de Diels-Alder, la formation de liaisons

peptidiques, des réactions d’aminoacylation [31].

D’une maniére intéressante, aucun ADN catalytique naturel n’a a ce jour été découvert alors
que dés 1994, G. Joyce en association avec R. Breaker démontrent que la technologie
développée pour la sélection in vitro des séquences d’ARN catalytique est adaptable a
I’ADN et leur permet d’isoler un petit fragment d’ADN capable de catalyser le clivage d’une
séquence d’ARN en présence de Pb®* [32]. Par analogie aux ribozymes, ces activités
catalytiques faisant intervenir I’ADN sont nommées déoxyribozyme, plus connues sous le
terme de ADNzyme [33]. Aujourd’hui, le domaine des ADNzymes est vaste et permet de
réaliser un nombre important de réactions chimiques parmi lesquelles nous citerons le
clivage et la ligation d’ARN ou d’ADN, le clivage de diméres de thymines, les réactions de

Diels-Alder simples et énantioselectives,[34] ou encore les réactions de Michael ou de
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Friedel-Crafts en séries énantiosélectives avec des exces énantiomeériques pouvant atteindre

99% [31, 33].

2.3.3.2.  Structure et Mécanisme de clivage

Les ADNzymes sont des sequences d’ADN simple brin (single strand (ss)) qui se replient en
structures tertiaires complexes. Ils sont composés d’une boucle catalytique et d'une partie de
reconnaissance hybridée au substrat portant une seule base ribonucléotide servant de site de

clivage (Figure 1.8)

Adenine Ribonucleotide : site de clivage

3 5
G TAGAGAAGTGG :J T A T C A C T C A S
ubstrat
(I s B I R B (/N e B B B B B |
C A ST NG TP ST O A T A 6 TG A 6 T~ Partie de
’ C A .
5 ~ .
N \G\ ¢ A reconnaissance
"{; I T. & 7 Boucle catalytique

Figure 1.8. Représentation d’'un ADNzyme

Ces derniers sont capables de catalyser un certain nombre de réactions, y compris le clivage

du squelette  phosphodiester au niveau dun site ribonucléotidiqgue ou
désoxyribonucléotidique [35]. Il a été démontré que les cations jouent un réle critique dans
le processus catalytique et sont constitutivement nécessaires a l'activité catalytique de la

plupart des ADNzymes. (Figure 1.9)

UO,*-dependent 39E DNAzyme

GTACAGOTAGAGAAGCATATCACTER

Pb?-dependent 17E DNAzyme

‘ ’
GTAGAGAAGS EATATEACTER

CATCTCTTCT ATAGTGAGT

AL 3’
éégsczc rc®

Hg*-dependent DNAzyme
(with UO,* cofactor)

v 9
O R T

CACGTACATCTCTTCA ATAGTGAGT

o '
\ 3
\ Cc-:.:?

.AA

CATCTCCATCTCTGCA ATAGTGAGT

e
GO
A c‘LA
Cu?-dependent DNAzyme

v 5
AGCTTCTTTCTAATACGGCTTACC
TAAGAAAGAAC  CCGAATGG
TTTCTTTCT oGO 3

Manuscrit de Theése— M. Hamami

e | ap 1813 — 1 amidey)

15




Figure 1.9. Représentation de quelgues exemples d’ADNzyme ribonucléases [35]

Le mécanisme de clivage a été décrit par Liu et al. qui ont montré qu’en présence du Pb?
I’ADNzyme qui appartient a la classe des ribonucléases, catalyse le clivage d'une liaison
ribonucléotide phosphodiester par une réaction de trans-estérification en formant 2 sous-
produits : une terminaison phosphate cyclique 2'3'-terminale et 5'-hydroxyl terminale.
(Figure 1.10)[36].

0 o)
A © ) B
0- \:\_0\ G6
~ o~
A5 0 N _NH
’N\ N N .)(
Y N
T s
" H
NH, NH, No .Po-‘
N..( i
N N: 0
- ,"S._( ;‘ \P,O\/ —
by \ v’ o
N OH ©O I\O /
G13 o) o OH
g1 © \

Figure 1.10. (A) Mécanisme propose pour le clivage du substrat RNA par 'ADNzyme 8-17 (B)
Représentation de surface montrant la boucle catalytique. Le Pb2+ est représenté comme une
sphere noire. Les résidus G — 1 et G + 1 sont représentés sous forme de modeles de batons en
jaune. Les atomes de phosphore et les atomes d'oxygéene des groupes phosphate du squelette

du ADNzyme sont colorés en orange et rouge, respectivement [36].

2.3.3.3.  Propriétés des ADNzymes
Les avantages des ADNzymes face aux ribozymes et aux protéines sont multiples. Tout
d’abord du point de vue de leur stabilité a I’hydrolyse et a I’augmentation de température,
I’ADN s’avere en moyenne 1000 fois plus stable que les protéines et pres de 100000 fois
plus stable que I’ARN. De plus, I’ADN se synthétise aisément au sein d’un laboratoire de
maniére automatisée ou peut étre synthétisé a facon par différents fournisseurs
d’oligonucléotides et dont le cott final est beaucoup plus faible que celui des protéines. Un
autre atout est la possibilité de modifier facilement les séquences nucléotidiques par I’ajout
de sondes fluorescentes par exemple, ou encore de les fixer sur un support solide. Le dernier
avantage relevé ici est la facilité de modulation du nombre et de la nature des bases
permettant d’obtenir virtuellement un nombre illimité de séquences permettant d’accéder a
celle offrant la réponse désirée pour I’application souhaitée [37]. De nombreuses

applications dans le domaine de la biologie et de la santé s’aveérent également
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particuliérement prometteuses, notamment pour le ciblage et le clivage d’ARNm en thérapie

antitumorale [38, 39].

2.4. Les transducteurs

Le transducteur représente 1’élément physique du biocapteur responsable de la traduction de
la modification biochimique, issue de I’interaction entre ’analyte et le biorécepteur, en un
signal analytique exploitable. Suivant le type de modification biochimique, on choisira le
type de transducteur approprié pour exploiter au mieux 1’effet créé par le biorécepteur en
présence de I’espece cible. On peut distinguer plusieurs types de transducteurs on peut citer
a titre d’exemple : les transducteurs optiques,[40] électrochimiques,[41] acoustiques,[42]
piézoélectriques,[43] ... Dans ce qui suit, on va se limiter seulement aux transducteurs

électrochimiques.

Les biocapteurs électrochimiques sont classés en plusieurs catégories selon leurs modes de
transduction, qui peut étre ampérométrique, potentiométrique, conductimétrique ou

impédimétrique [44].

2.4.1. Les transducteurs ampérométriques

Cette catégorie représente une des méthodes de transduction électrochimique des plus
utilisées en bioanalyse et ceci a cause de sa sensibilité remarquable, sa rapidité de réponse et
son faible colit de mise en ceuvre [45]. En effet, la détection ampérométrique est basée sur
la mesure, a potentiel fixe, de la variation du courant entre 1’¢lectrode de travail et la contre-
électrode [46]. L’intensité du courant est proportionnelle a la concentration des espéces
¢lectroactives oxydées ou réduites a la surface de 1’¢lectrode de travail. Apres
immobilisation du biorécepteur a la surface de 1’¢lectrode de travail, son interaction avecC
I’analyte peut provoquer une réaction redox modifiant I’accumulation des charges au niveau

de cette électrode par rapport a la contre électrode.

2.4.2. Les transducteurs potentiométriques

La méthode potentiomeétrique repose sur la mesure de la différence de potentiel entre une
¢lectrode de référence, dont le potentiel est constant, et 1’¢électrode de travail. La valeur du
potentiel de 1’électrode de travail permet de déterminer directement la concentration de
I’analyte a doser a partir de I’expression du potentiel redox, par I’équation de Nernst, qui

dans les cas simples peut s’écrire sous la forme :
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E = EQy/req + NFRT X In(—2%) (Eq. 1)

Ared

L’un des exemples bien connus de systemes a transduction potentiométrique sont les
électrodes solides de pH qui ont été les premiers transistors a effet de champ sensibles aux
ions (ISFET) commercialisés. De plus, les ISFETs ont été a la base de capteurs pour détecter

les métaux lourds,[47] des immunocapteurs [48] et des biocapteurs génétiques [49].

2.4.3. Les transducteurs conductimétriques

La conductimétrie est une technique alternative a I’ampérométrie et a la potentiométrie [50].
Le principe de ce mode de détection repose sur la mesure de la variation de la conductivité
d’une solution induite par la production ou la consommation d’especes chargées lors d’une
réaction. Ce type de biocapteur est adapté pour les biorécepteurs enzymatiques qui
produisent des entités chargées durant la phase de détection. Le paramétre a mesurer est la

conductance électrique ).
>=0%xS%l (Ea. 2)

Dans cette relation, S est la surface des plaques métalliques, | est la longueur séparant les
deux plaques qui constituent la cellule de conductimétrie et & est la conductivité électrique

de la solution.

2.4.4. Les transducteurs impédimétriques

La spectroscopie d’impédance électrochimique sert essentiellement a étudier les propriétés
électriques interfaciales des matériaux solides ou liquides en contact avec un transducteur
électrochimique [51]. Elle permet de suivre le processus de transfert de charge et de la
matiere a I’interface électrode/électrolyte. La mesure de I'impédance s’effectue dans une
cellule équipée d’une électrode de référence, d’une électrode auxiliaire et d’une électrode
indicatrice sur laquelle est déposée le biocapteur [52]. En effet, un potentiel imposé avec une
perturbation sinusoidale de faible amplitude U(w), entre 1’électrode de référence et
I’électrode indicatrice, permet de mesurer un courant, de la méme forme I(®), générée entre
I’¢lectrode indicatrice et I’¢électrode auxiliaire. Le rapport de la tension appliquée par

I’intensité du courant mesuré définit I’impédance du systéme électrochimique Z(®).

Z(0)= U(e)/l(®) (Eq.3)
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2.5. Les méthodes d’immobilisation des sondes redox

L’immobilisation de la sonde redox est une étape clé dans la réalisation d’un biocapteur. La
procédure la plus simple est celle qui met en jeu des interactions électrostatiques établies
entre la surface activée et la sonde tandis que I’établissement des nouvelles liaisons
covalentes est une approche plus complexe qui nécessite une bonne maitrise de la chimie
organique, par ailleurs cette derniére reste la plus fiable a condition que la formation de

liaisons covalentes ne doit pas réduire son accessibilité.

2.5.1. Immobilisation par adsorption

La méthode présentée ici est aussi la plus simple a mettre en ceuvre. En effet 1’adsorption
moléculaire est une caractéristique intrinséque a certains composés, minéraux ou organiques,
leur permettant de se fixer a une surface ou un édifice tridimensionnel. L’adsorption repose
sur les interactions faibles de types Van der Waals, liaisons hydrogenes ou encore des

interactions ioniques.

Une variante de I’immobilisation par adsorption consiste a réaliser une monocouche auto
assemblée (SAM) a la surface d’une électrode. Les SAMs sont formées par adsorption
spontanée de molécules, de type surfactant, a partir d’une solution ou d’une phase gazeuse
sur un substrat pour lequel elles présentent une affinité particuliere. Ces molécules sont
constituées d’une fonction d’accroche, d’un bras espaceur et de la sonde (Figure 1.11). La
fonction d’accroche présente une affinit¢ pour la surface du matériau et initie
I’autoassemblage. Les faibles interactions entre les différents bras espaceurs permettent
ensuite la formation de 1’assemblage et la stabilisation de la structure. Les avantages de cette
méthode sont multiples, cette derniere permet de limiter grandement les phénomeénes de

désorption et donc d’augmenter la durée de vie du systéme [54-55].
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Figure 1.11. Préparation d’'une monocouche auto-assemblée de peptides fonctionnalisés par

O—A

du ferrocéne sur la surface d’une électrode d'or [56].

2.5.2. Immobilisation par intercalation

L’intercalation est définie comme une insertion réversible de groupements chimiques dans
I’espace interfoliaire des matériaux lamellaires [57]. Le pouvoir d’intercalation de ces
derniers dépend de la force d’interaction entre les espéces intercalées et les sites
d’intercalation. Ces sites peuvent étre des sites cristallographiques ou bien des groupes
chargés positivement ou négativement ou bien des groupements ayant des propriétés basique
ou acide ou polaire. Cette stratégie a été adoptée par Gao et al. [58] qui ont décrit une
procédure de fonctionnalisation en intercalant le ruthénium tris(1,10-phenanthroline)

(Ru(phen)s?*) comme sonde entre les bases de I’ ADNzyme pour détecter le plomb.

L’intercalation alors mise en jeu est de I’empilement n—r stacking d0 & des recouvrements
positifs entre les orbitales moléculaires frontiéres de type 7 des paires de bases et du ligand
intercalant [59]. De plus les cycles aromatiques des ligands intercalants sont compatibles

avec le caractére hydrophobe du centre de la double hélice. (Figure 1.12)
A B c
C;/I
=3

Figure 1.12. Représentation générique d'intercalation entre les bases de 'ADN [60]
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2.5.3. Immobilisation covalente

Dans la littérature, on trouve plusieurs méthodes décrivant 1’utilisation de certains acides
aminés, présents a la surface des protéines, pouvant former une liaison covalente avec une
surface activée [61-62]. Une des méthodes de ligation les plus populaires fait intervenir la
réactivit¢ du groupe amine, sur des fonctions N-hydroxysuccinimide d’esters activés
donnant lieu a la formation d’un amide (Figure 1.13) [63]. Les lysines peuvent également

réagir avec des aldéhydes pour former un amide.

vo Q
o NH
..
S

Figure 1.13. Principe simplifi¢ d'immobilisation covalente sur la surface d’une électrode via la

formation d’'une liaison peptidique suite a la réaction d’'un ester activé N—hydroxysuccinimide et

d’un groupe amine de la biomolécule

La fonction thiol (-SH) du récepteur peut également s’additionner sur les groupes

maléimide, via une réaction click, se trouvant sur la surface de 1’électrode (Figure 1.14)

[64].
SH r —

o)
R, < >

Figure 1.14. Principe simplifi¢ d'immobilisation covalente & la surface d’une électrode d’une
biomolécule par la réaction d’un résidu cystéine avec le maléimide pour former un thioéther.

Les sondes portant des groupes fonctionnels (—SH,—~OH ou —NH>) peuvent également réagir
avec les surfaces d’électrodes fonctionnalisées avec des sels de diazonium pour se substituer

au N2* et former ainsi des liaisons covalentes fortes (Figure 1.15) [65].
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Figure 1.15. Principe simplifi¢e d’immobilisation covalente sur la surface d’une électrode suite

a la réaction d’un résidu nucléophile sur I'entité biologique avec le sel de diazonium.

3. Nanomatériaux

La nanotechnologie peut étre définie comme la capacité de tirer le maximum d’avantages
des progres de la science dans le monde du nano pour aboutir a de nouvelles applications.
Elle est basée sur les propriétés intrinséques d’objets de taille nanométrique (entre 1 et 100
nm) [66] et sur la possibilité de les utiliser de facon a améliorer leurs propriétés en les
rendant plus spécifiques et plus puissants. De ce fait, la nanoscience peut étre définie comme
¢tant 1’étude des principes fondamentaux des objets et des molécules a 1’échelle
nanométrique. Nous présentons ci—dessous dans la Figure 1.16, I’échelle métrique de

quelques matériaux et quelques macro—organismes biologiques.

Nous allons citer dans ce qui suit quelques classes de nanomatériaux auxquels nous nous

sommes intéressés au cours de cette thése.

-
Cheveu ) et
ey
Bactéries 50 um N
1a5pum e Ballon de foot
R— ! = Fourmi 22 cm
o2’ 5mm
Brin ADN L
2nm “ $
Nanotube de carbone Lt
d=1a2nm "
Atome Hydrogéne e oy
0.1nm

o B
>

Définition échelle Nano : 1-100 nm

Figure 1.16. Echelle comparant le nanomeétre a des structures de I'ordre du micrométre (un

cheveu), du millimétre (une fourmi) et du centimeétre (un ballon de foot).
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3.1. Les semi-conducteurs 2D

En 2004, I’équipe d’A. Geim a I’Université de Manchester a mis en évidence les propriétés
exceptionnelles du graphéne [67]. Cette découverte majeure a montré que la dimensionnalité
d’un matériau pouvait influer largement sur ses propriétés. Cela a décuplé I'intérét des
chercheurs pour les cristaux bidimensionnels (2D). Il existe de nombreux matériaux qui
peuvent étre isolés sous la forme 2D (Tableau 1.1) ; leurs propriétés sont aussi trés diverses.
Parmi ces cristaux 2D, la famille des TMDs (les dichalcogénures de métaux de transition)
est beaucoup étudiée depuis quelques années car les matériaux associeés présentent un

potentiel considérable pour diverses applications en électronique notamment [68].

Tableaul.l : répertoriant les matériaux pouvant cristalliser sous la forme 2D. En bleu, les cristaux
2D qui sont stables a l'air et a température ambiante ; en vert, ceux qui sont probablement stables a
I'air ; en rose, ceux qui ne sont pas stables a I'air mais qui le sont probablement sous atmosphére
inerte ; et en gris, les composés qui ont été exfoliés sous la forme d’'une monocouche mais pour

lesquels il y a peu d’'informations supplémentaires [69].

Famille du Graphéne Nitrure de Hétérodiamant  Fluorographéne  Oxyde de
Graphéne hefao;gnal (BCN) Grapheéne
Dichalcogénures métalliques :
Les MoS:> Dichalcogénures  NbSe2, NbSz, TaSz, TiS2, NiSe2
chalcogénures WS:2 semiconducteurs :
20 ezt JEIlEn, IR Semiconducteur en couche :
e Z1S2, Z1S€z ... GaSe, GaTe, InSe, Bi2Ses ...
Micas, MoQOs
e ordos oD BSCCO WOs3 Types pérovskite : Les Hydroxydes :
es Oxydes :
LaNbzO- Ni(OH)2 , Eu(OH)2
Ti0s (CaS-I‘)z-Nb:aOlO
Couche MnO2 BisTizO12
d’oxydes V205 ;
de Cu Ta0s CaxTazTiO10 Autres
RuO2

Les TMDs constituent une famille de matériaux de formule générale MX», ou M représente
un métal de transition du groupe 4 a 10 (dans la classification périodique des éléments) et X
un chalcogéne (Figure 1.17). Les TMDs présentent différentes propriétés physiques, allant

du supraconducteur au semi-conducteur. Parmi ces TMDs, cette thése s’intéresse en
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particulier au MoS». C’est un semi-conducteur dont le potenticl a suscité 1’attention des

chercheurs dans plusieurs domaines d’application durant ces derniéres années [70].

H MX, He
M = Transition metal

u Ba X = Chalcogen 8 c N o £ Na

Na Mg 3 4 5 6 4 8 9 10 1" 12 Al Si o s cl Ar

K Ca Sc m v Ct Mn Fe Co N Cu Zn Ga G As Se Be Kr
Rb & Y Zr 'Nb Mo 'Te Ru Rh Pd Ag Cd In Sn Sb Te | Xo
Cs Ba La-lu W Ta w Re Qs Ir Pt Au Hg mn Pb & Po Al Rn

Fr Ra Ac-Lr RS Db Sg Bh Hs M Ds Rg Cn  Uut Fl Uup Lv Uus Uuo

Figure 1.17. Tableau périodique des éléments sur lequel sont mis en évidence les éléments
intervenant dans la composition de composés 2D de la famille des TMDs. Il en existe environ
40. Les métaux de transition qui cristallisent sous forme 2D avec les trois chalcogenes sont
entierement colorés. Les métaux de transition partiellement colorés ne forment des cristaux 2D

gu’avec certains des chalcogénes. [71]

3.1.1. Structure cristalline

Le disulfure de molybdéne, composé chimique de formule MoS, est un cristal connu depuis
le début du XXeme siécle [72]. C’est un composé lamellaire dont la structure rappelle celle
du graphite. Il est constitué¢ de feuillets bidimensionnels, empilés selon I’axe ¢ (Figure
1.18). Chaque feuillet est composé d’un plan de cations métalliques (M) pris entre deux
plans d’anions (X). Ces anions X sont en coordination trigonale prismatique par rapport aux
atomes de métal. Les liaisons M-X a I’intérieur des feuillets sont fortes, de nature covalente
et les liaisons entre feuillets sont beaucoup plus faibles (de type Van Der Waals). La bande
séparant les deux feuillets d’anion (X= S) est nommée gap de Van Der Waals et son
épaisseur est de 0,308 nm. Ce type d’interaction entre feuillets explique que le MoSz peut
étre clivé et que I’on peut isoler une monocouche de ce matériau. L’isolation d’une
monocouche de MoS; a été entreprise pour la premiere fois en 1986 [73] Une monocouche
de MoS: a une épaisseur de 0,65 nm. L’empilement des couches donne lieu a trois polytypes
: les polytypes 1T et 3R sont métastables alors que le polytype 2H, le plus commun a I’état

naturel, est stable.
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& _ Strong sulfur-molydbenum-sulfur bonds
8 resists penetration by surface asperities

& Sullur Atoms
@ Molydbenum Atoms

Feuillet MoS,

16 A

Gap de Van der
Waals

Weak sultur-sulfur bonds allow easy sliding of
these layers resulling in low friction

Figure 1.18. Représentation de la structure de MoS; (Projection selon [110] de la structure
cristalline du polytype 2H du MoSy) [74]

3.1.2. Méthodes de préparation

3.1.2.1. Exfoliation
L’exfoliation mécanique par la méthode de report multiple a I’aide de ruban adhésif,
développée dans le contexte du graphéne, [67] est actuellement la méthode la plus fiable et
la plus utilisée pour la réalisation de prototypes [75-76] car elle permet I’isolation de
monocouches idéales a partir d’un monocristal dont la structure et la composition sont
parfaitement connus. Ce procédé n’étant pas viable industriellement, des methodes
d’exfoliation chimiquement assistées ont été envisagées. La premiére consiste a utiliser la
capaciteé des metaux alcalins a intercaler le disulfure de molybdéne [77] pour provoquer la
séparation de ses feuillets. Techniqguement, des cristaux de MoS; sont traités par une
solution de n-butyllithium pendant 48h, puis les feuillets intercalés sont mis en suspension
dans de I’hexane et hydrolysés sous agitation ultrasonique. L hydrogene libéré lors de la
réaction d’hydrolyse provoque alors la séparation des feuillets composant les cristaux de

MoS,, permettant I’obtention de monocouches en suspension [78-73].

La technique d’exfoliation par intercalation n’est pas sans conséquences puisque 1’insertion

des atomes de lithium entre les feuillets de MoS: provoque une déformation de leur structure
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conduisant a 1’obtention de la phase 1T. Cette transition est toutefois réversible, et un

traitement thermique a 300°C permet une relaxation rapide vers la phase hexagonale [79].

3.1.2.2. Dépébt chimique en phase vapeur (CVD)
Le dépdt chimique en phase vapeur (Chemical Vapor Deposition) consiste de maniére
génerale a envoyer un flux gazeux contenant un ou plusieurs précurseurs chimiques vers un
substrat afin de former un dépot solide. Dans le cas d’un flux gazeux a haute température
envoyé vers un substrat plus froid afin de provoquer un dép6t par condensation, on parle de
CVD a mur froid. Si la température du substrat est supérieure a la température du flux, de
maniere a activer une réaction chimique entre les précurseurs ou a initier leur décomposition
thermique pour former un dép6t solide, on parle alors de CVD thermique (ou a murs
chauds). Dans ce dernier cas, la réaction ou la décomposition des précurseurs peut étre

assistée par plasma ou activation photochimique.

Pour répondre au récent objectif de synthétiser des monocouches de MoS;, des procédés de
CVD thermique a haute température (550-800°C) ont été développés. Une tentative de CVD
a partir du soufre élémentaire et de 1’anhydride molybdique (MoQOs3) a 750°C, a permis
d’obtenir des nanocristaux de MoS, de seulement quelques feuillets d’épaisseur sur des

plaques de quartz [80].

Il a rapidement été mis en évidence que 1’utilisation de ce méme procédé sur des substrats
épitaxiés favorisait la croissance de monocouches dans le plan du substrat et I’obtention de

domaines cristallins beaucoup plus larges [81].

Cette méthode a par la suite été appliquée a de nombreux substrats présentant un accord de
maille avec les plans basaux du MoS,, tels que le saphir,[82] le mica (de type
fluorophlogopite),[83] le graphene [84] ou encore les nitrures h-BN [85] et h-GaN [86].

Le probleme majeur de cette méthode réside toutefois dans la volatilité tres faible et non
reproductible des précurseurs utilisés. Le soufre élémentaire posséde une tension de vapeur
quasi-inexistante & température ambiante (< 10 Torr) et il doit étre chauffé au moins a
100°C pour générer une vapeur appréciable (102 Torr) [87]. L’anhydride molybdique
s’évapore quant a lui sous forme de clusters de différentes tailles [88] et sa volatilité est

fortement liée a son mode de préparation [89].

3.1.2.3. La méthode hydrothermale
La synthése hydrothermale est définie comme méthode dérivée de la synthese solvothermale

qui contrairement a cette derniére requiert la mise en ceuvre de phase aqueuse a la place de
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solvants organiques, a une pression supérieure a 1 atm et une température supérieure a la

température ambiante.

Le principe de base de cette voie de préparation est la nucléation homogéne de petits

cristaux qui vont croitre lorsqu’ils sont soumis a de fortes températures et pressions.

Pendant la nucléation et le processus de croissance, 1’eau est a la fois un agent catalytique et
occasionnellement un composant de la phase de 1’état solide. Sous conditions extrémes a
I’intérieur du réacteur (autoclave), I’eau atteint souvent un état supercritique favorisant ainsi
I’augmentation de la force de dissolution, la diffusion et le transport de masse du liquide en
réduisant sa viscosité. De plus, la possibilité de réglage de la pression a I’intérieur du
réacteur permet I’ajustement de la densité du produit final. Zhang et al. [90] ont synthétisé
des nanofeuilles de MoS, en une seule étape en utilisant de [I'heptamolybdate
d'’hexaammonium tétrahydrate (NHi)sM07024 4H>O et la thiourée comme précurseurs.
L’¢épaisseur des produits finaux obtenus était de ~ 4 nm et la taille latérale des couches était
dans la gamme de 200 & 400 nm. L'influence de la température et la durée de la réaction sur
la formation des nanofeuilles MoS; a été discutée. Un mécanisme de croissance possible a
été proposé (Figure 1.19) pour expliquer la formation de nanofeuilles MoS: en se basant sur

les observations du processus d'évolution de la morphologie en fonction du temps.

CSN,H, + 2H,0 — 2NH; + CO, + H.S (1)
(NH,)};Mo+0,; — 6NH; + TMoO: + 3H,0 (2)
MoO; + 3H,S +H,0 — MoO, + SO, + 2H’ (3)
MoO; + 2H,S — MoS, + 2H,0 (4)

Figure 1.19. Equations de formations des nanofeuilles de MoS;

En comparant avec les autres méthodes, la synthese hydrothermale offre une meilleure
alternative pour la production de nanostructures & bas colt suivant la démarche d’éco-
conception ou « green chemistry ». Les matériaux obtenus par la synthese hydrothermale
sont genéralement de bonne qualité cristalline avec une grande variété de formes et de tailles
[91-92].

3.1.3. Les propriétés

3.1.3.1.  Structure de bande
En mars 2010, des chercheurs de 1’université de Berkeley décrivaient pour la premiére fois
le changement de propriétés du MoS: lorsqu’il est isolé a I’état d’un feuillet unique [93]. Le

disulfure de molybdéne est un semiconducteur possédant un gap indirect de 1,2 eV depuis le
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point I et un gap direct de 1,7 eV au point K, une monocouche de MoS: isolée ne présente
plus qu’un gap direct de 1,9 eV au point K (Figure 1.20). La bande interdite directe se situe
au point K. En ce qui concerne la bande interdite indirecte, le haut de la bande valence se
situe au point I' alors que le bas de la bande de conduction se situe a mi-chemin entre le
point I" et le point K. En effet, quand le nombre de couches de MoS; diminue, 1’énergie du
bas de la bande de conduction augmente a cause du confinement quantique, ce qui provoque

la transition bande interdite indirecte/directe.

A - Cristal B - Monocouche isolée

I 1,9 eV |

VEU

E, (Hartree)

Figure 1.20. (A) Structure de bande calculée par DFT pour un cristal de MoS: ; (B) Structure de
bande calculée par DFT pour une monocouche de MoS: isolée (les bandes bleues et vertes
indiguent respectivement les niveaux supérieurs de la bande de valence et les niveaux inférieurs de

la bande de conduction, et les fleches rouges le gap optique de plus faible énergie.[94]

3.1.3.2.  Propriétés optiques
Les propriétés optiques de fines couches de MoS; exfoliées ont été mises en évidence
expérimentalement par les équipes de F. Wang (Université de Californie a Berkeley) et T.
Heinz (Universite de Columbia) en 2010 [93-95]. Les deux études montrent que ces
propriétés optiques dépendent trés fortement du nombre de couches du feuillet de MoSz. En
particulier, ils montrent que la photoluminescence d’une monocouche de MoS: est bien plus
importante que pour des feuillets plus épais ; le rendement quantique de photoluminescence
décroit de 3 ordres de grandeur quand on passe d’une monocouche a une double couche
[95]. Ces resultats sont en accord avec la structure de bande du MoSz qui passe d’une bande
interdite indirecte a une bande interdite directe lorsque 1’on passe d’une double couche a une

monocouche. Ce changement de comportement est principalement lié a la suppression des
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interactions entre les atomes de soufres d’un feuillet a I’autre, permettant de réduire
suffisamment le maximum de la bande de valence au point I' (présentant une contribution
importante des orbitales 3pz du soufre) pour que 1’énergie de la transition indirecte devienne

supérieure a celle de la transition directe [94-96].

3.1.3.3.  Propriétés électroniques
A 1’état naturel, la molybdénite est majoritairement un semiconducteur de type P, avec des
conductivités dans le plan allant de 1 a 500 S/m et une mobilité moyenne des porteurs de
charges de 240 cm#/V/s (déterminée par effet Hall) [97]. La conductivité de la molybdénite
mesurée selon un axe perpendiculaire a ses plans de base étant environ 2000 fois inférieure a
celle mesurée dans le plan des feuillets,[98] la grande variabilité des valeurs de conductivité
peut s’expliquer par la présence de dislocations dont la quantité varie d’un cristal a un autre
[99]. Par ailleurs, la nature des porteurs de charge (électrons ou trous) semble
considérablement dépendre de 1’origine de la molybdénite ou de son mode de préparation :
des cristaux de disulfure de molybdéne obtenus en laboratoire par transport chimique en
présence de brome sont des semiconducteurs de type-n,[100] alors que ceux dopés au
niobium sont de type-p [101]. La conduction de type-p dans la molybdénite naturelle
pourrait donc provenir de ses impuretés métalliques (Cu, Fe, Mg, Ca, ...), mais aucune
corrélation n’a toutefois été établie entre la composition des cristaux et le type de conduction
qu’ils présentent. Plus récemment, des études ont pu mettre en évidence que la conduction
de type-n dans le sulfure de molybdene synthétique était probablement liée a des lacunes en

soufre, agissant comme donneurs d’¢électrons [102].

3.1.3.4. Propriétés chimiques
La molybdénite est trés robuste d’un point de vue chimique. Elle est insensible aux acides
halogénés a température ambiante, quelle que soit leur concentration, et ne peut étre attaquée
que par des acides oxydants (acide nitrique, persulfurique, ...) pour former 1’acide
molybdique (H2Mo00s), dont la faible solubilité dans I’eau (1,5 g/L a 20°C) conduit a la
précipitation de MoOs. Elle est également insensible a ’action de bases diluées mais
s’oxyde lentement en molybdates en milieu oxygéné et fortement alcalin (pH > 10) [103].
De maniére générale, la réactivité de la molybdénite est liée a sa structure. La saturation de
la sphere de coordination du molybdene et la formation d’une couche compacte d’atomes de
soufre de part et d’autre de chaque feuillet rendent les plans de base particulierement
hydrophobes et chimiquement inertes. En revanche, les bordures des feuillets présentent des

sites coordinativement insaturés et sont donc beaucoup plus réactifs. (Figure 1.21).
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+—— Bordure riche en molybdéne

4~ Bordure riche en soufre

Figure 1.21. Représentation d’un feuillet de MoS; dans un nano-cristal hexagonal.[104]

3.1.4. Application

En raison de leur solidité et de leur flexibilité (résistance a la rupture jusqu’a des pression de
16 GPa),[105] les monocouches de MoS: sont particuliérement adaptées pour 1’électronique
flexible et la réalisation de dispositifs optoélectroniques transparents. La premiere preuve de
concept, realisée en 2011 par des chercheurs de I'école polytechnique de Lausanne, a été la
conception d’un transistor a effet de champ possédant une mobilité d’environ 200 cm?/V/s et
un ratio ON/OFF de 108 a température ambiante [75]. La mobilité des porteurs de charge,
qui est considérablement réduite lorsque le MoS: est isolé a 1’état de monocouches (0,1 — 10
cm?/V/s) en raison des interactions environnementales (interaction avec le substrat ou les
contacts, présence de molécules adsorbées...), a pu étre restaurée grace a I’utilisation de
HfO. comme isolant de grille. Quelques mois plus tard, Z. Yin et al reportaient la fabrication
d’un phototransistor a base de MoS2 permettant la production et I’extinction d’un
photocourant de 7,5 mA/W avec un temps de réponse de seulement 50 ms [76]. Depuis, la
réalisation de ces dispositifs a largement progressé (allant jusqu’a la fabrication de circuits
logiques), notamment grace a une meilleure compréhension de ’influence de la prise de
contacts, des diélectriques utilisés ou encore de I’environnement chimique sur la qualité du

transport de charge [106-107].

Comme tous les matériaux de basse dimensionnalité, le MoS; présente un ratio surface /
volume tres élevé. De ce fait, il est tres sensible a son environnement. Cela se manifeste par
des transferts de charges entre les molécules de 1I’environnement et le MoS». Par conséquent,
il peut étre intéressant d’utiliser ce matériau dans les capteurs et biocapteurs pour la

détection de certaines molécules.

Sha et al. [108] ont mis au point un capteur électrochimique flexible et simple pour la

détection de I’acide urique, a base de MoS2 déposé sur une lame d'aluminium par la voie de
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synthese hydrothermale (Figure 1.22). Le capteur développé présente une limite de
détection de 1,169 uM, un temps de réponse < 3 s, une excellente reproductibilité, une
sélectivité envers 1’acide par rapport au glucose, a l'acide ascorbique et a l'urée avec une
sensibilité de 98,3 + 1 nA/uM (R? = 0,999) dans une large gamme dynamique de 10—400
uM. Les hautes performances du capteur peuvent étre attribuées a la grande surface
specifique de MoS; ayant un plus grand nombre de sites. Le capteur proposé a également été
évalué avec succes pour la détection de I'analyte cible dans un échantillon réel et les résultats
obtenus correspondent a ceux obtenus a partir des tests biochimiques conventionnels

effectués en laboratoire clinique.

Aluminum (Al) foil Hydrothermal process MoS, grown Al foil

Figure 1.21. Les différentes étapes du processus d’élaboration du biocapteur

Majda et al. [109] ont proposé un transistor a effet de champ modifié par une couche de
MoS2, comme biocapteur pour la détection d’un biomarqueur du cancer du sein le miRNA-
155. Les monobrins d’ADN sonde du miRNA-155 ont été immobilisés par adsorption
physique sur le plan basal du MoS.. En présence des brins complémentaires cibles miRNA-
155 ces derniers vont s’hybrider pour former un double brin qui va se désorber du canal
MoS: en induisant une modification du potentiel a la surface du matériau agissant comme
témoin de I’hybridation (Figure 1.23). Ce biocapteur a permis la détection précise du
miARN-155 cible a une tres faible concentration. L'application du biocapteur a été évaluée

avec succes dans le sérum humain et dans des échantillons d’une lignée cellulaire.
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Figure 1.23. Principe de détection du miRNA-155 par le transistor a effet de champ développé
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Kong et al. [110] ont mis a profit la capacité d'extinction de fluorescence des nanofeuilles de
MoS: qui est supeérieure a celle du graphéne, en développant un biocapteur aptamérique pour
la détection de PSA par fluorescence (Figure 1.24). En présence de I’analyte cible,
I’aptamére marquee par un fluorophore, forme avec ce dernier un complexe qui résulte a sa
désorption de la surface des nanofeuilles de MoS> ce qui résulte en la restauration de la
fluorescence pour donner un signal positif. Cette approche présente l'avantage d'une
conception simple et d'une détection rapide du PSA. Le biocapteur montre une sensibilité et
une sélectivité élevées avec une limite de détection de 0,2 ng/mL. Le dispositif analytique a

également été testé dans des échantillons de sérum humain avec succes.
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Figure 1.24. Schéma du principe de préparation et de détection de I'aptacapteur
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3.2. Les polymeéres conducteurs

Le développement des polymeéres conjugués a commencé au début des années 1970 avec la
mise en évidence d’une conductivité de type métallique (~10° S/cm) pour le polynitrure de
soufre [(-S=N-)x]. Cette propriété remarquable suscita en effet I’intérét de la communauté
scientifique, qui proposa rapidement d’autres composés pouvant présenter des propriétés
analogues. C’est ainsi qu’en 1977, les professeurs Mac Diarmid, Heeger et Shirakawa [111-
112] découvrent qu’il est possible de moduler la conductivité électrique du polyacétyléne
moyennant ’introduction contr6lée de molécules donneuses ou accepteuses d’électrons
(c’est le phénomene de dopage) faisant alors passer le polymere de 1’état d’isolant a celui de
conducteur. Depuis lors, I’imagination des chercheurs a permis la création de nombreux
polymeres conjugués stables présentant des conductivités electriques élevées. Les travaux

de ces trois pionniers ont d’ailleurs été récompensés par un prix Nobel en 2000.

Il existe 3 principaux types de matériaux conducteurs [113]. Le premier entre dans la classe
des polymeres conducteurs composites ou encore appelés polyméres conducteurs
extrinséques. Ils sont composés d’une matrice constituée d’un polymere isolant dans
laquelle est dispersée une poudre conductrice constituée soit de particules métalliques

[114,115,116] soit de polymeéres conducteurs intrinséques [117-118] soit de carbone,
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[119,120,121,122] afin d’augmenter la conductivité électrique. Ce type de composite trouve
des applications dans les encres conductrices pour circuits imprimés, les protections
anticorrosion, 1I’emballage ou encore les supports antistatiques... Le second groupe est
constitue par les polymeéres dits conducteurs ioniques. Dans ces polymeéres organiques, par
ailleurs isolants électroniques, les charges sont transportées par des ions. Les oxydes de
polyéthyléne, dans lesquels est dissout un sel de lithium, et utilisés comme électrolyte solide
pour la premiere fois par Michel Armand dés les années 80 pour les applications batterie Li-
polymere et Li-ion, en sont un exemple [123,124,125]. La derniére classe de polymeres
conducteurs, qui sera davantage développée dans ce travail, fait référence aux polymeéres
conducteurs électroniques intrinseques. lls sont composés de chaines carbonées le long
desquelles il y a alternance de simples et de doubles liaisons. Cette conjugaison permet
I’établissement d’un réseau m délocalisé, responsable de la conductivité électrique. La
conductivité étant de type polaronique, la mobilité des porteurs majoritaires (électrons ou
trous suivant le type de conductivité n ou p) est généralement faible, inférieure a 1V-1s “tcm
! Les principales classes de polyméres conducteurs organiques sont les polyacétylénes, les
polypyrroles, les polythiophenes, les polyanilines, les poly(para-phénylenes) et les

poly(para-phénylene-vinylénes) illustrés dans la Figure 1.25.

NN Polyacétylene (PA)
O O O O Poly(p-phényléne) (PPP)
DU AU NA Polypyrrole (Ppy)

N W/ N/ N

/S\ \s/ /S\ \S/ /s\ Polythiophéne (PT)

O / O \ O Poly(p-phényléne-vinyléneyrrole )

Polyaniline (Pani)

Figure 1.25. Structures des polyméres intrinséques les plus utilisés

3.2.1. Les voies de synthése du polypyrrole
3.2.1.1.  Synthése chimique
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La synthése chimique permet d’obtenir du polymere sous la forme d’une poudre noire. Cette
méthode de synthese a haut rendement est préférable pour des applications industrielles,

étant donné qu’elle est simple et facile & mettre en ceuvre avec une réaction presque totale.

Le polypyrrole a été polymérisé pour la premiere fois en 1916 [126] par oxydation du
pyrrole par le peroxyde d’hydrogéne H2O>. Le produit obtenu appelé « pyrrole noir » était

sous forme de poudre amorphe.

En générale la préparation du polypyrrole fait intervenir une oxydation du monomere pour
initier la polymérisation. De ce fait divers oxydants ont été utilisés tels que : le peroxyde

d’hydrogene dans 1’acide acétique, 1’ozone, la benzoquinones, FeClz, CuBr» ...

+7Fe'cl, + 6 HCI

La synthése chimique ne permet pas de contrdler les propriétés physico-chimiques qui en
résultent ainsi que les réactions secondaires. Ces dernieres cassent la conjugaison
¢lectronique par la formation d'enchainements a-f ou B-B réduisant considérablement la

conductivité, contrairement a la polymérisation électrochimique [127].

3.2.1.2. Syntheése par voie électrochimique
La synthése électrochimique permet de greffer directement un polymére conducteur a la
surface de I’électrode. Cela a mené a des applications électrochimiques intéressantes. Le
polypyrrole est toujours obtenu a 1’état dopé car son potentiel d’oxydation est inférieur a
celui du monomeére pyrrolique. Le dopant, qui assure la neutralité électrique, est un anion
qui provient de 1’¢lectrolyte support. L’épaisseur du film peut étre aussi contrélée facilement
par la charge électrique appliquée pendant 1’électropolymérisation. Finalement ce processus
est rapide simple et propre (I‘absence de catalyseurs, la possibilité d’utiliser dans I’eau
comme solvant, ...). Cette méthode de synthése électrochimique permet donc d’obtenir un

film polymére conducteur avec une bonne conductivite.

Des recherches ont été menees sur le mécanisme de synthése électrochimique du pyrrole, il

en résulte trois étapes principales : [128-129]

- L’étape d’initiation est constituée par 1I’oxydation d’'un monomere pyrrolique conduisant

a la formation d’un radical cation. (Figure 1.26 Eq.1)
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- L’étape de propagation consiste en 1’attaque électrophile de ce radical cation sur un
motif pyrrolique non oxydé. Cette attaque est suivie d’une aromatisation du dimére ainsi
obtenu comme c’est le cas pour de nombreux radicaux cations analogues. (Figure 1.26

Eq.2)

- La polycondensation se poursuit de la méme maniére (Figure 126 Eqgs. 3 et 4) tandis
que simultanément la chaine pyrrolique est oxydée puisque le potentiel d’oxydation du

polymere forme est inférieur a celui du monomere.

- L’étape de terminaison est constituée par le couplage radicalaire de différentes chaines

oxydées ou par ’attaque radicalaire d’une impureté présente dans le milieu réactionnel.

Eqg. 1

{y—— U<—>@

/ \Q

Eqg. 4
I\ K =
N \ﬁ ~H + N H
H W/ N H

Figure 1.26. Différentes étapes de polymérisation du polypyrrole [129]

3.2.1.3. Les propriétés électriques du polypyrrole
Le polypyrrole est doté¢ d’une haute conductivité électrique qui peut étre expliquée par la
présence d'un grand nombre d'électrons m conjugués permettant une délocalisation des
électrons et donc a la mobilité de porteurs de charges. Ceux-ci, de type polaron et/ou
bipolaron (Figure 1.27) sont présents en nombre beaucoup plus important que dans le cas

des semi- conducteurs ; ils portent des charges positives compensées par des anions, appelés
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dopants (ou contre ions), inserés dans le polymere [130]. La valeur du taux de dopage varie
en fonction de la nature de I’agent oxydant, des concentrations en réactifs et de la nature du

solvant.

Polaron

Bipolaron

Figure 1.27. Polaron et bipolaron dans le polypyrrole

Ce dernier peut étre aussi caractérisé par son caractére hydrophile et sa grande stabilité dans
I'eau [131] et sa biocompatibilité. Son faible potentiel d'oxydation permet de faire croitre un
film polymeére a partir de solutions aqueuses qui sont compatibles avec la plupart des

éléments biologiques [132,133].

3.2.2. Application

Le polypyrrole est connu en tant que matériau biocompatible, est utilisé dans certaines
applications biomédicales et semble étre trés prometteur dans le domaine des
biotechnologies avancées. Dans cette voie, les plus prometteurs sont des nanocomposites
appropriés pour les biocapteurs de glucose, qui pourraient potentiellement étre implantés
directement dans le corps humain. L'impact de différentes concentrations de nanoparticules
polypyrrole sur des fibroblastes embryonnaires primaires de souris (MEF), la lignée
cellulaire d'hépatome de souris (MH-22A) et sur la lignée cellulaire de lymphocytes T

Jurkat humaine a été étudié [134].

En effet ce polymere conducteur a été aussi fortement exploité durant ces derniéres années
dans la conception de capteurs bioanalytiques [135] du fait notamment de ses différentes
propriétés telles que son activité redox [136], sa capacité d’échanger des ions et de
discriminer entre les ions [137] ses propriétés d’absorption des gaz, des protéines, d’ADN,
son activité catalytique [138-139], de protection contre la corrosion [140]. On va citer dans

ce qui suit quelques capteurs et biocapeturs récemment développées a base de polypyrrole.
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Haddaoui et al. [141] ont décrit une nouvelle méthode électrochimique de la détection
d'ADN en utilisant des nanoparticules de Fes3O4 enrobées de polypyrrole fonctionnalisées
avec des dendrimeres (Figure 1.28). L’hybridation de I’ADN sonde et sa séquence
complémentaire induit une forte baisse du courant de la naphthoquinone permettant la
détection jusqu’a 4 fM d'ADN cible. En outre, ils ont construit deux biopuces & ADN basees
sur le méme concept pour détecter le gene rpoB dans les souches sauvages et mutantes de la
tuberculose. Les deux genes different par un seul polymorphisme dans le codon 531 qui
confere une résistance a la rifampicine, un antibiotique largement utilisé pour traiter la
tuberculose. Chacune de ces biopuces ne reconnait que sa cible spécifique. Les biopuces ont
été aussi exploitées avec succés pour détecter avec une trés grande spécificité 1’ADN

génomique amplifiée par PCR et non amplifiée.

Q@ Fe;O,NPs
G4 PAMAM
Q spaNQ

DNA probe

3

Figure 1.28. lllustration schématique des différentes étapes de conception du biocapteur a

base de PPy/Fe3O4 pour la détection de la tuberculose

Un biocapteur sensible a base de nanofils de polyéthyléne glycol (PEG) et polypyrrole
(PPy) (Figure 1.29) a été développé par Wang et al. [142] pour la détection de microARN.
Les nanofils de PEG / PPy sont dotés d’une excellente conductivité ¢électrique due aux
nanofils de polymére conducteur PPy avec les propriétés « anti-fouling » du PEG. Le
biocapteur proposé assure la détection de mARN cible dans un domaine de linéarité compris
entre 0,10 pM et 1,0 nM et également ’identification des mésappariements de mARN. De
plus, ce dispositif analytique peut detecter la cible avec une trés grande sélective et
sensibilité, démontrant d'excellentes performances de résistance aux protéines, méme dans
des échantillons de sérum humain complexes. Le biocapteur basé sur des nanofils PEG /

PPy peut étre étendu a la conception de tout type de biocapteur a base d'ADN.
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Figure 1.29. Préparation du biocapteur a base de nanofils de PEG/PPy et principe de la

détection de microARN du cancer

Récemment Xu et al. [143] ont développé un capteur a base des nanoparticules de
polypyrrole modifiés par une couche de polydopamine pour la détection du Pb?* par
I’adsorption de ce dernier a la surface (Figure 1.30). La voltammeétrie différentielle pulsée a
été utilisée pour le suivie de la concentration du cation. L’¢lectrode présente de bonnes
performances analytiques avec une large gamme dynamique de 0.1 a 50 umol-L™! et une
faible limite de détection de 0.055 umol-L™!. L’ion Pb?" a été détecté a un potentiel aux
alentours de -0.5V avec une grande sélectivité méme en présence de Hg?* et Cu?*. Le test de
stabilité en fonction du temps a montré que ce capteur conserve sa reproductibilité pendant
une durée d’un mois. Ce dernier a été appliqué pour la quantification du Pb (II) dans des

échantillons d'eaux usées.
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Figure 1.30 Développement du capteur électrochimique et base de nanoparticules de PPy

a4 a5 as a1
Potential (V)

modifiés par la polydopamine pour la détection du Pb (Il)

3.3. Les nanohybrides
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Les nanohybrides forment une classe de matériaux constitués d’une partie inorganique et
d’une partie organique et dont la connexion entre les constituants se fait a 1’échelle
nanométrique. Sanchez [144] distingue deux types d'hybrides en fonction du mode

d'arrangement entre les constituants :

- Les hybrides de classe | sont des matériaux dans lesquels les interactions organique/

inorganique sont faibles (de type Van der Waals, ou électrostatiques)

- Les hybrides de classe Il sont des matériaux dans lesquels les interactions organique/

inorganique sont fortes (de type : covalentes, ou iono-covalentes).

De nouvelles propriétés, dues aux diverses interactions possibles entre les constituants,
peuvent également apparaitre et on pourrait alors parler d’effet de synergie [145]. Plusieurs
structures peuvent étre envisagées selon la stratégie de conception ; une dispersion de
nanoparticules dans une matrice ou l’intercalation de molécules entre les feuillets d’un
matériau lamellaire ou I’encapsulation de nanoparticules dans une couche donnant lieu a une

structure cceur-écorce (Figure 1.31).
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Nanoparticule de A encapsulée
dans une couche de B :
structure cceur- écorce

Nanoparticules de B dispersées Nanoparticules de B intercalées
dans une matrice A entre les feuillets d’'un matériau A

Figure 1.31. Différentes structures pouvant étre qualifiées de nanohybrides

La majeure partie des études réalisées sur les nanohybrides porte sur des polymeres
conventionnels [146]. Les polymeres sont, par exemple, solubilisés ou fondus et mélanges
par la suite aux matériaux inorganiques ce qui permet d’établir une interaction entre les deux
constituants [147]. Une matrice est généralement obtenue par cette voie de synthése. La
polymérisation de monomeéres dans une solution contenant des nanoparticules dispersées
peut permettre, quant a elle, d’obtenir la structure cceur-écorce [148]. Il est important de
noter aussi que différentes structures des nanohybrides peuvent également étre préparés par

voie électrochimique [149].
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3.3.1. Les méthodes de préparation des nanohybrides

3.3.1.1. Méthode classique
La méthode classique de synthése des nanohybrides cceur-écorce de type particule
inorganique-polymeére conducteur consiste a polymériser le monomeére en présence d’un sol
de nanoparticules inorganiques en utilisant un agent oxydant soluble. Les travaux ont tout
d’abord porté sur le maintien de la stabilité colloidale lors de la synthese afin d’éviter

I’agglomération du matériau, ce qui est fondamental pour 1’obtention de la structure désirée.

3.3.1.2. Microémulsion
La technique dite de ‘microémulsion’ conduit également a des nanohybrides de structure
cceur-écorce. Ainsi, des nanoparticules d’or enrobées de polypyrrole ont été obtenues dans
les cavités d’un copolymere a bloc. Du pyrrole a été¢ introduit dans les cavités du
polystyrene-block-poly(2-vinylpyridine) dans du toluéne et la polymérisation initiée par
ajout de HAuUCI, [150].

3.3.1.3. Modification de surface

Méme si la méthode de synthese classique décrite ci-dessus est facile a mettre en ceuvre,
elle mene cependant souvent a des composites dans lesquels la quantité de polymere en
surface est faible [151]. Afin d’améliorer 1’adhésion du polymére a la surface, le groupe de
Perruchot [152] a eu recours & une autre stratégie. Ce dernier a utilisé la chimie des
alkoxysilanes pour fonctionnaliser la surface des particules de SiO2 [153]. Dans le méme
contexte de la modification de surface, le groupe de Tang a montré que dans le cas de
matériau a base de MoSz, le molybdéne est fortement coordiné avec les atomes d’azote du
pyrrole ce qui facilite la propagation contr6lée du polymere conducteur & la surface des
feuillets du matériau 2D [154].

3.3.2. Caractéristiques des nanomatériaux hybrides a base de semi-conducteurs et de
polymeéres m-conjugués

Les chercheurs ont toujours été intéressés par la possibilité de combiner deux matériaux
ayant des propriétés différentes, voire complémentaires, pour aboutir a un seul nouveau
matériau unissant ces propriétés ou possédant de nouvelles en raison d’effets de synergie. De
ce point de vue, la combinaison des nanomatériaux organiques et inorganiques, plus
précisément des polymeéres m-conjugueés et des nanofeuillets de semi-conducteurs, semble
trés intéressante. Les propriétés électroniques de ces deux composants sont complémentaires
et peuvent étre modulées aisément, notamment en termes de matériau et de taille ainsi que

concernant la nature chimique des molécules organiques (oligo- ou polymeres). On peut
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alors s’attendre a un grand nombre de combinaisons avec des propriétés intéressantes. De
plus, il est possible de transformer le polymére conjugué de sa forme réduite peu conductrice
a une forme dopée conductrice, ce qui permet de préparer des jonctions conducteur/semi-
conducteur au sein du méme matériau hybride. Les recherches fondamentales sur ces types
de matériaux n’en sont qu’a leur début. Finalement, le facteur déterminant pour le choix de
combiner des polymeéres conjugués avec des semi-conducteurs, a été que les polymeres
conjugués dopé sont de type p, tandis que les dichalcogénures de métaux de transition ont
été concus pour étre de type n. Une combinaison des deux conduit alors a une jonction n-p,
qui peut étre parfaitement ajustée grace aux constituants dont les niveaux énergétiques
peuvent étre aisément modulés. Le transfert électronique entre le polymeére et le matériau
inorganique est facilit¢ par I’interface importante entre les deux, en raison du rapport
surface/volume élevé des nanofeuillets, et que la phase polymére améliore les propriétés
mécaniques de I’hybride par rapport aux matériaux uniquement constitués par des semi-
conducteurs inorganiques. Les jonctions n-p sont notamment utilisées dans les dispositifs

optoélectroniques, tels que les diodes électroluminescentes ou les cellules photovoltaiques.

3.3.3. Application

Ces nanohybrides trouvent diverses applications, par exemple dans le domaine biomédical
avec le polypyrrole, car ce dernier présente une forte affinité avec des molécules biologiques
telles que ’ADN. Ces derni¢res années, de nombreux groupes de recherche se sont
également intéressés aux propriétés photovoltaiques [155]. Au cours de cette thése nous
nous sommes intéressés au nanohybride MoS: / polypyrrole. Malgré les nombreux défis qui
restent a surmonter pour développer une compréhension fondamentale de ce nanocomposite,
ce dernier a déja été intégré dans plusieurs domaine d’applications que nous allons citer dans

ce qui suit.

L’équipe de Tang a décrit une méthode de polymeérisation in situ des films ultraminces de
polypyrrole a la surface des monocouches de MoS, [154]. Ce film hybride uniforme et
ultrafin posséde une grande surface spécifique, ce qui favorise le stockage efficace des

charges, le rendant ainsi applicable en tant qu’¢lectrode de supercondensateur.

La conductivité électrique améliorée du MoS. fonctionnalisé avec des polyméres
conducteurs tels que le polypyrrole peut étre utilisé comme un électrocatalyseur trés actif
dans la réaction de dégagement d'hydrogene [156]. En effet un film composite Molybdéne

sulfure / poly (pyrrole-alkylammonium) a montré une activité catalytique élevée et un
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transfert d'électrons rapide ce qui en fait un candidat prometteur en tant que matériau de

cathode dans la réaction de déegagement d'hydrogene [157].

Les électrodes négatives de batteries lithium ion sont au centre du domaine de stockage
d'énergie électrique. Dans ce travail Xie al. ont développé une stratégie en deux étapes pour
synthétiser les microsphéres MoS,/polypyrrole. Cette architecture coeur-ecorce est composée
des microsphéres de MoS; enveloppées de maniére homogéne par un revétement conducteur
en polypyrrole. Les résultats obtenus lors des essais préliminaires montrent que les
microspheres MoS,/PPY obtenues présentent des performances électrochimiques
grandement améliorées pour le stockage du lithium comparées aux performances des
microspheres de MoS2 non modifiées. L'électrode formée par le nanohybride affiche une
capacité spécifique élevée de 1012mAh.g? aprés 200 cycles a 200mA.gt et des
performances a haut débit (600mAh.g™* a 4000mA.g™). Les performances électrochimiques
supérieures sont attribuées a la combinaison avantageuse d'une structure de microspheres

hiérarchique et d'un revétement du polymeére conducteur [158].

4.La pollution de I’eau

La qualité et la gestion de nos ressources en eau sont fortement mises en danger par le
gaspillage, la pollution ou bien encore 1’inégalité¢ face a I’accés a 1’eau. Nous constatons
aujourd’hui une dégradation de la qualité des eaux, aussi bien souterraines que marines. A la
dégradation physiques (barrages, détournement de riviéres, captage...) s’ajoute une
dégradation chimique due au déversement de produits chimiques tels que les nitrates, les
pesticides, les hydrocarbures ou bien encore les médicaments. Aux niveaux mondial,
européen et national, des mesures sont mises en place afin de réagir a cette situation
environnementale, ainsi, la potabilité de 1’eau et la qualité de ses ressources requierent de
plus en plus de moyen de surveillance, de traitements et une législation accrue. Il existe
aujourd’hui un réel besoin en technologies innovantes permettant de contrdler en continu et

in situ la qualité des eaux souterraines et marines.
4.1. Les polluants aqueux

4.1.1. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)

Les HAP constituent une famille de composés organiques résultant de la fusion d'au moins
deux cycles aromatiques (Figure 1.32). A ce titre ils peuvent faire partie de la matiere

organique dissoute. Le nombre de HAP identifiés a ce jour est de I’ordre de 130. Environ 16
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composés sont genéralement considerés pour les études environnementales [159]. Ces
molécules sont assez stables chimiquement et leur biodégradation est généralement lente.
C’est pourquoi ils appartiennent a la classe des Polluants Organiques Persistants ou POP
[160]. La toxicité aigiic n’est pas le probléme majeur posé par les HAP car les
concentrations a atteindre sont trés élevées et rarement rencontrées dans 1’environnement.
Cependant, leur toxicité chronique, suite a 1’exposition a de faibles doses sur une longue
période, est beaucoup plus problématique [161]. Les risques les plus importants liés aux
HAP sont leur effet mutagéne et cancérigéne. En effet, certains d’entre eux ont été classés
comme cancérogenes probables ou possibles chez I’humain par le Centre international de

recherche sur le cancer (CIRC), I’US EPA, et I’Union européenne.

Naphtaléne Acénaphtyléne Acénaphténe Fluorene

Phénanthréne Anthracéne Fluoranthéne Pyréne

Benzo[a]anthracéne Chryséne Benzo[b]fluoranthéne Benzo[k]fluoranthene

- S

Benzo[a]pyréne Dibenzo[a,h]anthracéne Benzo[ghi]péryléne Indéno[1,2,3-cd]pyréne

Figure 1.32. Formules semi-développées des 16 HAP prioritaires selon 'agence

environnementale américaine (US EPA).

4.1.2. Les nitrates et autres composés azotés

Toutes les formes d’azote (azote organique, ammoniaque, nitrites...) peuvent étre a I’origine
des nitrates par le processus d’oxydation biologique. A la fin des années 1950, I’utilisation
de ces composeés a fortement augmenté notamment dans le milieu agricole. Leurs utilisations
constituent aujourd’hui la principale source de pollution des eaux souterraines. Leur
présence provient a 66 % de 1’agriculture, le reste est issu des collectivités locales (22 %) et
des rejets industriels (12 %). L’épandage massif d’engrais azotés (4 millions de tonnes

chaque année en France), c’est—a—dire une forte différence entre les apports en nitrates sous
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forme d’engrais et ce que les plantes vont réellement consommer, représente 1’essentiel de la
pollution. Les nitrates, fortement solubles et en excés sur le sol, sont principalement
entrainés en profondeur par les pluies hivernales.

Les nitrates ne sont pas nocifs en soit pour la santé ; cependant, ils peuvent se transformer en
nitrites dans le corps humain qui oxydent alors I’hémoglobine du sang. Elle ne peut alors
plus fixer I’oxygene, ce qui perturbe la respiration cellulaire. Méme a faible concentration,
les nitrites peuvent également engendrer a long terme des cancers chez les adultes lorsqu’ils

sont associes a certains pesticides avec lesquels ils forment des composés cancérigenes [162]

4.1.3. Les pesticides ou produits phytosanitaires

Le terme « pesticide » désigne les substances ou produits destinés a lutter contre les
organismes jugés nuisibles, qu’il s’agisse de plantes, d’animaux, de champignons ou de
bactéries [163]. On peut distinguer plusieurs classes de pesticides selon leur mode d’action :
les herbicides (amides, urées, triazines...), les insecticides non chlorés (organophosphorés,
carbamates...) et chlorés (azoles...) ou bien encore les fongicides. Les herbicides sont
particuliérement dangereux pour l’environnement, en effet ils sont treés persistants et
génerent des produits de dégradations stables. L’origine de ces polluants est bien sir
agricole, mais ils sont également utilisés pour le désherbage des réseaux routiers et ferrés
ainsi que pour I’entretien des espaces verts et jardins. Trés solubles, ils migrent facilement
dans les eaux souterraines. Le danger de ce type de polluant est lié a la grande diversité des
produits phytosanitaires ; chaque année, entre 800 et 1 000 nouveaux produits sont mis sur le
marché, ce qui ne fait qu’augmenter la grande diversité des molécules. En 2011, les 15
pesticides les plus quantifiés sont en majorité des herbicides et leurs dérivés [164], on peut
citer ’AMPA, le diuron ou encore I’atrazine. Malgré leurs interdictions, respectivement en
2003 et 2008, I’atrazine et le diuron sont encore fortement présents, ce qui montre une forte
persistance et une lente dégradation de ces polluants. Les effets a long terme des pesticides
ou de leurs produits de dégradation sont mal connus, certains d’entre eux, comme 1’atrazine,

sont cancérigenes et d’autres auraient des effets néfastes sur la fertilité masculine.

4.1.4. Les métaux lourds

La pollution générée les métaux lourds est principalement due aux activités minieres, a la
sidérurgie, a I’industrie des peintures ou bien encore a 1’usage de piles et batteries. La
toxicité de ces métaux peut étre trés importante, c’est le cas du cadmium, du chrome, du
mercure et du plomb. Les éléments traces métalliques (ETM), tels que le cuivre et le zinc,

sont également source de pollution. Ils sont, dans ce cas, déversés par I’activité agricole,
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plus particuliérement par 1’alimentation animale. Les métaux lourds sont biopersistants,
perturbent les écosystemes, détériorent les sols, les eaux de surface, les foréts et les cultures
et s'accumulent dans la chaine alimentaire. Ils ne sont pas ¢liminés par 1’organisme. En s’y
accumulant, ils peuvent étre la cause de maladies graves. Ingérées en grande quantité, lors
d’une pollution accidentelle, ces mémes substances sont rapidement toxiques. Certains sont
méme cancérigenes pour I'homme [165]. La grande diversité des substances chimiques
déversées dans le milieu marin conduit a de graves conséquences toutes aussi variées. La
protection du milieu marin nécessite donc surveillance et reglementation.

4.2. Normes de qualité environnementale

La Directive Cadre sur I’Eau (DCE) : adoptée le 23 octobre 2000 par le Parlement Européen,

la directive 2000f60fCE fixe une politique communautaire dans le domaine de 1’eau au
niveau européen. Elle engage chaque état membre dans un objectif de protection et de
reconquéte de la qualité de I’eau et des milieux aquatiques. Elle met ainsi en place un
programme de surveillance et fixe les objectifs a adopter pour atteindre les bons états,
adaptés a chaque masse d’eau. Les objectifs sont fixés pour un cycle de gestion de six ans :
2009-2015, 2015—-2021... Les masses d’eau servent de base pour définir le « bon état » : on
distingue le bon état écologique, le bon état chimique et le bon état quantitatif (dans le cas

des nappes d’eau souterraine). Le bon état chimique s’applique a toutes les masses d’eau.

Pour chacune des substances prioritaires de la DCE, une norme de qualité environnementale
(NQE) a été déterminée (2000f60fCE), elle se définit comme « la concentration en un
polluant dans I’eau, dans les sédiments ou le biote (1’ensemble des organismes vivants dans
un habitat) qui ne doit pas étre dépassée afin de protéger la santé humaine et
I’environnement ». Les seuils sont fixés en prenant compte des différents effets des polluants
. les effets écotoxicologiques directs (eau, sédiments), les effets écotoxicologiques indirects
(bio—accumulation dans le biote) et les effets sur la santé humaine. Les NQE sont
déterminées en suivant une méthodologie élaborée au niveau européen (Technical Guidance
For Deriving Environmental Quality Standards). Elles sont définies en prenant en compte les
normes de qualité (NQ) des différents compartiments tels que le milieu aquatique, les
sédiments, le biota, la sant¢ humaine et I’eau destinée a 1’eau potable. Les émissions et les
pertes doivent étre supprimées dans un délai de 20 ans. Une masse d’eau est qualifiée de «
mauvais état chimique » si elle ne respecte pas les normes fixées par la DCE pour ces

substances (Voir Tableau 1.2).
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Tableau 1.2. Normes de qualité environnementale des substances prioritaires et autres polluants fixées par
la DCE (en ppb) )
NQE Eau NQE Eau =
Substances ; Substances ; oY)
Douce Marine Douce Marine ;-c
=
Alachlore 0,3 0,3 Ni et ses composés 4 8,6 q-.
Anthraceéne 0,1 0,1 Nonylphénol 0,3 0,3 ®
Atrazine 0,6 0,6 Octylphénols 0,1 0,01 =
Benzene 10 8 Pentachlorobenzéne 7.1073 7.10™ I
Diphényléthers - - Pentachlorophénol 0,4 0,4 | | |
Cd et ses composés 0,2 0,2 Benzo(a)pyrene (HAP) 1,7.10* | 1,7.10* S
Tétrachlorure de carbone 12 12 Simazine 1 1 ~+
Chloroalcanes 0,4 0,4 Tétrachloroéthyléne 10 10 %
Chlorfenvinphos 0,1 0,1 Trichloroéthyléne 10 10 —
_ Composés du ?
Chlorpyrifos 3.1072 3.1072 . e 2.10 2.10
tributylétain Q)
Pesticides cyclodiénes 1.102 | 5.10°3 Trichlorobenzéne 0,4 0,4 '-_"_
DDT total 2,56.1072 | 2,5.102 | Trichlorométhane 2,5 2,5
1,2-dichloroéthane 10 10 Trifluraline 3.1072 3.10°3
Dichlorométhane 20 20 Dicofol 1,3.104 | 3,2.10°°
Di(2-ethvihexyl htalat Acide perfluoroocta-ne-
i(2-ethylhexyle)- phtalate | 4 5 13 sulfonique et ses 6,5.10* | 1,3.10™*
dérivés
Diuron 0,2 0,2 Quinoxyfene 0,15 0,015
Dioxyne et ses
Endosulfan 5.1073 5.10 , - -
composés
Fluoranthene 6,3.10% | 6,3.10° | Acloniféne 0,12 0,012
Hexachlorobenzene - - Bifénox 1,2.107% | 1,2.10°8
Hexachlorobutadiéne - - Cybutryne 2,56.10% | 2,5.10°3
Hexachlorocyclohexane 2.1072 21073 Cyperméthrine 8.10°° 8.107®
Isoproturon 0,3 0,3 Dichlorvos 6.10™ 6.107°
i Héxabromocyclo-
Pb et ses composés 1,2 1,3 , 1,6.10% | 8.10*
dodécane
Hg et ses composés - - Heptachlore 2.1077 1.10°8
Naphtaléne 2 2 Terbutryne 6,5.102 | 6,5.10°3
4.3. Mesure de référence
Depuis une vingtaine d’années, I’augmentation du nombre de textes et de réglementations
relatifs aux questions environnementales impose une législation de plus en plus stricte. Les
Manuscrit de Thése— M. Hamami 46




analyses physico—chimiques des milieux aquatiques, dans le cadre de la DCE, doivent ainsi
étre réalisées par des laboratoires agréés (arrété du 27 octobre 2011) et les methodes
d’analyses employées doivent répondre a la réglementation internationale de référence. On
peut citer plusieurs techniques d’analyses utilisées par ces laboratoires : 1’extraction
(entrainement a la vapeur, extraction liquide/liquide, extraction sur phase solide), la
chromatographie en phase gazeuse (détection par ionisation de flamme, détection par
capture d’électron, détection par spectrométrie de masse), la séparation par chromatographie
liquide ou encore la détection par UV ou fluorescence et enfin 1’'une des techniques
analytiques les plus utilisées en laboratoire est la chromatographie en phase gaz couplée a la

spectrométrie de masse GC—MS (« Gas Chromatography — Mass Spectrometry »).

Les techniques utilisées pour controler et surveiller la qualité des eaux souterraines et
marines sont donc essentiellement des techniques de laboratoire présentant de nombreux
avantages tels que la sensibilité ou encore la fiabilité de la mesure. Cependant, elles restent
longues, chéres et peu adaptées a un contréle fréquent voir permanent de la qualité des eaux.
De plus, I’analyse en laboratoire, donne des résultats sur des prélévements, qui ne sont pas
forcément représentatifs de la qualité de 1’eau en continu. De nouveaux outils de mesure
cherchent donc a émerger, en proposant des temps de réponses, des codts, des facilités et des
fréquences de mesure plus attractifs. Leurs objectifs sont donc de répondre a 1’évolution de
la réglementation ainsi qu’a I’apparition de nouvelles substances sur le marché, et par

conséquent dans le milieu aquatique.

5. Biocapteur pour la détection des polluants

Contrairement aux techniques de laboratoire, les biocapteurs permettent la réalisation des
mesures sur site. Cette stratégie présente de nombreux avantages : une mesure au plus pres
du terrain, une limitation des artéfacts liés aux prélevements et a la manipulation des
échantillons et une meilleure compréhension du milieu gréace a la multiplication des
mesures. Ce sont a la fois des outils d’alerte permettant de gérer la surveillance des masses
d’eau, et des outils d’orientation donnant accés a une meilleure connaissance du milieu. La
qualit¢ de I’eau, notamment concernant les faibles concentrations de polluants, peut
représenter un verrou a ’utilisation de la mesure sur site. En effet, les outils utilisés ne sont
pas toujours suffisamment sensibles pour permettre la détection des polluants. L’efficacité
d’un biocapteur sera évaluée en fonction de sa sensibilité et de sa sélectivité¢ vis—a—vis des

polluants chimiques. Il en existe plusieurs types de qui se différencient par leur méthode de
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détection. Dans ce qui suit nous allons présenter seulement quelques travaux consacrés a la

détection électrochimique des polluants aqueux en utilisant les biocapteurs.

Abbaspour et al. [166] ont proposé un aptacapteur électrochimique pour la détection de
Staphylococcus aureus dans des échantillons aqueux. Le principe du biocapteur repose sur la
fixation d’un premier aptamere modifié¢ par des particules magnétiques sur la bactérie qui
sera piégee en sandwich par un deuxiéeme aptamére modifié par les nanoparticules d’argent.
La détection de la bactérie consiste a récupérer les nanoparticules d’argent dissous dans une
solution acide puis mesurer le signal de ces derniers par la voltammétrie a redissolution
anodique par polarographie a impulsion différentielle (DPASV) ce qui va permettre

indirectement de quantifier la S. aureus dans les échantillons contaminés. (Figure 1.33).

S. aureus Apt- AgNPs
@ & & H
£
! H
¥
Stripping analysis HNO,
r— G—
A T
-
E
Aptamer immobilized MBs ‘ S, nurcus ' Aptamer conjugated AgNPs

Figure 1.33. Les étapes de conception du biocapteur aptamérique pour la détection de

Staphylococcus aureus

Dans le méme contexte, Wang et al. [167] ont développé un biocapteur pour la détection de
deux métaux lourds Hg?* et Pb?". La plateforme a été préparée en immobilisant une
ADNzyme et un ADN, qui possédent une affinité vis-a-vis du Pb?* et Hg?* respectivement,
par interaction électrostatique avec le graphéne oxyde réduit et fonctionnalisé par des
groupes amines apres son traitement par plasma N. (Figure 1.34). La détection des deux
ions de métaux lourds est assurée, avant et apres leur interaction avec I'ADN, par
spectroscopie d'impédance électrochimique a un potentiel de 0,2 V (vs Ag / AgCl). Le
biocapteur développé est doté d’une linéarité¢ dans le domaine de concentrations comprise

entre 0.01 et 100 nM avec une limite de détection de 1’ordre 7.8 pour Pb?* et 5.4 pM pour
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Hg?*. De plus, le systéme a été appliqué avec succés pour détecter les deux ions avec une

tres grande sélectiviteé.

N, plasma

Figure 1.34. illustration schématique du développement du biocapteur et principe de la
détection de Pb(ll) et Hg(ll)

Lim et al. ont élaboré un biocapteur pour la détection de la Ciprofloxacine, un antibiotique
qui appartient a la famille des fluoroquinolones [168]. Ce dernier se base sur I’interaction
électrostatique entre la molécule cible et un ADN double brins qui a été immobilisé a la
surface d’une électrode modifiée par le graphéne. (Figure 1.35) En effet 1’interaction de la
Ciprofloxacine qui est chargée positivement avec I’ADN qui est chargé négativement va
induire I’augmentation du signal d’oxydation de la guanine a un potentiel +1.0V enregistrée
par la voltampérométrie a onde carrée. Ce systeme permet de quantifier de la cible avec une

linéarité de réponse comprise entre 0.1 et 100 uM et une limite de détection de 0.1 uM.

- ~
=7 Without
ciprofloxacin

Figure 1.35. Conception du biocapteur a base de graphéne pour la détection de la

Ciprofloxacine

Dans des études récentes, plusieurs biocapteurs a base de piles a combustible microbiennes
(MFC) ont été introduits pour les tests de qualité de I'eau. Ils sont largement utilisés non
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seulement pour Vvérifier I'oxygene dissous (OD), la demande biochimique en oxygéne DBO
et la demande chimique en oxygéne (DCO), mais également pour identifier et analyser
différents polluants organiques dans les échantillons d'eau [169]. Ces électro-biocapteurs
sont principalement composeés d'une chambre cathodique et d'une chambre anodique
(contenant des bactéries anaérobies), qui sont séparées par une membrane d'échange de

protons. (Figure 1.36).

Electric signal

@

A0 A Ny, Normal status
Bacteria ( NI

Organics
compounds |
as fuel

Present of substance

Time

Anode chamber Cathode chamber
(anaerobic) (Aerobic)

Figure 1.36. Présentation schématique d’une pile & combustible microbiennes [170]

Dans un autre travail, Caetano et al. ont décrit pour la premiere fois l'utilisation d'un
biocapteur électrochimique intégré a un simple dispositif microfluidique pour la détection du
phénol [171]. Les électrodes ont été modifiees avec des nanotubes de carbone /
nanoparticules d'or sur lesquelles a été fixe la tyrosinase. Le transport de la solution est
assuré sans aucune force externe ou pompe d'injection en mettant a profit le phénoméne de
la capillarité et de la force de gravité (Figure 1.37). Le systéeme a été évalué pour la
détection du phénol présentant une limite de détection et une limite de quantification de 2,94
nmol L et 8,92 nmol L respectivement. La plateforme proposée a été appliquée a la
détection du phénol dans I'eau potable en obtenant des taux de recouvrement entre 90% et
110%.
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Figure 1.37. Schéma du principe du dispositif microfluidique pour la détection du phénol

Un systéme intégré sur puce pour la détection de l'urée a été développé par Morales-Cruz et
al. [172] La quantité de I’urée a été indirectement suivie par l'oxydation électrochimique de
I'ammoniac libérée suite a la réaction au niveau de la surface de la membrane du micro-
organisme P. vulgaris. Apres la biofonctionnalisation de I'électrode de travail de platine par
P. vulgaris (Figure 1.38) une incubation dans différentes concentrations d'urée dans I'urine
synthétique a permis d’établir la courbe de calibration avec un domaine de linéarité de 0,05
M jusqu’a 0,1 M et d’atteindre une limite de détection de 0.027 M. Les résultats obtenus
montrent que le dispositif développé au cours de ce travail peut étre utilisé pour la détection

et la surveillance de l'urée in vivo ou dans les eaux usées.

¥
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Figure 1.38. Principe de préparation d’'un systéme intégré sur puce pour la détection de l'urée

L’équipe de recherche d’Arduini [173] a mis au point un biocapteur enzymatique a base de
papier origami en trois dimensions pour la détection de plusieurs classes de pesticides en
combinant différents biocapteurs d'inhibition enzymatique (Figure 1.39). Ce dispositif a été
développé en intégrant deux électrodes sérigraphiées différentes a base de papier de bureau
et plusieurs tampons a base de papier filtre pour charger les enzymes et les substrats
enzymatiques. La plateforme sur papier a été utilisée pour détecter le paraoxon, l'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique et I'atrazine en exploitant la capacité de ces différents types de
pesticides (c.-a-d. Insecticides organophosphorés, herbicides phénoxyacides et herbicide
triazine) a inhiber la butyrylcholinestérase, la phosphatase alcaline et la tyrosinase,
respectivement. Le degré d'inhibition corrélé a la quantité de pesticides a été évalué en
suivant par chronoampérométrie l'activité enzymatique en absence et en présence de
pesticides. Le dispositif a base de papier a été appliqué pour la détection du paraoxon, de
I'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique et de I'atrazine au niveau de ppb. Le dispositif de papier
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origami en trois dimensions proposées permet une détection rapide, rentable et précise des

pesticides dans des échantillons prélevés de I’eau de rivicre

Configuration of the paper-based 30-origami uantification of the inhibitors
i £ woter B
Substrate pad % B % ,,,,,,,
Enzyme pad =

Paper-based SPE 8w

i
inhibitor %
Y \_’ % E] No inhibition
'Y [ waxedfiterpaper ¢ Enzyme + buffer — Jd_

A [ Waxedofficepaper @  Substrate +electrolyte | T

Figure 1.39. Schéma du principe de préparation du biocapteur enzymatique a base de papier

origami en trois dimensions pour la détection des pesticides

6. Conclusion

Cette revue de la bibliographie montre les travaux dédiés a la préparation et au
développement des biocapteurs a base de nanomatériaux pour ’analyse de divers analytes
cibles. Dans un premier temps, nous avons décrit les principaux types de biocapteurs et leurs
modes de fonctionnement. Nous avons par la suite consacré une partie de ce chapitre pour
introduire les différents nanomatériaux utilisés au cours de ce travail en passant en revue les
données bibliographiques concernant leurs méthodes de préparation, leurs propriétés, ainsi
que les applications dans lesquelles ils interviennent. Pour finir, nous avons montré des
exemples de la littérature dans la conception des biocapteurs, employant différentes

stratégies pour la détection de polluants de 1’eau.
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Chapitre 2 — Biocapteur a base
du composite MoS,/PPy pour la

détection de ’ampicilline




1. Introduction

uite a ’amélioration des soins médicaux, a I’allongement de I’espérance de vie
et a I’industrialisation progressive de 1’agriculture, la quantit¢ de médicaments
consommeés a augmenté. La France est considérée comme le 4éme consommateur
mondial de médicaments. Plus de 3000 médicaments a usage humain et 300
médicaments vétérinaires sont actuellement disponibles sur le marché francais. Parmi ces
médicaments utilisés on trouve les antibiotiques qui sont des substances (naturelles ou
synthétiques) ayant la capacité de détruire les cellules bactériennes ou d’inhiber leur
multiplication. lls sont largement utilisés pour la prévention et le traitement de maladies
provoquées par des micro-organismes dans la médecine humaine et vétérinaire. Ces derniers
ont été détournés de leur fonction principale et utilisés comme facteur de croissance dans
I'élevage. Cette pratique est devenue tres répandue dans I'élevage industriel depuis pres de 60
ans, grace a leurs effets bénéfiques sur I’augmentation de la production de la volaille et des

porcs.

Inévitablement, I’'usage intensif des antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire finit par
avoir des conséquences néfastes pour l'environnement qui se traduit par 1’émergence de
nouvelles résistances aux antibiotiques et leurs transferts entre espéces bactériennes. De plus,
de nombreux effets secondaires de cette pollution ont été causés sur le corps humain, y

compris des réactions allergiques et des convulsions [1].

Dans cette these nous nous sommes intéressés a la détection de I’ampicilline qui est classé
comme un antibiotique a large spectre et donc couramment utilisé en médecine humaine et
vétérinaire entrainant ainsi des résidus dans I'environnement [2]. L'ampicilline (AMP), un
antibiotique qui appartient a la famille des B-lactame, a été largement utilisé pour traiter
certaines infections bactériennes telles que la pneumonie, la bronchite et les infections des
voies urinaires [3]. Plusieurs études [4] ont rapporté la présence de plusieurs bactéries
résistantes aux antibiotiques dans les effluents d'eaux usées traitées, et I'antibiotique le plus
courant auquel elles étaient résistantes était I'ampicilline (83,3%). Par conséquent, I'Union

européenne a fixé une limite tolérée pour la présence d'/AMP a 4 ppb [5].

Afin d’identifier et de quantifier cette substance, plusieurs méthodes analytiques basées sur
des techniques complexes ont été utilisées. Parmi ces techniques, on cite la chromatographie

en phase liquide a haute performance,[6] la spectrométrie de masse,[7] et la spectroscopie
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Raman exaltée de surface (SERS) [8]. Malgré la sensibilité et la spécificité de ces méthodes,
il existe également quelques inconvénients ; la plupart sont des procédés multi-étapes qui
nécessitent un équipement codteux et ne peuvent pas étre utilisés sur site. Par conséquent, il
est urgent de développer une technologie simple, peu codteuse et rapide, capable d'analyser
des cibles en temps réel dans une matrice complexe. Dans le cadre de ce travail, nous avons
mis au point un biocapteur électrochimique pouvant servir a la détermination rapide, sensible
et spécifique de I’AMP. Nous avons porté un intérét particulier pour développer des
aptacapteurs a base de nanofeuilles de MoS;, film PPy et I’hybride MoS2/PPy dont les
propriétés ont été passées en revue dans le chapitre réservé a I’état de 1’art.

L’approche développée pour la conception des biocapteurs repose sur la méthode couche par
couche (layer by layer) pour la modification des électrodes imprimées de carbone (Schéma
2.1). Le MoS; est préparé préalablement par synthése hydrothermale et le polypyrrole est
polymeérisé par voie électrochimique pour aboutir a des nanoparticules conductrices. Nous
avons étudié I’effet de I’association de ces deux matériaux MoS,/PPy par différentes méthodes
physico-chimiques, ainsi que les propriétes électrochimiques des différentes surfaces. Une
chimie fine est développée pour construire les biocapteurs en se basant intégralement sur une
immobilisation robuste de la sonde redox et de I’aptamere par le biais de liaisons covalentes.
Les performances analytiques des biocapteurs sont analysees et comparées a celles des
biocapteurs a base de nanofeuilles MoS; et du film de nanoparticules de PPy. Une étude sur
les performances analytiques des différents biocapteurs en termes de sensibilité, sélectivité et
stabilité pour la détection directe de I’ AMP a été réalisée. Le biocapteur le plus performant est
par la suite appliqué pour la détection de I’analyte cible dans des échantillons d’eau de riviére
contaminées artificiellement pour démontrer la possibilité de son utilisation dans 1’évaluation

des effluents.

2. Biocapteur a base du composite MoS2/PPy pour la détection de I’lampicilline

2.1. Lasonde redox naphtoquinone

Le phénoméne de reconnaissance moléculaire est 1i¢ a la modification mesurable d’une ou de
plusieurs propriétés physicochimiques du récepteur. Si la réponse est proportionnelle a la
concentration de 1’espéce cible, il sera alors possible d’en réaliser le dosage [9]. Pour cette
raison, nous avons choisi d’utiliser un dérivé organique comme médiateur redox. Parmi les
especes organiques, les quinones représentent une classe de molécules rédox particuliérement

utilisée dans les processus de transfert électronique. En particulier, la 1,4-Naphtoquinone, une
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p-quinone dont la structure est intéressante ; elle est composée du noyau benzoquinone,
responsable de son activité redox et un noyau aromatique qui lui confere la possibilité d’établir
des interactions de type « m stacking » avec les nanomatériaux. Cette derniére se réduit
aisément en hydroquinone a des potentiels modérés en échangeant deux électrons et deux
protons (selon le pH du milieu) [10]. Ses propriétés redox ainsi que sa structure en font donc
un excellent candidat pour la médiation et pour son incorporation au sein des biocapteurs.
Pour cette raison, nous avons choisi d’utiliser un dérivé formé d’une naphthoquinone porteuse
de deux groupes fonctionnels acides carboxyliques. En effet, ce dérivé étant bifonctionnel,
permettra non seulement d’introduire un centre éléctroactif dans la plateforme mais aussi
d’avoir une surface fonctionnalisée qui assurera par la suite I’immobilisation covalente de
I’aptamere. Le dérivé redox symbolisé par NQ dans ce qui suit a été synthétisé selon le

protocole décrit dans la littérature [11].

2.1.1. Synthése du dérivé naphthoquinone

La synthése du dérivé naphthoquinone bifonctionnelle (NQ) a été réalisée par une addition de
Michael. Le protocole expérimental ainsi que la caractérisation par RMN sont détaillés dans
la partie expérimentale. D’un point de vue mécanistique, la naphthoquinone a,B-insaturée,
activée en présence de quelques gouttes d’acide acétique, subit une addition nucléophile de
I’acide mercaptopropanoique au niveau de la position 4 pour aboutir au produit NQ’. Ce
dernier, étant sous la forme réduite, n'est pas réactif pour une addition supplémentaire jusqu'a
ce qu'il soit reconverti en la forme oxydée (Schéma 2.1) en réagissant avec un second
équivalent de naphtoquinone. Contrairement a la premiére réaction, la deuxiéme addition
présente une cinétique chimique significativement plus lente suite a I'encombrement stérique

imposé par le premier substituant.
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Schéma 2.1. Voie de synthése de la naphthoquinone disubstituée

2.2. Préparation de nanofeuilles MoS: et caractérisation
2.2.1. Préparation des nanofeuilles MoS;

Pour cette étude, nous avons eu recours a la méthode hydrothermale qui est une approche
facile permettant I’obtention des nanofeuilles de MoS: en grande quantité et de haute qualité
cristalline. Pour ce faire nous avons utilisé I'neptamolybdate d'hexaammonium tétrahydrate
(NH4)sM07024 4H>O et la thiourée comme précurseurs (voir Partie Expérimentale).
L’épaisseur des nanofeuilles de MoS2 obtenues avec cette méthode est de ~ 4 nm et la taille
latérale des couches est dans la gamme de 200 a 400 nm [12]. Un mécanisme de croissance a
été proposé (voir chapitre | : méthode hydrothermale).

Nous avons effectué¢ une étape supplémentaire d’exfoliation assistée par ultrason afin
d’obtenir des nanofeuilles de MoS, de ’ordre de quelques feuillets [13] que nous avons

caractérisés par spectroscopie Raman et EDX.
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2.2.2. Caractérisation des nanofeuilles MoS; par spectroscopie Raman et EDX

Le MoS: présente deux pics caractéristiques en spectroscopie Raman : un pic caractérisant la
vibration des atomes de soufre hors du plan (4;,4) et un pic caractérisant la vibration des
atomes de molybdéne et de soufre dans le plan (Ezlg). La position relative de ces deux pics
permet de déterminer le nombre de couches de MoS> du domaine mesuré [14]. Le spectre
(Figure 2.1.A) montre deux pics a 405.6 cm™ et 382.5 cm™. Ceci a permis de déterminer le
nombre de couches des domaines de MoS; & 3 couches [15]. En outre, I'analyse élémentaire
de la surface par EDX a confirmé la présence du molybdene et du soufre a la surface de
I’électrode (Figure 2.1.B).

300
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Figure 2.1. (A) Spectre Raman de MoS: (B) Spectre EDX de MoS;

2.3. Elaboration du biocapteur

Une électrode imprimée de carbone (SPCE) a été utilisée comme socle pour la conception des
biocapteurs. Ces derniers ont été développés en adoptant une stratégie simple : la méthode

couche apres couche (layer by layer) (Schéma 2.2).

J— ) Ty

) MosS, nanosheets
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1) NHS/EDC + $
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Schéma 2.2. Principe de conception du biocapteur hybride de 'AMP élaboré dans ce travail

2.3.1. 1ere étape : Dépot des nanomatériaux

2.3.1.1. Electrodéposition des nanofeuilles MoS;
Les nanofeuilles de MoS; dispersés dans une solution ont été déposés sur la surface de
I’électrode. Par la suite le potentiel a été balayé de 0a-0.95V vs. Ag/AgCl a une vitesse de
50mV s ' (Figure 2.2). Cette approche électrochimique a l'avantage par rapport aux
méthodes d'électrodéposition conventionnelles, qui sont réalisées en présence des précurseurs
moléculaires, est que cette derniére peut étre conduite dans des conditions douces ; a un
potentiel modéré, a température ambiante et dans des solutions aqueuses, pour aboutir a une
couche nanométrique ayant les propriétés du nanomatériau d'origine. Cette méthode est basée
sur l'application d'un potentiel électrique diminuant les forces répulsives inter-particules qui
stabilisent la dispersion de nanomatériaux. Il a été démontré que le potentiel électrique
appliqué provoquait I'oxydation ou la réduction de I'eau, ce qui modifiait le pH a la surface de
I'électrode et éliminait la charge nette de surface des nanomatériaux dispersés, favorisant ainsi

leur agrégation et déposition de maniere irréversible sur la surface de I'électrode [16].
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Figure 2.2. Voltamogrammes cycliques successifs au cours de I'électrodéposition de
nanofeuilles MoS;

2.3.1.2.  Electropolymérisation pulsée du film PPy
L'électrode SPCE/MoS; a eté ensuite modifiée par un film PPy nanostructuré obtenu par
électropolymérisation pulsée du pyrrole. Cette approche repose sur deux régimes distincts de
croissance du polymere : un régime « ON » ou le potentiel appliqué permet 1’oxydation du
monomere et un régime « OFF » ou le systéeme est en repos (Figure 2.3.A). Pendant le temps
ON, le potentiel est fixé et un courant est généré et appliqué sur la solution, contenant le
monomere pyrrole, déposée sur la surface de I'électrode. Les monomeres sont oxydés en

radicaux cations, qui vont par la suite réagir entre eux pour former des nanoparticules de PPy.
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I s’agit de 1‘étape de la nucléation. Cette derniere est suivie d'une période de temps OFF
pendant laquelle aucun courant ne circule. La croissance des nanoparticules de PPy pourrait
étre bloquée ou, lorsque le temps OFF est relativement long, pourrait étre favorisée sur les
chaines de PPy déja développées. Au cours du pulse suivant, une croissance par nucléation de
PPy sur d'autres nouveaux sites peut se produire en raison de la stimulation de 1’électrode par
impulsion électrique. Ceci permet la formation d’un film de PPy nanostructuré avec une

croissance orientée sur la surface et une structure contrélable [17].

En revanche, lors du processus d'électropolymérisation du pyrrole par voltammeétrie cyclique
(Figure 2.3.B), les monomeres qui se trouvent en suspension a la surface de I'électrode sont
oxydés au cours du temps et la vitesse de propagation de la chaine dépend fortement de la
vitesse de diffusion des monomeéres de la solution vers ’interface ou se déroule la réaction.
Par conséquent, les nanoparticules de polymere générées pourraient étre davantage
développées par électropolymérisation du pyrrole sur des chaines de polymere existantes a
défaut de favoriser la nucléation et la croissance de nouvelles chaines. Ceci abouti & une

morphologie de surface irréguliere.
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Figure 2.3. (A) Electropolymérisation pulsé du PPy (B) Voltamogrammes cycliques de

I'electropolymerisation du PPy par VC

2.3.2. Fonctionnalisation de la surface par des groupes amines (2éme étape)

La modification de la surface par des groupes fonctionnels a été réalisée par le greffage
¢lectrochimique qui consiste a polariser 1’¢lectrode de travail en présence des molécules que
I’on souhaite greffer, ce qui résulte en 1’oxydation ou la réduction de la molécule et la
formation d’un radical qui peut réagir avec la surface [18]. Cette technique fournit une voie

simple pour la modification de la surface des électrodes.
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L’éthyléne diamine (EDA) possede deux fonctions amines (NHz) susceptibles de se lier de
maniére covalente au film de polypyrrole aprés avoir subi une oxydation électrochimique
générant des radicaux cations qui vont réagir pour former des liaisons covalentes avec le
polypyrrole. Cette approche a été optimisée précédemment au sein de notre équipe pour la

fonctionnalisation du pyrrole [19].

Au cours du premier cycle, on remarque 1’apparition d’un pic d’oxydation intense a 0,8 V
environ correspondant & I'oxydation des amines de I’EDA. L’intensité du courant de ce pic
chute drastiquement lors du balayage suivant (Figure 2.4) ce qui correspond a une baisse du
transfert de charge due a une inhibition de 1’¢lectrode suite a la fixation de I’EDA et la

formation d’une couche épaisse non conductrice.

B0

L

4

42 00 02 04 OB 0B

Figure 2.4. Voltamogrammes obtenus au cours de I'electro-oxydation de 'EDA

Dans le cas de la plateforme & base de MoS., la cystamine a été utilisée pour obtenir des
fonctions amines en surface. En effet, ce composé est utilisé en raison de la forte affinité du
molybdéne pour le soufre qui permet de former une monocouche et ainsi 1’obtention de la

fonction amine a la surface.

2.3.3. Greffage de NQ et de I’laptameére (3éme étape et 4éme étape)

La fixation covalente de NQ portant des groupes fonctionnels acides carboxyliques en
positions terminales, a été obtenue en réagissant avec I'amine présente a la surface des
électrodes, de MoS», PPy et MoS,/PPy, en présence d'EDC comme agent de couplage pour
former une liaison amide. Par la suite, une immobilisation orientée du biorécepteur sur
I’¢lectrode est réalisée en exploitant le deuxieme groupe d’acide carboxylique libre de la NQ
déja fixée a la surface. En effet, ’aptamére utilisé dans ce travail possede une terminaison
amine en position 5’ (Voir tableau Partie expérimentale). La fixation du mono brin d’ADN

est réalisée par la formation d’une liaison covalente C-NH via une réaction d’amidation en
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présence de I’EDC. Cette reaction est effectuée par incubation de I’¢lectrode pendant 30 min
a 35°C dans la solution d’ADN sonde prise a la concentration 10 uM. Ces conditions ont été
préalablement optimisées dans un précédent travail accompli par notre équipe portant sur
I’immobilisation de I’ADN sonde ou il a ét¢ montré que ces conditions sont optimales pour
obtenir un trés grand nombre d’oligonucléotides a la surface de 1’électrode [20].

Apres chaque étape, la surface est abondamment rincée a 1’eau ultra pure puis séchée sous un
flux d’argon. La biopuce est finalement stockée pendant une nuit a 4 °C dans une solution de
PBS pour la stabilisation. Cette étape s’avere nécessaire pour avoir des résultats
reproductibles.

2.4. Caractérisation du biocapteur

Nous avons eu recours a plusieurs techniques microscopiques spectroscopiques et
électrochimiques afin de confirmer la modification multi-étape de la surface de 1’électrode et
de caractériser les propriétés morphologiques, structurales et électriques des biocapteurs

obtenus.

2.4.1. Etudes structurale et morphologique de la surface

2.4.1.1. Analyses par MEB, EDX et AFM

Les caractéristiques morphologiques des nanoparticules ont été évaluées par microscopie
électronique a balayage (MEB). Les clichés A et B de la Figure 2.6 avant et aprés
électrodeposition confirment la modification de la surface de 1’électrode de carbone par les
nanofeuilles MoS,. On observe que le matériau a été déposé selon une orientation verticale a
la surface. Cette structure pourrait étre expliquée par l'interaction entre les différents Tlots de
MoS..

La modification d'électrode avec un film PPy a été réalisée par électropolymérisation pulsée
(Figure 2.6.C.a) qui a abouti a des nanoparticules de polypyrrole avec une structure uniforme
et une croissance orientée sur la surface. Cependant en comparant avec le film de polypyrrole
obtenu par [I'électropolymérisation avec la voltammétrie cyclique (Figure 2.6.C.b) on
remarque une structure morphologique typique de chou-fleur avec une croissance irréguliére

sur la surface.

Enfin, la modification par ’hybride MoS2 / PPY a conduit & un nanofilm PPy recouvrant des
nanofeuilles de MoS; avec une nanostructure bien définie et une distribution homogéne sur la

surface de I'électrode (Figure 2.6.D)
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Figure 2.6. Les Micrographies au MEB de la surface d’électrode (A) Carbone (B)
Carbone/MoS; (C.a) Carbone/PPy obtenu par electropolymerisation pulsée (C.b) Carbone/PPy
obtenu par voltametre cyclique et (D) Carbone/MoS2/PPy

L'analyse élémentaire de la surface par EDX, apres modification au polypyrrole, montre
essentiellement la présence du C, N, Mo, S. (Figure 2.7). On trouve également des impuretés
le Cl et O dont I’origine est due a l'utilisation de LiClIOs comme électrolyte support pour
I'électrodéposition et I'électropolymérisation du pyrrole. Les ions perchlorates sont
emprisonnés dans la matrice ou ils assurent la neutralité électrochimique des pyrroles chargés

positivement.

c
00—
o0
1500
1000

i M

5

s o

iy Eﬂ
.L*— = . L

1 2 3 I 5

Figure 2.7. Spectre EDX de SPCE/MoS,/PPy

Les propriétés de surface et les caractéristiques morphologiques des nanomatériaux
électrodéposés ont été aussi observees par les images AFM tridimensionnelles (Figure 2.8).
L’image AFM de I'électrode modifiee par MoS. (Figure 2.8.A) a montré une surface

rigoureuse modifiée par des nanoagrégats distribués d’une maniére homogene a la surface.
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Lors de la modification avec le nanofilm PPY, I'image AFM montre un changement dans la
morphologie de la surface avec la formation d’ilots sphériques de grande taille en forme de
chou-fleur (Figure 2.8.B). Dans le cas de la modification avec le nanocomposite, les études
AFM ont confirmeé que la présence des nanofeuilles de MoS; favorise la nanostructuration du

nanofilm de PPy qui a conduit a un film homogéne de MoS/PPy (Figure 2.8.C).

s04070m B 239.90 nm

Figure 2.8. Images AFM de I'électrode modifiée (A) Carbone/MoS; (B) Carbone/PPy et (C)
Carbone/MoS./PPy

2.4.1.2. Par spectroscopie infrarouge
La modification de I’électrode par les différents nanomatériaux MoS,, PPy et MoS,/PPy a été
confirmée moyennant une analyse par spectroscopie infrarouge effectuée en mode réeflexion
en utilisant une platine ATR (Figure 2.9). En effet, une comparaison des spectres avant et
apres 1’electropolymérisation fait apparaitre les différents pics caractéristiques du PPy situés
4775, 1160, 1292, 1448 and 1551 cm™* qu’on retrouve dans le spectre du nanocomposite. Le
pic situé a environ 1551 cm™ est attribué a la vibration du cycle pyrrolique et celui situé a
1160 cm™ correspond a la vibration d'élongation de liaisons C-N. Une faible variation est

observée dans le cas du pic situé a 1551 cm™ avec un effet bathochrome (1525 cm™)
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probablement dd a I'interaction de PPy et MoS, comme observé dans le cas du nanocomposite

PPy/MoS; préparé par voie chimique [21].
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Figure 2.9. Spectres IR des différents nanomatériaux

2.4.1.3. Analyse par spectroscopie des photoélectrons X (XPS)

La spectroscopie XPS est une technique treés puissante qui permet d’avoir des informations
précises sur 1’état de surface, le degré d’oxydation des éléments et leurs environnements
chimiques. Des mesures XPS a haute résolution ont été effectuées pour étudier les propriétés
électroniques des nanofeuilles de MoS; et du nanocomposite PPy/MoS». Les différents
niveaux de cceur, a savoir Mo3d, S2p, N1s et C1s sont analysés. Comme le montre la Figure
2.10 (A), le spectre de Mo3d mesuré sur MoS; présente deux pics distincts a 231,9eV et
228,8eV, qui sont respectivement associés aux composants de spin-orbite Mo**3d%? et
Mo**3d°? de la phase semi-conductrice 2H, ce résultat est en accord avec la littérature [22].
De plus, le spectre S2p présente deux contributions a 162,81eV et 161,63eV (Figure 2.10.B)
correspondant respectivement a S2p*2 et S2p®? [23]. Pour le systéme MoS,/PPy, on observe
un déplacement d'environ 0,20 eV vers les énergies de liaison plus élevées. Un tel changement
peut étre lié a l'interaction de la couche de polypyrrole avec les nanofeuilles de MoS: et
représente une preuve solide d'un processus de transfert de charge entre elles, conduisant a
une amélioration de la conductivité de I'ensemble du systéme.

La déconvolution du large pic de N 1s du spectre XPS enregistré sur le composite MoS,/PPy
montre 1’existence de quatre types distincts d'azote centrés a 399,70eV, 397,84eV, 394,60eV
et 391,12 eV (Figure 2.10.C) qui sont attribuées a (-N-H."), (=N-H"), (-N-H) et (=N-)

respectivement [21]. Conformément a la littérature, les composés aux énergies de liaison les
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plus élevées sont trés probablement liés a I'azote chargé positivement des especes polaron (-
N-H.") et bipolaron (=N-H") alors que le composé avec I'énergie de liaison la plus faible, a
391 eV, correspond a la structure imine (=N-). Les composés a ~394,60 eV sont attribués a
I'azote neutre dans le cycle Py (structures -N-H). Le spectre XPS N1s montre un déplacement
des pics vers une énergie de liaison plus faible en comparant avec le spectre N1s du PPy seul
ou la valeur de I'énergie de liaison est obtenue a 402,58, 401, 399,85 et 398,88 eV [24]. Cet
écart d'énergie montre une forte modification des propriétés du PPy en raison de l'interaction
avec le MoS. Le spectre C1s présenté dans la Figure 2.10 (D) permet de vérifier que le film

de polypyrrole n’a subi aucune dégradation.
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Figure 2.10. Spectres XPS haute résolution aux différents niveaux du cceur de (A) Mo3d, (B)
S2p, (C) N1s et (D) Cls mesurés sur des nanofeuilles MoS; et sur MoS; / PPy

2.4.2.Caractérisation électrochimique

2.4.2.1. Fonctionnalisation de I’électrode par le systéme MoS;, PPy et MoS,/ PPy
Pour mettre en évidence et comprendre 1’effet engendré par la modification de 1’¢lectrode avec
les différents nanomatériaux sur les propriétés de transfert d’électron, nous avons etudié la
cinétique du transfert électronique en présence du systéme hexacyanoferrate ([Fe(CN)s]**)
comme sonde redox en solution. Cette étude est effectuée par voltammeétrie cyclique sur des
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électrodes SPCE modifiées par les nanofeuilles MoS: (b), le film PPy nanostructuré (c) et
I’hybride MoS,/PPy (d) (Figure 2.11.A).

Les courbes intensité-potentiel obtenues montrent que le signal du couple redox est fortement
influencé par la présence des nanomatériaux. On note, une légere augmentation des courants
d’oxydo-reduction lors de la modification par les nanofeuilles de MoS; (b) par rapport au
signal obtenu dans le cas d’une électrode nue (a), ceci est di a I’augmentation de la surface
active de 1’électrode. Lorsque le film du PPy est déposé sur la surface, une amplification
significative de I’intensit¢é du courant (C) est observée ce qui est prévisible puisque le
polypyrrole est un polymére conducteur. En combinant ces deux matériaux
organique/inorganique on remarque que les courants d’oxydo-réduction sont plus élevés (d)
ce qui montre que le transfert électronique est favorisé grace aux propriétés physicochimiques
de MoS; associées a ceux du polypyrrole. Ainsi la nanostructuration de 1’électrode par le
nanomatériau hybride MoS2/PPy affecte le transfert d’électrons a la surface en entrainant une
amélioration du processus redox. Ceci peut s’expliquer par différents paramétres dont
I’importance de la surface active dans le cas du composite favorisant une diffusion des entités
redox de la solution électrolytique vers la surface modifiée.

Afin d’apporter plus d’informations sur les propriétés électriques interfaciales des surfaces
obtenues, nous avons effectué¢ une analyse complémentaire par spectroscopie d’impédance
électrochimique (SIE) (Figure 2.11.B). Les diagrammes de Nyquist de la SPCE nue et
modifiée par les nanomatériaux ont été mesurés en mettant en jeu le méme marqueur redox et
par I’application d’un potentiel constant de + 0,2 V vs. Ag/AgCl dans un intervalle de
fréquences de 100 kHz a 0.1 Hz. Ces spectres SIE ont été ensuite modélisés, selon le modele
de circuit électrique de Randles.

Le tableau 1.1 ci-dessous regroupe les circuits équivalents associés a la modélisation des
données d’impédance pour I’¢lectrode nue et modifiée par le composite et les valeurs
correspondant aux différents composants électriques.

Le circuit électrique est constitué par une résistance Rs qui représente la résistance de
I’¢lectrolyte, une résistance Rct qui correspond a la résistance de transfert de charge, une
capacitance de double couche (Cm/s) remplacée par un élément de constante de phase CPE1
relatif a un comportement capacitif non idéal des surfaces et une composante de Warburg ZW
représentative du processus de diffusion des especes ioniques qui peut étre remplace parfois
par un élément de constante de phase CPE2 [25].

On note que la variation de la valeur Rs est négligeable car la force ionique de la solution est

fixe alors qu’on assiste a une diminution tres significative de la résistance de transfert de
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charge Rct aprés modification de la surface avec le nanocomposite qui passe de 411Q pour la
surface MoS; a 20Q pour la surface MoS,/PPy. Cette diminution de Rct peut étre liée a une
augmentation de la conductivité de la couche MoS,/PPy favorisant un meilleur transfert
d’¢lectron. L’examen du comportement de la capacit¢ montre que lorsque la surface est
modifiée avec MoS;, cette derniére présente un caractére purement capacitif. Cependant, les
surfaces modifiées par le film PPy nanostructuré (dans le cas de PPy et MoS2/PPy) un
comportement de type CPE est obtenu qui montre une distribution non-homogene des charges
a la surface et qui peut étre expliqué par les défauts au niveau de la couche de PPy sous forme

de nanoparticules.

Il ressort de cette étude que I’immobilisation du matériau sur la surface d’électrode provoque
une baisse de la résistance de transfert de charge (Rct) ce qui indique une augmentation au
niveau de la conductivité électrique. Ceci est en bon accord avec les observations de VC

confirmant ainsi 1’effet exaltant du nanomatériau hybride sur le transfert électronique.
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Figure 2.11. (A) Voltamogrammes cycliques et (B) diagrammes d’impédance en représentation
de Nyquist pour une gamme de fréquence de 0,1 Hz a 100 kHz a un potentiel E=+ 0,2 V ;
observés en présence de 5 mM d’une solution de [Fe(CN)g]*3 aprés chaque étape de
modification de I'électrode : :(a) SPCE (b) SPCE/MoS:; (c) SPCE/PPy et (d) SPCE/MoS,/PPy
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Tableau Il.1 Parameétres de modélisation des spectres d'impédance.
Equivalent circuit model Modified R, R, | Capacitance | CPE1 | n | CPE2 n W ¥
electrode* /Q /Q uF uMho uMho uMho
w SPCE 321.01 | 849.7 0.976 - - - - | 669 | 01
Rs
|
SPCE/MoS2 3167 |411.61 1.19 . . . - | 1410 | 0.029
"
Rt SPCE /PPy 303.34 | 197.14 - 288 | 0.54| 860 | 095 | - |0.001
s onl
CPE1
P SPCE/MoS2/PPy | 306.55 | 20.8 227 - - | 2190 [0.634| - | 001

2.4.2.2. Fonctionnalisation de I'électrode par EDA et la NQ

La fonctionnalisation de la surface a été réalisée par I’immobilisation de I'EDA suivant une
approche électrochimique et par la cystamine dans le cas de MoS; en raison de la forte affinité
du molybdene pour le soufre. La modification de I'électrode a été suivie par VC en utilisant
du [Fe(CN)s]®* comme sonde redox. La courbe intensité-potentiel enregistrée montre une
chute de I’intensité du courant d’environ 40% due a la formation d'une couche isolante au
transfert d'électrons (Figure 2.12.A).

Les groupes fonctionnels amines ont servi par la suite a I'immobilisation de la NQ comme
expliqué précédemment. Pour examiner le comportement électrochimique de 1’¢lectrode aprés
greffage de la sonde redox, nous avons enregistré les VC pour toutes les plateformes
nanométriques dans PBS sans sonde redox (Figure 2.12.B). Les voltamogrammes obtenus
montrent clairement la présence d’un signal redox bien défini qui est attribué a la réaction
d’oxydo-réduction de la NQ. On remarque que la courbe intensité-potentiel de 1’hybride
MoS2/PPY (c) est déplacé vers les potentiel cathodiques par rapport aux voltamogrammes des
plateformes a base des nanofeuilles MoS> (a) et du film PPy (b). Ce résultat montre que le
nanocomposite présente un effet électrocatalytique vis-a-vis de I'oxydo-réduction de NQ.

L’ analyse des caractéristiques de VC revéle que la différence entre les potentiels de pics
anodiques et cathodiques (AEp) est supérieure a la valeur théorique de 0,06/n V (avec, n = 2)

indiquant ainsi que le transfert d’électrons a travers le nanomatériau est quasi-réversible.
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Figure 2.12. (A) Courbes voltampérométriques obtenues en présence de 5 mM d’une solution
de [Fe(CN)g]*3 apres fonctionnalisation (B) Courbes voltampérométriques réalisées dans PBS
pH=7.4 aprés immobilisation de NQ pour les 3 plateformes : :(a) SPCE/MoS2/Cyst/NQ (b)
SPCE/PPY/EDA/NQ et (c) SPCE/MoS,/PPy/EDA/NQ

e Etude cinétique

Pour déterminer la nature du phénomene qui régit le transfert de matiére au niveau du
biocapteur, les voltamogrammes cycliques ont été enregistrés a différentes vitesses de
balayage (Figure 2.13.A). La Figure 2.13.B, montre que les intensités des courants des pics
cathodiques et anodiques varient linéairement avec la vitesse de balayage ce qui confirme
I’adsorption des molécules de naphthoquinone a la surface et que le systeme électrochimique

est controlé par le transfert électronique.

La constante de transfert électron ks peut étre déterminée a partir des donné de la VC en
mesurant la variation du potentiel du pic en fonction de la vitesse de balayage. Elle peut étre
ainsi calculée en utilisant la méthode décrite par Gusmado et al. [26] selon 1’équation 1. Cette
équation est une version simplifiée de la méthode de calcul développée par Laviron [27].

) nFv,

ks=(1—-a o

2.1. Equation 1

avec : o : coefficient du transfert électronique

n :le nombre d'électrons échangés au cours de la réaction d'oxydo-réduction (n=2),
v : la vitesse de balayage la plus élevée,

F : la constante de Faraday,

R : la constante des gaz parfaits,
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T : la température en Kelvin.

La valeur du coefficient du transfert électronique o peut étre calculée selon 1’équation 2 en
étudiant la variation du potentiel de pic Ep avec le logarithme de la vitesse de balayage (Figure
2.13.C).

23RT
(1—a)nF

pente = 2.2. Equation 2

Il est possible par la suite, a partir de 1’équation 1, de calculer la valeur de la constante du
transfert de charge ks. Les valeurs obtenues pour les différentes surfaces sont comparables et
correspondent a 7.60 s, 7.83 s et 7.85 s pour les plateformes & base de nanofeuilles MoS,
film PPy et I’hybride MoS2/PPy respectivement. Nous n’avons pas constaté une variation
notable entre les différentes surfaces, par ailleurs ces valeurs sont largement supérieures
comparées a celle rapportée dans le cas une monocouche de ®-mercaptopropyl
naphthoquinone adsorbée sur une électrode d’or massif qui est de 0.23 s [28]. Ceci montre
I’intérét de la modification de surface par des nanomatériaux et 1’importance de la
nanostructuration sur 1’amélioration de la cinétique de transfert d’électrons grace aux

propriétés des nanofeuilles MoS; et du film polypyrrole nanostructuré.
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Figure 2.13. (A) Voltammétrie cyclique de I'électrode modifiée par MoS2/PPy/EDA/NQ a
différentes vitesses de balayage dans une gamme de 0,01 a 1 V-s* (B) Variation du courant
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anodique et cathodique en fonction de la vitesse de balayage. (C) Variations du potentiel de pic
Ep avec le logarithme de la vitesse de balayage Carbone/MoS,/PPy/EDA /NQ (Epa : potentiel
anodique Epc : potentiel cathodique).

2.4.2.3. Biofonctionnalisation par I'aptameére

L’étape de biofonctionnalisation de 1’¢lectrode a été caractérisée par voltammétrie cyclique.
Les voltamogrammes enregistrés dans le ([Fe(CN)s]¥*) avant et aprés greffage de 1’élément
biologique, sont représentés dans la Figure 2.14.A,B,C. On remarque que l’intensité du
courant diminue apres 1’ajout de 1’élément de bioreconnaissance, indiquant ainsi son
immobilisation réussie sur la surface de 1’électrode. Cette diminution est probablement causée
par le ralentissement du transfert d’électrons lié a 1’effet stérique et électronique du brin
d’ADN fixé et/ou a la diffusion lente des contre-ions vers la surface modifiée pour la
compensation de charge au cours du processus redox. Pour confirmer davantage ces
observations, nous avons eu recours a la spectroscopie d’impédance électrochimique en
perturbant le systéeme redox par un potentiel de I’ordre de + 0,2 V vs. Ag/AgCI. Les spectres
SIE sont représentés dans la Figure 2.14.D. On note une augmentation significative de la Rct
de 6.76 kQ pour I’¢lectrode (SPCE/MoS»/PPy/EDA/NQ/) pour atteindre la valeur de 8.34 kQ
apres greffage de 1’aptamére. Ceci explique la diminution du taux de transfert de charge au

cours du processus redox.
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Figure 2.14. Courbes voltampérométriques (A) SPCE/MoS,/PPy/EDA/NQ/APT (B)

SPCE/Mo0S,/Cyst/NQ/APT et (C) SPCE/PPY/EDA/NQ/APT (D) Diagrammes d’impédance en
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représentation de Nyquist pour une gamme de fréquence de 0,1 Hz & 100 kHz & un potentiel
E=+0,2 V ; obtenues en présence de 5 mM d’une solution de [Fe(CN)s]*3 (a) avant et (b) aprés

immobilisation de I'aptamere

2.5. Performances analytiques des biocapteurs
2.5.1. Biodétection de 'AMP

2.5.1.1. Mise en évidence de l'interaction Aptamére-cible
L'examen par AFM d'une zone définie de I'électrode biofonctionnalisée (Figure 2.15.A) a
montré aprés incubation dans une solution d'ampicilline, qu’il y a eu un changement de la
morphologie de la surface en une structure globulaire (Figure 2.15.B). Cette modification de
la surface a mis en évidence les interactions spécifiques entre I'aptamere et son analyte cible
(AMP).

B 22399nm

Figure 2.15. Images AFM de la bioelectrode (A) avant et (B) aprés interaction avec AMP

2.5.1.2. Détection ampérométrique de I’'ampicilline
Nous avons eu recours a la voltammétrie a vagues carrées (SWV) pour étudier les
performances analytiques du biocapteur car cette technique est précise et sensible et permet

de s’affranchir des courants capacitifs. Dans les conditions optimisées, on remarque que
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I’incubation de la bioélectrode dans des solutions contenant différentes concentrations de
I’AMP provoque la diminution de I’intensit¢ du pic anodique au fur et & mesure que la
concentration de I’analyte cible augmente de 50 fg.mL* a 250 fg.mL? (Figure 2.16.A).

La diminution progressive du courant d’oxydation de NQ en présence d’AMP peut étre
justifiée par la formation d’un complexe d’affinité aptamére-cible qui affecte le processus de
transfert de charge vers la surface active d’¢électrode. Ceci s’explique probablement par I’effet
bloquant engendré par le complexe ou une structure sous forme de boucle ou G-quadruplex
qui empéche la diffusion des ions et engendre une diminution du transfert électronique vers la
surface. Par conséquent, plus la concentration de 1’analyte a détecter est élevée plus cet effet
est prononcé ce qui induit ainsi une chute importante du courant.

La Figure 2.16.D montre que la réponse du biocapteur hybride Al (ou AI=10-1;10et |
sont les courants enregistres, respectivement, avant et apres incubation de la bioélectrode dans
la solution d’AMP) varie linéairement avec le logarithme de la concentration de la cible dans
le domaine de concentrations compris entre 50 et 250 fg.mL™* avec un coefficient de
corrélation R2 = 0,99 et une limite de détection de 10 fg.mL* (30fM), valeur calculée a partir
des formules 3 x s/m et ou ‘s’ est 1'écart type du courant correspondant a 3 mesures de la plus
faible concentration que la biopuce a détectée et ‘m’ la pente de la courbe d'étalonnage. Pour
toutes ces expériences, une trés bonne reproductibilité est observée avec un faible écart type.
Pour mettre en valeur la contribution du composite MoS,/PPY dans la conception du
biocapteur, des expériences de contrble dans les mémes conditions expérimentales ont été
effectuées sur des plateformes modifiées par les nanofeuilles de MoS; (Figure 2.16.B) et le
film PPy (Figure 2.16.C) séparément. Ainsi on peut noter une diminution de la gamme de
concentration ce qui a pour effet d’augmenter la limite de détection des biocapteurs (tableau
2.2).

Ces résultats s’expliquent par le fait que le composite MoS2/PPy a contribuer a I’amélioration
du transfert d’électron entre la sonde redox NQ et la surface de 1’électrode tout en fournissant

une surface spécifique plus grande.
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Figure 2.16. Courbes voltampérométriques obtenues par SWV du biocapteur (A)
SPCE/MoS2/PPY/EDA/NQ/APT (B) SPCE/MoS2/Cyst/INQ/APT et (C) SPCE/PPY/EDA/NQ/APT,;
avant et aprés incubation dans différentes concentrations d’AMP dans une solution de PBS
0,01 M apH =7,4. (D) Courbes d’étalonnage de la biopuce affichant la variation de sa réponse
en courant (Al) en fonction du log des différentes concentrations d’AMP :(a)
SPCE/M0S2/Cyst/NQ/APT (b) SPCE/PPY/EDA/NQ/APT et (c) SPCE/MoS,/PPY/EDA/NQ/APT

Tableau 2.2. Comparaison du LOD et de la gamme dynamique des différents biocapteurs a base
de MoS;, PPy et MoS,/PPy

Platforme LOD ( fg.mL?) Gamme dynamique
MosS, 66.51 100-250
PPy 71.53 100-250
MoS, / PPy 10.69 50-250

La reproductibilité a été étudiée en prenant en considération trois biocapteurs fraichement
préparés, par la suite 1’écart type relatif (RSD) a été calculé pour les trois plateformes

développées. Une bonne reproductibilité est observée avec un (RSD) de 1.78% pour la
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plateforme MoS; qui doit sa stabilité en solution aqueuse aux forces Van Der Waals. En
revanche, les polymeéres conducteurs tels que le film PPy sont moins stables au cours du temps
car ces derniers sont susceptibles de subir une dégradation irréversible (suroxydation). Les
polymeres suroxydés perdent leurs propriétés, par exemple ; conductivité, conduisant ainsi a
un RSD plus élevé 2.83%. Les résultats obtenus au cours de cette étude montrent que la
combinaison de ces deux matériaux confere au biocapteur a base de MoS; /PPy une
conductivité et une stabilité améliorées d’ou une bonne reproductibilité avec un RSD calculé

de 1.54%.

2.5.2. Sélectivité

Pour vérifier la fiabilit¢ du biocapteur, il est crucial de tester sa réponse en présence
d’interférents dans les conditions optimales d’analyse. Pour cela, la sélectivité des différentes
plateformes développées au cours de ce travail a été évaluée en présence de différents
interférents tels que : pénicilline (PEN), I’amoxicilline (AMX) et 1évofloxacine (LEVO)
(Figure 2.17). Ces composés ont été sélectionnés en se basant sur le fait qu’ils possédent des

squelettes carbonés proches et qu’ils peuvent coexister dans le méme environnement.

H NH, H N2
N S H oy HCI g n-CHe N :s
‘)/. HomN -8 \l\|i/\ N
o N g 4 fo) N
o 5 N\)< HO. ‘ (o] B
o ~oH o F #~0H
/~0H 5 & o
Penicilline Amoxicilline Levofloxacine Ampicilline

Figure 2.17. Structure de I'ampicilline et les interférents utilisés

Nous avons ensuite comparé la réponse des biocapteurs a celles obtenues lors de I'incubation
en exceés dans des solutions contenant les interférents mentionnés précédemment
(concentration 10 fois supérieure a celle de I'AMP (50 fg.mL™Y). Les résultats obtenus a partir
de SWV sont représentés en histogramme (Figure 2.18). Ce dernier indique que la
bioélectrode de MoS; présente une bonne sélectivite vis-a-vis de la pénicilline et I'amoxicilline
(Figure 2.18.A) tandis que la plateforme a base de PPY était plus sélective envers la
levofloxacine (Figure 2.18.B). D'autre part, le biocapteur hybride MoS; /PPy a révelé une
excellente sélectivité pour tous les interférents (Figure 2.18.C), ceci montre que 1’association
du MoS; avec le PPy a contribué a I’amélioration de la sélectivité du biocapteur. Ces resultats
confirment donc que le biocapteur hybride peut étre utilisé pour la détection de 1’analyte cible

avec une haute sélectivité.
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Figure 2.18. Histogramme représentant les réponses en courant (Al) des biocapteurs (A)
Carbone/MoS,/Cyst/NQ/APT (B) Carbone/PPy/EDA/NQ/APT et (C)
Carbone/MoS2/PPy/EDA/NQ/APT en présence des différents interférents

2.5.3. Application : Détection de I'ampicilline dans des échantillons réels

La performance pratique du dispositif analytique développé a base de MoS/PPy a été évaluée
par la détermination de 1’ampicilline dans des échantillons d'eau prélevés dans la riviére la
plus polluée de Tunisie (Beja), en utilisant la méthode des ajouts doses. Les échantillons
récupérés ont été analysés par HPLC et spectrométrie de masse afin de vérifier toute absence

de I’analyte cible (Figure 2.19).
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Figure 2.19. (A) Spectre de masse et (B) HPLC de (a) solution d’AMP, (b) échantillon de la
riviere
Les échantillons ont été dopés avec différentes concentrations d'’AMP de 50 & 250 fg.mL™.
Par la suite le biocapteur a été incubé dans les solutions préparées. L’expérience a été répétée
3 fois ce qui nous a permis de tracer la courbe d'étalonnage et comparer les résultats a ceux

obtenus lors de I’incubation du biocapteur dans le PBS (Figure 2.20).
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Figure 2.20. (A) Courbes voltampérométriques obtenues par SWV du biocapteur
(Carbone/MoS2/PPY/EDA/NQ/APT ; avant et aprés incubation dans différentes concentrations
d’AMP et (B) Courbes d’étalonnage de la biopuce affichant la variation de sa réponse en
courant (Al) en fonction du log des différentes concentrations d’AMP comparé aux résultats
obtenus lors de la détection de la cible dans la solution tampon

Le tableau 2.3 présente les taux de recouvrement qui ont été calculés en comparant les
concentrations trouvées (T) dans les échantillons aprés ajout de I’ AMP avec les concentrations
réelles (R) (nulles) et ajoutées (A). Les résultats montrent un léger effet de la matrice pour les
faibles concentrations mais pratiquement pas d'influence sur ’efficacité analytique du
biocapteur. Il est a noter qu’aucun traitement préalable n’a été effectué sur les échantillons
réels.

Le RSD est inférieur a 5% ce qui confirme la fiabilité de la méthode proposée et qu’elle peut

donc étre appliquée pour le dosage de I’ampicilline dans I’environnement.

Tableau 2.3. Détermination de 'AMP dans les échantillons d’eaux usées avec le biocapteur
hybride

Echantillon [AMP]Jajoutée [AMP]trouvée Taux de
recouvrement(%)
1 50 40 +0.48 80 %
2 100 89.2+1.23 89.2 %
3 150 143.1 £3.75 95.4 %
4 200 204.5 +0.33 102.3%
5 250 256.7 £1.7 102.7 %
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2.5.4. Comparaison avec la littérature

Le tableau 2.4 rassemble les performances analytiques du biocapteur hybride développé et
ceux des travaux rapportés dans la littérature pour la détection de I’AMP avec diverses
électrodes modifiées. Nos résultats montrent que cette biopuce présente des performances
satisfaisantes en termes de limite de détection, de gamme dynamique avec une haute
sélectivité envers 1’analyte cible compte tenu de la plupart des travaux précédemment publiés.
Les travaux de Yan et al. [29] montrent une limite de détection plus faible, néanmoins les
matériaux utilisés restent relativement colteux et ne sont pas simples a synthétiser en

comparaison des matériaux utilisés dans notre travail.

Tableau 2.4. Les performances analytiques de quelques biocapeturs d’AMP rapportés dans la
littérature

Electrodes Meéthode Gamme LOD  Références
dynamique
GCE/AuUNPs Electrochimique: 0.1-100nM 32pM  Wang et al.
DPV [30]
PEDOT:TsO/PEDOT- Electrochimique: EIS 100pM-1mM 100pM  Dapra et al.
OH:TsO bilayer [31]
ITO/BiFeOs/utg-CsNs  Photoelectrochimique 1 pM - 1 uM 0.33 Geetal.[1]
pM
ITO/ZnxCo03-xO4/N- Photoelectrochimique  0.5pM — 10 0.25 Yan et
GQDs/AgBiS: nM pM al.[29]
Carbone/MoS2/PPy Electrochimique: 0.143-0.715 0.03 Notre
SQW pM pM contribution

GCE: Electrode de carbone vitreux, AuNPs : nanoparticules d’or, PEDOT:TsO ; tosylate doped poly(3,4-
ethylenedioxythiophene), PEDOT-OH:TsO :hydroxymethyl derivative, ITO: indium-tin-oxide, Nanoparticules
BiFeOs de type p, utg-CsN4 : nanofeuilles de carbon nitride de type n, N-GQDs : Nitrogen doped graphene

quantum dots, ZnxCos-xO4 ; oxide bimetallique

3. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons mis au point une stratégie couche par couche pour la conception
de différents biocapteurs & base de nanofeuilles de MoS, film PPy et le composite MoS,/PPy

afin de mettre en évidence I’effet de ces nanomatériaux sur les performances analytiques des

Manuscrit de Theése— M. Hamami

P 13 S1eNS9y — ¢ amidey)

UoISSNOSI

95




dispositifs développes. Comme application, nous nous sommes intéressés a la détection de
I’ampicilline, qui est considéré comme un antibiotique a large spectre trés utilisé et peut se
trouver dans les eaux usées. Les études ont montré que l'architecture unique de MoS,/PPy
offre une grande surface électroactive et une activité électrocatalytique qui a contribué a
I'amélioration des performances électrochimiques. Une sonde redox NQ a été synthétisee au
cours de ce travail afin de servir a la fois : comme un échafaudage pour I’immobilisation de
I’aptamére a la surface des nanomatériaux et pour le suivi de la réaction de bioreconnaissance.
Le biocapteur a base de I’hybride MoS./PPy a montré des performances analytiques
satisfaisantes et une meilleure sélectivité vis-a-vis de I'ampicilline par rapport aux autres
plateformes. De plus, I’exploitation de ce systéme pour la détection de I’AMP dans des
échantillons prélevés d’une riviére a révélé son applicabilité pour I’identification de polluants

dans les milieux complexes.
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Chapitre 3 — Biocapteur a base
de PADNzyme et du composite
MoS,/PPy pour la détection du
Pb2+




1. Introduction

e plomb est relativement abondant dans la crolte terrestre. Comme pour les
micropolluants, la présence de ce composé dans 1’environnement est considérée
comme un probleme écologique majeur. Son extraction et son utilisation ont
commencé durant 1’antiquité mais ont augmenté de facon spectaculaire durant la
révolution industrielle. Ce dernier est toujours utilisé dans les peintures, les canalisations
d’eau ou dans I’essence. Ces sources en font un polluant trés répandu dans 1’air, les sols et en
particulier dans le milieu aquatique naturel. Cette exploitation intensive a entrainé la relargage
intense de ce métal non biodégradable et par conséquent son accumulation massive dans
I'environnement [1]. Sa biodisponibilité, engendrée par ses nombreuses formes organiques
comme inorganiques, solubles en font un important contaminant des eaux et finit par étre une
menace pour I’homme.
L’intoxication par le plomb est généralement appelée saturnisme [2]. Le plomb peut pénétrer
dans I’organisme humain par inhalation ou par ingestion. L’intoxication est le plus souvent
chronique ; I’intoxication aigiie est plus rare et ne survient que dans le cas d’une ingestion
massive. L’intoxication chronique endommage le systéme nerveux central, le squelette
osseux, le systéme circulatoire, le systeme enzymatique, le systéme endocrinien et le systeme
immunitaire [2].
Ce n'est qu'en découvrant la toxicité de ce métal lourd a l'origine du saturnisme que les
législations se sont mises a interdire son utilisation dans les canalisations d'eau. En France, il
est proscrit d'installer des canalisations en plomb depuis 1995. Une législation visant la
limitation de la teneur du plomb dans I’eau de consommation a été mise en place dans un
cadre national, européen [3] ou dans celui plus large des conventions internationales
notamment a travers les recommandations (Guidelines for Drinking-water Quality) de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) [4]. En effet, la teneur maximale préconisee par
’OMS dans les eaux de consommation a été fixée a 0,01 mg.L™.
Il est donc indispensable de mettre au point des méthodes analytiques fiables, sensibles et
rapides pour la détection de Pb(ll). On peut citer quelques méthodes rapportées dans la
littérature comme la spectrométrie d'absorption atomique [5], et la spectrométrie de masse par
plasma a couplage inductif [6] qui ont éte utilisées pour ces fins. Cependant, ces techniques
sont codteuses, complexes et ne conviennent qu'a I'analyse en laboratoire. Par conséquent, il

est nécessaire de développer des méthodes alternatives pour surmonter ces lacunes. Dans ce
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contexte, les biocapteurs basés sur I'ADNzyme dépendants de Pb?* ont été largement exploités

en raison de leur specificité [7].

C’est autour de cette problématique que nous nous sommes intéressés a la conception d’un
systéme d’alerte qui va permettre la détection du plomb a 1’¢état de trace. Le biocapteur proposé
est basé sur I’ADNzyme qui peut s’hydrolyser en présence de 1’ion plomb. Notre stratégie
repose sur 1’utilisation d’un intercalant acridine-ferrocene présentant 1’avantage de combiner
les propriétés redox du ferrocene et les propriétés d’intercalation de I’acridine dans le double
brin d’ADN pour former un intercalant 8 ADN aux propriétés redox qui va permettre le suivi
de la réaction d’hydrolyse. Le biocapteur est formé sur une surface modifiée avec le
nanomatéeriau MoS»/PPy et le systeme analytique est étudié pour détecter la cible sur une large
gamme de concentrations. Le dispositif analytique sera par la suite testé en présence de
quelques interférents qui risque de coexister avec la cible afin de s’assurer de sa grande
sélectivité. 1l sera enfin utilisé pour la détection de Pb?* dans des échantillons réels. Des essais
préliminaires ont été réalisés dans ’objectif d’intégrer le biocapteur dans des dispositifs

microfluidiques présentant ainsi une voie intéressante pour 1’obtention d’un signal ON.

2. Biocapteur a base de composite MoS2/PPy pour la détection le Pb?*

2.1. Synthése de la sonde redox intercalante
2.1.1. Acridine

L'intercalation se produit lorsque des ligands de taille et de natures chimiques appropriées
s'inserent entre des paires de bases pyrimidiniques et puriniques de I'ADN. Les intercalants
d'’ADN sont trés utilisés dans le traitement chimiothérapeutique pour inhiber la réplication de
I'ADN dans les cellules cancéreuses a croissance rapide on peut citer comme exemple la
doxorubicine [8]. Ces molécules sont pour la plupart polycycliques, aromatiques et plans
formant une plateforme d’une taille équivalente aux paires de bases de ’ADN (Figure 3.1).
Dans ce travail nous nous sommes intéressés a 1’acridine comme intercalant d’ADN en raison

de sa stabilité et sa fonctionnalisation relativement aisée [9].
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Figure 3.1. Quelques exemples d’agents intercalant d’ADN

2.1.2. Ferrocéne

Le ferrocéne est une excellente sonde redox vu sa stabilité chimique et électrochimique [10].
Ce dernier représente un systeme modele en électrochimie [11]. Il subit un transfert
monoélectronique réversible ou quasi-réversible et rapide et a lieu sans variation structurale
car I’ion ferrocenium, formé par oxydation du ferrocéne, est trés stable méme en présence de

groupes nucléophiles [12].

2.1.3. Intercalant acridine-ferrocéne

L’acridine-ferrocene (Acr-Fc) est une molécule synthétisée exclusivement dans ce travail dans
I’objectif de combiner les propriétés intéressantes des réactifs de départ pour former un
intercalant 2 ADN aux propriétés redox. Le schéma 3.1 présente la voie de synthése adoptée

pour la synthése de I’intercalant redox.

D’un point de vue mécanistique, la premiére étape consiste a la formation d'une imine en
faisant réagir le ferrocene monoaldehyde (2) sur une acridine amine (1), en présence de
quelques gouttes d’acide acétique afin d’augmenter I'électrophilie de I'atome de carbone du
groupe carbonyle par protonation. La réaction est favorisée par I'élimination de I'eau du milieu
au fur et @ mesure de la formation de base de Schiff. L’insertion directe du NaBHs réduit
sélectivement les imines en amines correspondants en présence d’un solvant organique
protique polaire anhydre (le méthanol absolut MeOH abs) a 0°C suivi d’une hydrolyse du
milieu a température ambiant avec de I’eau distillée, selon la réaction suivante. Le protocole

expérimental ainsi que la caractérisation par RMN sont détaillés dans la partie expérimentale.
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Schéma 3.1. Voie de synthése de l'intercalant Acr-Fc

2.2. Elaboration du biocapteur

Une électrode imprimée de carbone (SPCE) a été utilisée comme substrat subissant des
modifications successives pour la conception du biocapteur. La nanostructuration par les
nanomatériaux a été réalisée suivant la méthode utilisée dans le chapitre précédent. Afin
d’apporter des fonctions organiques a la surface nous avons opté pour un acide aminé ; la
glycine qui va se fixer sur le polypyrrole par électrodéposition et servira par la suite comme
un échafaudage pour I’'immobilisation covalente de I’ADNzyme. Par la suite, I’électrode
modifiée est incubée dans une solution contenant I’ADNzyme, son substrat et la sonde redox.
Au fur et a mesure que ’ADNzyme s’hybride avec le substrat, la sonde redox interagit avec
I’ADN hybridé pour s’intercaler entre ses bases. L’ADNzyme utilisé dans ce travail possede
une terminaison aminoalkyl en position 5’ (voir tableau Partie expérimentale) ce qui va
permettre sa fixation covalente en réagissant avec les acides carboxyliques libres se trouvant
a la surface de I’électrode. Apres greffage, la surface modifiée de la bioélectrode est rincée
soigneusement avec I’eau ultrapure puis séchée sous un flux de N2. L’ensemble des étapes

mises en jeu pour 1’élaboration de la biopuce est schématise ci-dessous (Schéma 3.2).
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Schéma 3.2. Représentation schématique des différentes étapes pour le développement du
biocapteur du plomb

2.2.1. Controle et vérification de la méthode proposée

Deux expériences de controle ont été effectuées afin de prouver la faisabilité de la stratégie
proposée au cours de ce travail. Le premier test a été¢ conduit dans 1’objectif de montrer que le
signal du ferrocéne enregistré par VC provient de I’ Acr-Fc qui est intercalé entre les bases de
I’ADN et non pas suite a son adsorption a la surface de ’électrode (Figure 3.2.A). Pour ce
faire, deux électrodes ont été utilisées ; la premiére électrode est incubée dans la solution S1
contenant I’intercalant, I’ADNzyme et le substrat comme décrit précédemment, et la deuxiéme
électrode est mise en contact avec la solution S2 qui contient I’intercalant redox et I’ ADNzyme
sans le substrat. Aprés réaction les électrodes sont rincées pour enlever les molécules non
attachées et analysées par VC. La Figure 3.2.A (courbe bleue (c)) montre apreés la réaction
avec la solution S1 la présence d’un signal redox attribué a la réponse du ferrocene dont le pic
d’oxydation situé a un potentiel de (Epa = + 295 mV) et a la réduction a un potentiel de (Epc
=+ 180 mV). Ce signal est obtenu seulement en cas de présence de DNAzyme et son substrat
(S1). Pour I’¢lectrode incubée dans la solution S2, le signal du ferrocéne n’est pas observé
(courbe rouge (b)). Ce résultat représente une preuve de la réussite de la stratégie intercalation
de I’Acr-Fc et montre que d’une part I’intercalation ne se fait que sur le double brin d’ADN
et d’autre part, le composé Acr-Fc ne s’adsorbe pas sur la surface de I’électrode
MoS./PPy/Gly.

La deuxieme expérience concerne I’immobilisation de ’ADNzyme et 1’intercalation a faire
en 2 étapes ou une seule étape. La figure 3.2.B montre les résultats de VC obtenus avec deux

électrodes. On constate d’apres ces résultats que les deux approches permettent 1’intercalation
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de I’Acr-Fc. Par ailleurs, un signal redox plus réversible avec un faible courant capacitif est
obtenu lorsque la réaction est faite en une seule étape (courbe rouge (a)). La séparation de
I’étape de I’immobilisation et de I’intercalation de I’ADN aboutit & un courant capacitif
important et un signal trés large (courbe noire (b)) qui montre probablement que les
intercalants redox ne sont pas tous dans le méme environnement. L’intercalation de 1’acridine
dans I’ADN double brin est connue pour se produire dans le grand sillon dans le plan parallele
a I’axe de ’ADN [13]. Dans ce cas, on peut supposer que 1’Acr-Fc est probablement aussi
intercalé dans le petit sillon de I’ ADN (voir Figure 3.2.C) ce qui peut affecter I’environnement

électronique du ferrocéne attaché a I’acridine d’ou I’obtention d’un large signal redox.

1 (LA)

N\
\\»
\

I (HA)

02 00 02 04 06 08

02 00 02 04 06 08
E (V)/Ag/AGCI

E (V)/Ag/AgCI

Grand sillon

Acridine

—>  Petit sillon

Figure 3.2. (A) Voltamogrammes cycliques de I'électrode modifiée apres incubation dans S1 et
S2; (B) Voltamogrammes cycliques de I'électrode apres la formation de la biocouche ; (C)

Représentation schématique de I'intercalation de I'acridine dans le petit et grand sillion de 'ADN

2.2.2. Optimisation du temps de la formation de la biocouche

L’immobilisation covalente de I’ADNzyme hybridé ainsi que I’intercalation contrdlée de
ligands électroactives sont nécessaires pour la conception d’un biocapteur ayant de bonnes
performances analytiques. Il est donc important d’optimiser le temps nécessaire pour assurer
I’ensemble des réactions qui se produisent pendant cette étape : 1) I’hybridation de
1’ADNzyme avec son substrat, ii) I’intercalation de la sonde redox entre les bases de I’ADN

et iii) enfin la réaction de la fonction amine présente a 1’extrémité 5’ de I’ADNzyme avec la
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fonction acide carboxylique libre provenant de la glycine déja immobilisé a la surface de

I’électrode.

Pour ce faire, I’incubation de 1’électrode dans la solution S1 a été réalisée pour des durées
différentes (1,2, 3 et 4 h). L'histogramme de la figure 3.3 montre l'intensité du courant
provenant de 1’oxydation de la sonde redox intercalée en fonction du temps d'incubation. Il
est clair que plus le temps d’incubation augmente, plus le signal redox enregistré est intense,
ce qui s’explique par I’obtention de concentrations superficielles plus élevées en ADNzyme
immobilisé sur I’¢électrode et aussi de 1’intercalation d’un grand nombre de ligands entre les
bases de I’ADN. Ainsi, le temps de réaction de 3 heures a été choisi car il représente un bon
compromis pour I'immobilisation de I’ADNzyme et I'intercalation de la sonde redox tout en

fournissant un signal intense.

1 2 3 4
Hour (h)

Figure 3.3. Histogramme présentant I'effet du temps d’incubation sur I'intensité du signal de
l'intercalant Acr-Fc

2.3. Caractérisation de la biopuce
2.3.1. Etude structurale par FT-IR

La figure 3.4 illustre les spectres FT-IR enregistrés aprés chaque étape de modification de
I’électrode. Nous remarquons I’apparition de deux nouvelles bandes, aprés fonctionnalisation
avec la glycine, une premiére bande large située entre 3010 et 3500 cm™ qui correspond a la
vibration d’élongation von et une deuxiéme bande située vers 1700 cm™ associée a la vibration
d’¢longation vc=o0. Ces bandes sont caractéristiques de la fonction acide carboxylique qui

provient de I’acide aminé.

On note qu’aprés la formation de la biocouche, le spectre FT-IR montre la disparition de la

large bande de vibrations O-H contrairement a la bande associée a la vibration d’élongation
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ve=o0 qui reste dans le spectre et qui justifie la formation de la liaison amide aprés réaction de

I’ADN fonctionnalisé par une amine avec 1’acide carboxylique de la glycine.
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Figure 3.4. Spectre FTIR obtenu aprés chaque étape de modification de I'électrode

2.3.2. Caractérisation électrochimique

La caractérisation électrochimique a été réalisé par VC en absence de marqueur redox afin de

confirmer la formation de la biocouche et d’étudier ses propriétés redox liées a l'intercalant

redox.

La courbe intensité-potentiel obtenue a 1’état stationnaire montre clairement la présence d’un
signal redox typique du ferrocéne (Figure 3.5 (b)). Cependant, nous pouvons constater que la
valeur de la différence de potentiel AEp enregistrée entre les deux pics anodique et cathodique
de 0.115V est supérieure a celle prédite théoriquement (0,06/n V, avec n = 1), ce qui suggere

un transfert monoélectronique quasi-réversible. Ceci présente une preuve solide de la réussite

de I’immobilisation de I’ADNzyme hybridé a son substrat a la surface de 1’¢lectrode.
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Figure 3.5. Courbes de voltammeétrie cyclique de I'électrode modifiée (a) SPCE/MoS./PPy/Gly
et (b) SPCE/MoS2/PPy/Gly/Dz

Pour confirmer davantage ces observations, nous avons procédé a des mesures par
spectroscopie d’impédance électrochimique en présence d’une sonde redox externe en
solution ([Fe(CN)s]¥*) et en perturbant le systéme redox par un potentiel de 1’ordre de + 0,2
V vs. Ag/AgCI.

Les spectres SIE sont représentés dans la figure 3.6.A. Nous remarquons une augmentation
significative de la Ret (ou encore du diamétre du diagramme de Nyquist) aprées greffage de
I’ADNzyme a la surface de 1’électrode préalablement fonctionnalisée par la glycine, et vu la
taille importante de I’ADN et sa charge négative ceci entraine la diminution du transfert de
charge au cours du processus redox. La simulation du diagramme de Nyquist obtenu aprés
immobilisation du biorécepteur est rapportée avec le circuit électrique équivalent, utilisé pour
la modélisation des surfaces modifiées dans la figure 3.6.B. Ce circuit se trouve identique au
modele développé par Benvidi et al.[14] qui prend en considération les processus de transfert
de charge ayant lieu aux interfaces électrolyte/film et film/électrode. Il est formé par deux
dipbles placés en série avec une résistance associée a la solution électrolytique (Rs). Le
premier dip6le correspond a la boucle a hautes fréquences décrivant 1’ensemble de
phénomeénes qui se manifestent a I’interface électrolyte/film. Celui-ci est constitué par une
résistance du transfert de charge (Rct1) et un élément de constante de phase CPE relatif & un
comportement capacitif non idéal du film. Le deuxiéme dipdle, correspond a la boucle a basses

fréquences, est dedié a la modélisation de la réaction électrochimique se déroulant a I’interface
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film/électrode et est compose par une résistance de transfert de charge (Rct2) et une capacitance
de double couche (Cai).

3500+

A B ¢
30004 Carbone/MoS /Ppy/Gly °
= Carbone/MoS,/Ppy/Gly/ DZ 8
25004 u
E 2000- o .
) g £
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Figure 3.6. (A) Diagrammes d’'impédance en représentation de Nyquist, pour une gamme de
fréquence de 100 kHz & 0.1 Hz a un potentiel E= + 0,2 V vs. Ag/AgCl, SPCE/MoS,/PPy/Gly/Dz
en présence de 5 mM d’une solution de [Fe(CN)g]*?- avant et aprés modification par TADNzyme

et I'intercalant. (B) Circuit équivalent utilisé pour modéliser la surface de I'électrode apres
modification.

2.3.3. Etude cinétique

L’étude de la variation du courant des pics anodique et cathodique en fonction de la vitesse de
balayage nous a permis de démontrer la nature du processus redox ayant lieu au niveau de
I’électrode. En augmentant la vitesse de balayage de 150 a 1000 mV-s™%, I’intensité du courant
augmente tandis que AE reste presque constante (Figure 3.7.A). A partir des courbes
voltampérométriques, nous avons tracé 1’évolution de !’intensit¢é du courant de pics
d’oxydation et de réduction en fonction de la racine carrée de la vitesse de balayage (Figure
3.7.B).  L’évolution linéaire = démontre que la réaction au sein de

SPCE/Mo0S2/PPy/Gly/ADNzyme est contrdlée par un processus diffusionnel.
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Figure 3.7. (A) Voltammeétrie cyclique de I'électrode modifiée par MoS»/PPy/Gly/ADNzyme a
différentes vitesses de balayage dans une gamme de 0,15 a 1 V-s™* (B) Variation du courant

anodique et cathodique en fonction de la racine carrée de la vitesse de balayage.

Afin de déterminer la concentration surfacique en intercalant redox a la surface de 1’électrode,

le taux de couverture (I") a été calculé en utilisant 1’équation 3.1 :
I'=Q/nFA Equation 3.1
Avec;
I": Taux de couverture ou concentration surfacique (mol-cm),

Q : Charge apres soustraction de la contribution capacitive, déterminée a partir de 1’intégration
de I’aire du pic anodique ou cathodique correspondant au voltamogramme obtenu, a |’état

stable dans la solution de PBS,

n : Nombre d'électrons transférés au cours de la transformation redox (n = 1, dans le cas de
Fc/Fch),

F : Constante de Faraday (96485 C.mol™),

A : Surface effective d’électrode (cm?).

Il est & noter que dans le cas des couches autoassemblées de dérivés ferrocéniques, la valeur
de T varie entre 102 pour un faible recouvrement surfacique [15] en sites actifs et 10"*° pour
une couche fortement saturée [16]. La valeur calculée pour notre cas est I' = 6.7x10°® mol.cm
2 ce qui présente une valeur trés élevée comparée a celles trouvées en littérature. Ceci confirme

que la sonde redox ne se trouve pas a la surface de 1’électrode mais intercalé entre les bases

de I’ADN.
2.4. Réponse électrochimique du biocapteur

2.4.1. Biodétection de Pb%*

La réponse du biocapteur développé a été suivie par SWV suite a sa mise en contact avec
différentes concentrations de Pb?*. On remarque, aprés étape de lavage, que I’intensité du pic
cathodique diminue au fur et & mesure que la concentration de 1’analyte cible augmente
(Figure 3.8.A).
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Cette diminution progressive du courant de réduction de 1’Acr-Fc peut étre expliquée par le
clivage du substrat au niveau de I’adénine ribonucléotide en présence de Pb?" et par
conséquent, la libération de I’intercalant dans la solution. Apres lavage de 1’électrode, le signal
de I’Acr-Fc qui reste intercalée sera alors mesuré d’ou le signal OFF. Par conséquent, plus la
concentration de 1’analyte a détecter est élevée plus I’ Acr-Fc est libérée provoquant ainsi une
chute importante du courant. Une stratégie a été proposée vers la fin de ce chapitre dans le but
de récupérer et doser 1’ Acr-Fc libérée afin d’aboutir a un signal ON.

La variation moyenne du courant (% A 1/1p) en fonction du logarithme de la concentration de
la cible a permis de tracer la courbe d'étalonnage dans le domaine de concentrations compris
entre 10 et 200 ng.mL™* (Figure 3.8.B). Cette derniére montre une équation de régression

linéaire (ci-dessous).
% AI/10 = -24,97 + 38,83 log[cible] / (ng.mL™?) (R = 0,992) Equation 3.2

Dans le domaine de linéarité situé entre 10 et 70 ng.mL*. En outre, la limite de détection a
été calculée a 1,33 ng.mL™ (4 nM) en considérant le critére de ratio signal sur bruit égal a 3.
La reproductibilité du biocapteur a été estimée avec cing électrodes différentes. L'écart-type
relatif (RSD) a éte calculé a 1,24%, ce qui indique que le capteur a une bonne reproductibilité

d'une électrode a l'autre.
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Figure 3.8. (A) Courbes voltampérométriques obtenues par SWV du biocapteur avant et apres
incubation dans différentes concentrations de Pb?* dans une solution de PBS 0,01 M a pH 7,4.
(B) Courbes d’étalonnage de la biopuce affichant la variation de sa réponse en courant (Al) en

fonction du log des différentes concentrations de Pb?*

2.4.2. Comparaison avec la littérature

Le biocapteur développé dans ce travail a démontré des performances satisfaisantes en termes

de sensibilité et de limite de détection comparé au biocapteur électrochimique développé par
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Tan et al. [17]. Le tableau 3.1 montre la comparaison des différentes stratégies et méthodes
pour 1’¢élaboration de biocapteur a base d’ADNzyme ainsi que les performances analytiques
de ces derniers. Liu et al.[18] ont congu un biocapteur a fluorescence basé sur une puce a
ADN. Dans le méme contexte, Yun et al.[19] ont mis au point un biocapteur colorimétrique
de Pb?" utilisant une balise moléculaire MB et I’ADNzyme pour assurer 1'amplification du
signal. Ces méthodes se sont avérées efficaces, cependant il est important de souligner que la
colorimétrie et la fluorescence ne conviennent pas a la détection du Pb?* dans des échantillons
d'eau coloree.

Tableau 3.1. Les performances analytiques de quelques biocapteurs de Pb?* rapportés dans la
littérature

P 19 S)1e]1|NS9y — ¢ anidey)

Plateforme Meéthode Gamme LOD  Références
dynamique
Lame de .
Liu et al.
verre/ADNzyme- Fluorescence 1InM-1uM 1nM (18]
fluorophore —
(p)
o 0.05nM- Yunet |[|O
AuNPs/ADNzyme/MB Colorimetrique 20pM (-
5nM al.[19] N
o 0.05pM — Tan et (2
ITO/ADNzyme-MB Electrochimique: DPV 18nM (@)
1uM al[17] |5
Gold/ADNzyme- o 2 pM- Gao et
Electrochemiluminescence 0.9 pM
Ru(Phen)s 1000pM al.[20]
o 30 nM - Notre
Carbone/MoS2/PPy Electrochimique: SQW 4 nM o
302 nM contribution
2.4.3. Etude de la sélectivité
L’objectif de ce travail est la conception d’un dispositif analytique capable de détecter de
facon trés sélective la cible Pb?* dans les eaux usées méme en présence d’autres interférents.
Pour cela I’étude de la sélectivité est primordiale. La réponse électrochimique du biocapteur
a été évaluée, en présence de divers cations bivalents tels que Cu?*, Zn?*, Mg?*, Fe?* et Mn?*
qui sont considérés comme des interférents potentiels qui pourraient coexister avec Pb?*. Les
résultats obtenus par SWV dans les conditions optimales d’analyse sont représentés dans
I'nistogramme (Figure 3.9) qui montre la variation de 1’intensité du courant obtenu apres
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incubation dans 100 ng.mL™ des métaux mentionnés comparée a la réponse du biocapteur
aprés avoir été mis en contact avec une solution de Pb?* de concentration 70 ng.mL™. Il est
remarquable que les interférents testés induisent une variation négligeable du courant par
rapport a celle provoquée par la présence du plomb (I1). Ces résultats révelent donc que le
biocapteur peut étre utilisé pour la détection de I’analyte cible avec une haute sélectivité car

le clivage de I’ ADNzyme est assuré par la présence de Pb?".

50

Pb Cu Zn Mg Fe Mn
(Vi

Figure 3.9. Histogramme représentant les réponses en courant (Al) du biocapteur en présence

des différents interférents

2.5. Détection du Pb?*dans les eaux usées

Afin d'évaluer I'applicabilité de la stratégie proposée pour le dosage du plomb dans des
échantillons réels, nous I’avons testé sur les mémes échantillons d’eaux usées, utilisés dans le
chapitre 2. Suivant la méme méthodologie, les échantillons ont été dopés avec différentes
concentrations de Pb?* de 10 a 100 ng.mL™! puis ont été utilisés pour la détection du plomb.

La courbe d'étalonnage a été tracée a partir des résultats de SWV (Figure 3.10.A) et comparée
a celle obtenue lorsque le Pb?* a été dosé dans la solution tampon (Figure 3.10.B). Les taux
de recouvrement présents dans le tableau 3.2 apres ajouts successifs de la cible sont compris
entre 96.7 % et 107 % pour les échantillons d’eaux usées avec des écarts types inférieurs a
2,1%. Ces résultats montrent que la méthode proposee est fiable et que le biocapteur développé
peut étre utilisé pour des applications pratiques pour la détection du Pb?* dans les échantillons

réels.
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Figure 3.10. (A) Courbes voltampérométriques obtenues par SWV et apres incubation dans
différentes concentrations de Pb?* (B) Courbes d’étalonnage de la biopuce affichant la variation
de sa réponse en courant (Al) en fonction du log des différentes concentrations de Pb?*
comparé aux résultats obtenus lors de la détection de la cible dans la solution tampon.

-40-

—0 ng.mL'1
—10 ng.mL"
——20 ng.mL"
30 ng.mL"’
——40 ng.mL™’
——70ng.mL""
——100 ng.mL"’

02 00 02 04 06 08

E (V)/Ag/AgCI

B

55
50
45
40

o 35-

304

254

20

154

10

% Al

= Pb* detected in buffer solution b
o Pb” detected in waste water ¢  ®
L]

T T T

08 10 12 14 16 18 20 22

Log [Pb™] (ng.mL")

Tableau 3.2. Détermination de Pb2* dans les échantillons d’eaux usées

Echantillon [Pb2+ Jajoutée [Pb2+ Trouvee Taux de recouvrement
(%)
1 10 9.67 £0,42 96.7 %
2 20 20.59 +0,61 102.95%
3 30 31.81 +0,83 106 %
4 40 42.8 +0,99 107 %
5 70 73.33+£1,41 104.8 %
6 100 107.32 +2,09 1073 %

2.6. Intégration dans des puces microfluidiques

La microfluidique permet de développer des dispositifs sophistiqués et parfaitement adaptés
pour des applications analytiques. Ces dispositifs analytiques plus souvent appelés «
laboratoire-sur-puce» (de « Lab-on-a-Chip » en anglais) intégrent, sur quelques centimetres
carrés, I’ensemble des fonctions d’analyses chimiques effectuées aujourd’hui en laboratoire.
On peut ainsi analyser des échantillons avec des volumes extrémement faibles (de quelques
microlitres a quelques nanolitres). De méme, séparer et détecter une cible au sein des
microcanaux fluidiques est devenu possible ce qui a permis de réaliser des analyses sensibles,

pour le diagnostic précoce et le suivi personnalisé dans plusieurs domaines d’application.
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Nous nous sommes intéressés dans ce travail d’intégrer le biocapteur développé dans une puce
microfluidique. Notre stratégie consiste a utiliser un dispositif microfluidique possédant deux
cellules électrochimiques qui sont connectées avec un canal fluidique. Ce systeme permet de
séparer la chambre dans laquelle le biocapteur est formé et ou la réaction entre le plomb (1)
et I’ADNzyme aura lieu. La deuxiéme chambre liée avec le canal sera celle dans laquelle
I’intercalant 1’Acr-Fc libéré pourra étre accumulé et mesuré. Cette stratégie permet ainsi
d’obtenir un signal d’oxydo-réduction qui augmente suivant la quantité de cible détectée

conduisant ainsi a un « signal ON » (Schéma 3.3).

Pour fabriquer ce dispositif, nous avons décidé d’utiliser le méme métal (Au) pour la
conception des 3 électrodes, afin de simplifier le procédé de fabrication a un seul niveau de
lithographie optique sur les substrats. Avec des microcellules électrochimiques a 3 électrodes
en Au, I’¢électrode de référence est considérée comme une pseudo-référence. Par conséquent,
un décalage au niveau du potentiel du ferrocéne a été observé. Ce décalage n’aura pas
d’influence majeure sur les performances analytiques du dispositif proposé. Par ailleurs, le
signal observé peut étre calibrer par rapport a une électrode de référence classique du type
Ag/AgCI/KCI (3M).

Pb?* injection

- |
DNAzyme Pb2* § e [ ]
Ferrocene Acridine

Schéma 3.3. Principe du biocapteur de Pb?* intégré en puce microfluidique

Le clivage du substrat par I’ADNzyme en présence du Pb?* est réalisé a température ambiante
a l'intérieur de la biopuce fluidique, en suivant un protocole quasi-dynamique basé sur deux
étapes ou on alterne haut flux et régime statique. La premiére étape consiste a appliquer un
débit élevé de 100 pL/min pendant 1 minute afin de favoriser I’interaction de 1’analyte cible
injecté avec ’ADNzyme immobilisé a la surface de 1’électrode de la cellule 1. Le flux est

ensuite arrété pendant 15 minutes produisant un régime de diffusion statique pendant lequel
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I’intercalant libéré va diffuser de la chambre 1 vers la chambre 2 (électrode 2 non modifiée).
Ce protocole a deux étapes a été ensuite répliqué quatre fois (total = 60 minutes) avec un suivi
apres chaque 15 min, en enregistrant les courbes voltampérométriques par voltammétrie
differentielle pulsée (DPV) au niveau de 1’électrode 2 (chambre de mesure). La figure 3.11
montre 1’évolution de I’intensité du courant en fonction du temps. On remarque que le signal
de I’Acr-Fc augmente au cours du temps montrant ainsi 1’efficacité de cette stratégie pour

I’obtention d’un signal ON.

0,11
0,10 4
0,09 4
0,08 4
0,07 4
0,06 4
0,05 4
0,04 1
0,03 4
0,02 4
0,01 4

I (WA)

04 02 0.0 02 04
E (V)/Au

Figure 3.11. DPVs obtenues avant et aprés injection de Pb?*

3.Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons décrit une stratégie simple et pratique permettant la détection
ampérométrique du Pb?* par le biais des ADNzymes dans lesquels sont intercalés des ligands
ferrocéniques en guise de médiateurs redox. En présence de 1’analyte cible, la lyse catalytique
du substrat entraine le relargage de la sonde redox dans le milieu. Cette réaction est suivie par
la diminution de I’intensité du signal du ferrocéne permettant le dosage de Pb?* dans le milieu.
Le biocapteur développé présente d’excellentes performances analytiques en termes de
sensibilité avec un LOD de 1.3nM et une forte selectivité vis-a-vis d’autres ions métalliques.
Son utilisation possible pour la détection du plomb dans des eaux de riviere a été démontrée.
Des premiers essais de son intégration dans des dispositifs fluidiques ont montré des résultats
tres encourageants. Ce dispositif de detection congu en utilisant deux cellules
électrochimiques fluidiques connectés avec un canal de détection permet d’obtenir une lecture
avec un signal redox qui augmente en fonction de 1’analyte, permettant une détection avec un
signal ON. Ce systéme ouvre des perspectives pour son utilisation aprés optimisation comme

station de contr6le de contaminants métalliques dans les effluents.
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Chapitre 4 — Biocapteur
bimodal a base du composite
MoS,/PPy pour la détection
simultanée du Pb** et de

I’ampiciline




1. Introduction

u XXe siecle, la recherche scientifigue a connu de grandes avancées
particulierement par le développement de 1’électronique numérique qui,
accompagnée par la progression exponentielle de la puissance de calcul des
microprocesseurs, a fait en sorte que les ordinateurs électroniques soient
désormais indispensables dans le monde moderne. En effet, des recherches poussées
réalisées dans le domaine de la biologie moléculaire ont montré que le traitement de
l'information ne se limite pas seulement aux ordinateurs mais qu’il s’agit d’une capacité
fondamentale de tous les systéemes biologiques.
L’étude de cette capacité, en ¢lucidant les différents mécanismes du traitement de
I’information biologique, a orienté les scientifiques vers la conception des ordinateurs
moléculaires synthétiques qui peuvent étre plus biocompatibles que leurs homologues
électroniques. D'un point de vue informatique non conventionnel, le développement des
ordinateurs moléculaires, basé¢ sur I’existence de milliards de molécules dans chaque
systéeme expérimental, peut rendre possible I'exécution de calculs massivement paralléles
dans un trés petit volume et aussi de mettre en ceuvre de nouvelles architectures de calcul qui
utilisent la dynamique des interactions entre les composants des circuits moléculaires [1]
permettant ainsi de concevoir des systémes de calcul autonomes qui peuvent survivre et
prospérer dans des environnements inaccessibles aux microprocesseurs en silicium, comme
dans la circulation sanguine ou dans les cellules vivantes. En effet, ces systémes de calcul
sont réalisés par le biais de circuits logiques booléens ; concept sur lequel sont construits les
processus de calcul de tous les systémes informatiques. Ces circuits sont basés sur 1’algébre
de Boole, définie au début du XXe siécle par plusieurs mathématiciens, Jevons, Schréder et
Huntington [2]. L’algebre de Boole permet de manipuler des informations binaires qui ont :
soit la valeur VRALI, soit la valeur FAUX (le fameux systeme binaire 1/0). Les circuits
logiques sont assemblés a partir de portes logiques qui sont les briques élémentaires
composables pour construire des circuits logiques répondant aux fonctions logiques voulues.
La figure 4.1 montre les portes logiques basiques a partir desquelles sont réalisés les circuits

logiques.
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AND OR XOR
A|B| Output A|B]| Output A|B| Output
010 0 0]0 0 010 0
01 0 0]1 1 01 1
1|0 0 1{o 1 1|0 1
1|1 1 1|1 1 1|1 0

1 - - ) o

NAND NOR XNOR
A|B| Output A|B] Output A|B| Output
010 1 0]0 1 010 1
011 1 0]1 0 011 0
1|0 1 1|0 0 1|0 0
1|1 0 1|1 0 1|1 1

Figure 4.1. Les portes logiques basiques associées a leur table de vérité

C’est dans ce contexte que les systémes moléculaires sont développés de maniere a ce que le
schéma des signaux de sortie soit lié au schéma des signaux d'entrée par la fonction logique
souhaitée.

Le champ de recherche de la bio-informatique se poursuit en exploitant I’ADN, et ont déja
conduit a la création de plusieurs composants a base d’ADN : des portes logiques [3], de la
mémoire [4] et des oscillateurs [5]. C’est un domaine maintenant bien maitrisé. Guo et al.[6]

ont proposé une séquence d’un mono brin d’ADN riche en thymine et en guanine (GT24: 5'-

GGGTTTTGGGTTTTGGGTTTTGGG-3"), utilisée comme interrupteur fluorescent en se
liant, en présence de différents analytes, avec le colorant N-methyl mesoporphyrin IX qui est
spécifique au G-quadruplex. La figure 4.2 montre plusieurs types de portes logiques basées
sur cette séquence unique, qui peut effectuer des opérations logiques OUI, NON, OU,
INHIBIT, NON et ET sous I'action de différentes entrées et avec comme sortie une molécule

fluorescente.

*

— ]

il
H)
;

Figure 4.2. Présentation schématique de différentes portes logiques basées sur le

complexe formé par un ADN G-quadruplex et la sonde fluorescente
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Récemment, Pan et al.[7] ont développé une stratégie pour construire une porte logique ET
en utilisant deux entrées sous la forme de deux fragments du génome COVID-19 (spécifique
et homologue). La détection du COVID-19 est basée sur I'exonucléase 111 et un ADNzyme.
En effet, le brin spécifique a été utilise pour activer le 1° processus de recyclage (I)
permettant la réaction d’amplification du signal tandis que le brin homologue a été utilisé
pour Dactivation du 2°™ processus de recyclage (I1). Les produits obtenus grace a une
réaction synergique dans les cycles | et Il permettent de former un ADNzyme actif
dépendant de Mg?* (Figure 4.3). La formation de I’ADNzyme actif est donc obtenue
seulement lorsque les deux fragments du génome COVID-19 (spécifique et homologue) sont

présents dans la solution d’ou la porte logique ET.

1 2
Specific
COVID-19
s _ Exo Il
6 5 1*
(H2 _________
— T p— “H1) —
3 4
7
& o 6
Enzyme strand |
o H o
Mg | | Mg
6* " —
9 10 7 4 Q¥ 4 4 7 6 6
(S — S — — 2
Homologous — z 4 i
10 9 3 3 5 5
6* Recycle 1T -
Wi L o \\ ¢
M 6% o 4 Exo lll ] g | 5
g 2 N
@]I_itul 3%| = Substrate strand o
e 'Aé__“, A3
10 9 g 5%

Figure 4.3. lllustration schématique la double reconnaissance contrblée par une porte logique

ET basée sur I'exo Il et ’TADNzyme pour la détection du COVID-19

Dans ce travail nous avons proposé une nouvelle stratégie d’association d’aptamére et
d’ADNzyme pour former des aptazymes grace a un connecteur composé seulement de
quelques nucléobases (Figure 4.4). Ce travail présente une preuve de concept en vue de
réaliser la détection simultanée de I’ampicilline (AMP) et du Pb?* en attribuant chaque
signal redox des deux sondes utilisées ; le ferrocéne et la naphtoquinone, qui opérent a des
potentiels redox différents, a I’analyte cible correspondant. Le choix des sondes redox
utilises au cours de cette these est basé sur leurs potentiels redox qui devaient étre distincts
afin d’éviter tout chevauchement des signaux et assurer le suivi de chaque analyte présent

dans la solution d’une maniére a pouvoir 1’associer a un signal redox bien déterminé
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Cette stratégie nous a permis de mettre au point un systeme biologique ayant la capacité

d’effectuer des fonctions logiques sous I'action de différentes entrées (AMP et Pb?*) et avec

comme sortie la variation du signal redox de la NQ et du ferrocéne.
Analyte cible : Pb?*
Site de clivage Sonde redox
i Y —

-
U Analyte cible : Ampicillin
¥
2
(W\
N » g
' i

Site de clivage

|
3’- GTAGAGAAGG rATATCACTCA-5’

NH:

il o | 5-GCGGGCGGTTGTATAGCGG-3'

| NI C5 | 5°-CATCTCTTCT CCGAGGCGGTCGAA ATAGTGAGT-3"

Figure 4.4. Représentation schématique du principe de I'aptazyme pour la détection bimodale
de 'AMP et de Pb?*

2. Biocapteur bimodal & base du composite MoS2/PPy pour la détection
simultanée du Pb?* et de TAMP

2.1. Elaboration du biocapteur

Nous avons utilisé les mémes électrodes imprimées de carbone (SPCE) que dans les
chapitres précédents pour le développement du biocapteur bimodal. La premiére étape
consiste a la modification de la surface par les nanomatériaux suivant la méthode optimisée
précédemment. Ensuite, I’immobilisation covalente de I’ADNzyme est assurée par la
glycine préalablement fixée sur le polypyrrole par €lectrodéposition. L’ADNzyme utilisée
dans cette partie est différent de celui utilisé dans le chapitre 3. Ce dernier possede quelques
nucléobases supplémentaires en position 3’ pour s’hybrider avec un ADN mono brin
complémentaire modifié par une fonction amine en position 5 (Schéma 4.1. Etape c).

Par la suite, la fonction amine introduite a la surface de 1’¢lectrode va réagir avec la
deuxiéme sonde redox NQ diacide pour former un amide. La derniére étape consiste a
I’immobilisation de ’aptamere suite a sa réaction avec la deuxiéme fonction acide
carboxylique libre a la surface de 1’électrode. Apres greffage, la surface modifiée de la

bioélectrode est rincée soigneusement avec 1’eau ultrapure puis séchée sous un flux de No.
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)|

2) Ethanolamine

(e)

Schéma 4.1. Représentation schématique des différentes étapes pour le développement du
biocapteur bimodal

2.2. Caractérisation électrochimique

La caractérisation électrochimique a été réalisee par CV en absence de marqueur redox (PBS
10 mM, pH = 7,4) a une vitesse de balayage v = 0.1 V.s?', afin de confirmer
I’immobilisation efficace des sondes redox NQ et Acr-Fc a la surface de 1’électrode. La
courbe intensité-potentiel montre clairement la présence de deux signaux redox bien définis
attribués a la réaction d’oxydo-réduction de la NQ et du noyau ferrocéne (Figure 4.5). Nous
pouvons constater que les valeurs de la différence de potentiel AE, enregistrée entre les deux
pics anodique et cathodique (~0.150V) dans le cas du ferrocéne et AE, enregistrée
(~0.155V) dans le cas NQ sont supérieures a celles prédite théoriqguement, ce qui suggere un
transfert quasi-réversible. Ceci présente une preuve solide de la réussite de I’immobilisation

de I’aptazyme a la surface de 1’¢lectrode.
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Figure 4.5. Voltamogramme cyclique de I'électrode apres la formation de la biocouche
aptazyme

2.3. Réponse électrochimique du biocapteur
2.3.1. 1% expérience

Les séquences d’ADN utilisées pour la conception du systéme aptazyme sont rassemblées
dans le tableau 4.1. Le connecteur permet de relier la partie ADNzyme a la partie aptameére
grace a la fonction amine qui va réagir avec la NQ bifonctionnelle synthétisée au cours de ce

travail.

Tableau 4.1.

Oligonucléotides Séquences

NH2-(CH2)s-5’-CAT-CTC-TTC-TCC-GAG-GCG-GTC-

ADNzyme-Connecteur
GAA-ATA-GTG-AGT-AAA-AAA-AAA-A-3°

ADN mono brin (+ connecteur) NH2-(CH2)e-5"- TTT-TT-3’
Aptamére NH;-(CH2)s-5’-GCG-GGC-GGT-TGT-ATA-GCG-G-3’
Substrat ACT-CAC-TAT-rAG-GAA-GAG-ATG

Nous avons eu recours a la voltammétrie a vagues carrées (SWV) pour suivre la présence de
I’ampicilline et du plomb tout en exploitant le signal redox de la naphtoquinone et le
ferrocéne comme information de sortie en vue de réaliser la porte logique correspondante.
Pour cela, 3 bioélectrodes ont été incubées dans une série de solutions contenant I’AMP, le

Pb?* et le mélange des 2 analytes avec des concentrations croissantes. Les résultats SWV

Manuscrit de Theése— M. Hamami

P 13 S1e)NS9y — ¥ amdey)

UoISSNOSI

126




font apparaitre une diminution notable et continue dans 1’intensité du courant des deux
sondes redox pour les 3 électrodes (Figure 4.6.A). Ces résultats ne sont pas exploitables et
montrent que les deux systémes aptamére et ADNzyme sont dépendants I’un de 1’autre ce
qui ne permet pas le suivi qualitatif et quantitatif des deux analytes lorsqu’ils coexistent dans
la méme solution ou séparément. Ceci s’explique probablement par I’instabilité du systéme
au niveau du connecteur, dont la température de fusion, température a laquelle la moitié des
molécules d'’ADN est dénaturée, Tm = 13.7°C (Figure 4.6.B), alors que les incubations sont
réalisées a température ambiante. Afin de vérifier cette hypothese, nous avons proposé
d’augmenter le Tm du connecteur en ajoutant quelques nucléobases (guanine et cytosine)

afin de le rendre plus stable.

Détection de 'TAMP o Détection de Pb (l1)
—so%g'f‘mL
150 fomL 41 F¢ y
- 200 fg/mL
250 fg/mL

0 ng/mL
—— 25 ng/mL
——— 50 ng/mL
~ 150 ng/mL
——— 250 ng/mL
350 ng/mlL

-10

-15 -

Current (pA)

-20

Current (pA)

-25 -

-35 T T T T T -30 T T T T T T T
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 04 0,6 -0,6 -0.4 -0,2 0,0 0,2 04 0,6

Potential (V) Potential (V)

Détection de ’'AMP + Pb (I1)

Without Analyte

F ——— 25 ng/mL Pb*" +
-5 - 2 C Z 50 fg/mL Amp
\ —— 50 ng/mL Pb™" +
ks 100 fg/mL Amp
-104 ——— 150 ng/mL Pb** +
- 150 fg/mL Amp
3 250 ng/mL Pb™* +
€ 15 200 fg/mL Amp.
g 350 ng/mL Pb*" +
3 250 fg/mL Amp
204
25
v v - v v v y
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
Potential (V)
Site de clivage
i - .
3’- GTAGAGAAGG rATATCACTCA-5" | e § 5-GCGGGCGGTTGTATAGCGG-3
{

| NH: C5 5’-CATCTCTTCT CCGAGGCGGTCGAA ATAGTGAGT-3" “
Tm=13.7°C |

Figure 4.6. (A) Courbes voltampérométriques obtenues par SWV pour la détection de 'AMP,
du Pb (ll) et de TAMP + Pb(ll) ; (B) Représentation schématique de I'aptazyme avec Tm du

double brin connecteur

2.3.2. 2°me expérience
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Les séquences d’ADN utilisées pour le deuxiéme test sont rassemblées dans le tableau 4.2.
Les modifications réalisées au niveau du connecteur sont marquées en rouge. Ceci a permis
d’augmenter le Tm en ajoutant les nucléobases pour atteindre une valeur Tm = 46°C. Les
Tm sont calculés par  I’application « Tm Calculator » développée par Thermo

FisherScientific.

Tableau 4.2.

Oligonucléotides Séquences

NH2-(CH)s-5’-CAT-CTC-TTC-TCC-GAG-GCG-GTC-

ADNzyme-Connecteur
GAA-ATA-GTG-AGT-AAA-AAG-GGG-GGG-GG - 3’

ADN mono brin (+ connecteur) NH:-(CH,)s-5’- CCC-CCC-CCC-TTT-TT-3’
Aptameére NH2-(CH2)s-5’-GCG-GGC-GGT-TGT-ATA-GCG-G-3°
Substrat ACT-CAC-TAT-rAG-GAA-GAG-ATG

La premiére expeérience réalisée a été reproduite dans les mémes conditions expérimentales
avec le connecteur modifié. On remarque qu’en présence de ’AMP seul le signal de NQ
directement lié¢ a I’aptamere diminue tandis que le signal du ferrocéne intercalé entre les
bases de I’ADNzyme reste constant. Des constatations similaires ont été faites en présence
de Pb?" ou seul le signal de I’ Acr-Fc subit une diminution. Bien évidement en présence des
deux analytes les deux signaux redox diminuent simultanément. Cette analogie nous permet
de considérer la détection de ’AMP ou du Pb?" séparément comme une porte OU et la
détection simultanée des deux analytes comme une porte ET. On constate que dans le cas de
la détection simultanée le signal des deux sondes redox diminue considérablement (Figure
4.7.B.b) comparé au signal de la NQ et du ferrocéne lorsque I’AMP et le Pb(ll) sont détectés
séparément (Figure 4.7.A.a’/a’’). Ceci peut étre expliqué par un changement important au

niveau de la surface probablement lié a un réarrangement conformationnel de I’aptazyme.
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Figure 4.7. (A) Réponse du biocapteur en présence de 'AMP ou Pb?* avec (a’) Courbe
voltampérométrique obtenue par SWV avant (noir) et aprés (rouge) incubation dans 50 fg.mL?
d’AMP et (a”) Courbe voltampérométrique obtenue par SWV avant et aprées incubation dans
10ng.mL* de Pb?* ; (B) Réponse du biocapteur en présence de 'AMP et Pb?* avec (b) Courbe

voltampérométrique obtenue par SWV avant et aprés incubation dans AMP + Pb?*

3. Conclusion

Pour conclure, nous avons proposé dans ce chapitre une nouvelle stratégie pour la détection
simultanée de I’AMP et du Pb(Il) en suivant la variation du signal redox associé a chaque
analyte. L’aptazyme a été obtenu par I’ADNzyme et de ’aptamére par hybridation des
connecteurs. Ce mode d’association par simple hybridation a été choisi car en variant les
séquences d’ADN des ¢éléments de bioreconnaisance, nous avons accés a un large choix
d’analytes cibles.

Le systéme biologique proposé a permis de construire deux portes logiques ; une porte
logique OU lorsqu’on a un une détection d’une seule cible et la porte logique ET lorsque les
deux cibles sont détectées simultanément et dont la variation des signaux redox est

importante.
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Néanmoins, ce travail reste a compléter, des tests de sélectivité et 1’application dans des
échantillons réels sont essentiels pour mettre en évidence la fiabilité du systéme proposé.
Comme application de cette stratégie, nous avons envisagé d’adapter cette méthode dans
I’objectif de détecter une bactérie donnée tout en assurant un suivi de son activité grace a

[’un de ses métabolites.
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Conclusion générale




es travaux de recherche réalisés au cours de cette these ont pour objectif le
développement de nouvelles plateformes a base de nanocomposite
MoSz/Polypyrrole pour la (bio)détection électrochimique de composes chimiques
et d’ions métalliques, considérés comme des polluants, responsables de la contamination des

eaux de rivieres.

Dans la premiere partie de ces travaux, nous avons mis au point différents biocapteurs a base
de nanofeuilles de MoS», des nanoparticules de PPy et un composite formé par MoS,/PPy
suivant une stratégie couche par couche sur des électrodes imprimées. Ces nanomatériaux
ont été modifiés par un aptameére qui est capable de reconnaitre sélectivement 1’ampicilline,
un antibiotique trés utilisé dans 1’élevage et considéré comme un potentiel polluant des
rivieres. Nous avons montré qu’en utilisant cette approche, I'architecture de MoS,/PPy offre
une grande surface électroactive et une activité électrocatalytique importante obtenues gréace
a I’assemblage de ces deux nanomatériaux dont les propriétés électroniques et structurales
sont tres différentes. Nous avons mis en évidence par XPS haute résolution 1’effet
synergétique entre les nanofeuilles MoS, et la couche de PPy qui se traduit par
I’augmentation de la capacité de transfert de charge et de la conductivité du composite qui a
conduit a des meilleures performances électrochimiques du nanomatériau. La sonde redox
naphtoquinone bifonctionnelle synthétisée au cours de la thése a été immobilisée sur la
surface des nanomatériaux par une liaison covalente. Cette sonde redox a servi comme un
échafaudage pour I’immobilisation de 1’aptamere a la surface de 1’électrode et pour le suivi
électrochimique de la réaction de bio-reconnaissance. Nous avons montré que les 3
biocapteurs MoS», PPy et M0oS,/PPy permettent la détection de 1’ampicilline avec des faibles
seuils de détection de 66.51, 71.51 et 10.69 fg.mL* respectivement. Cependant, le
biocapteur formé a base de I’hybride MoS2/PPy a montré des meilleures performances
analytiques en termes de sensibilité et de selectivité. Ce dernier a eté appliqué pour la
détection de I’AMP dans des échantillons d’eaux prélevés d’une riviére en Tunisie et a
montré que I’identification de ce composé a I’état de trace dans les eaux de rivieres était

possible.

Dans un second temps, en utilisant la plateforme MoS2/PPy, nous avons décrit une stratégie
qui permet la détection ampérometrique des ions métalliques. Nous avons choisi des
ADNzymes dans lesquels sont intercalés des ligands acridine modifiés avec le ferrocene en
guise de marqueurs redox et d’intercalants de I’ADN double brins. En présence de Pb?, la
lyse catalytique du substrat par le biais de I’ADNzyme, entraine le relargage de I’intercalant

portant la sonde redox dans le milieu. Cette réaction est suivie par la diminution de
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I’intensité du signal du ferrocéne permettant le dosage de 1’analyte. Le biocapteur développé
présente d’excellentes performances analytiques en termes de sensibilité et de sélectivité
avec une limite de détection de 1.33 nM. D’autant plus, des tests dans des eaux de riviére
montrent son applicabilité pour le contrdle de la présence des ions métalliques dans des
échantillons réels. Par la suite, ce biocapteur a été intégré dans un dispositif microfluidique
comportant un canal fluidique et deux cellules électrochimiques. Les premiers résultats
obtenus montrent un signal ON mesuré dans le deuxiéme compartiment électrochimique de
la cellule fluidique attestant de I’hydrolyse de I’ADNzyme et du relargage de 1’intercalant
redox (qui se trouve dans le premier compartiment de la cellule fluidique). Ce résultat ouvre
des perspectives prometteuses qui permettront par la suite 1’utilisation de ce dispositif avec

un signal positif permettant ainsi de s’affranchir des faux positifs.

Finalement, nous avons proposé dans le dernier chapitre une nouvelle stratégie pour la
conception d’un biocapteur bimodal qui permet de détecter deux analytes de natures
chimiques différentes tel que I’AMP et le Pb?". Le biorecepteur a été constitué donc, de
I’ADNzyme et de D’aptamére connectés par une chaine oligonucléotidique qui par
hybridation a permis d’avoir le systeme biologique aptazyme. Le choix des sondes redox
utilisés au cours de ce travail est basé sur leurs potentiels redox distincts évitant ainsi tout
chevauchement des signaux et assurant le suivi de chaque analyte présent dans la solution.
Ce biosysteme de détection proposé a permis de détecter individuellement et aussi
simultanément les deux analytes. Il a permis de construire deux portes logiques ; une porte
logique OU lorsqu’on a un une détection d’une seule cible et la porte logique ET lorsque les

deux cibles sont détectées simultanément.

En résumé, I’ensemble des résultats de ce travail de thése démontre le potentiel remarquable
de MoS; et du nanocomposite & base de MoS,/PPy pour la réalisation des biocapteurs trés
sensibles et d’architectures multifonctionnelles permettant la détection sensible des
micropolluants dans des matrices complexes tel que les eaux de riviére. Les travaux réalisés
ont permis de réduire le temps d’analyse et d’accéder a des niveaux de sensibilité
comparables aux techniques conventionnelles avec de tres faibles limites de détection. Nous
avons montré aussi que le choix de la sonde de capture permet d’étendre les applications de
ces biocapteurs et proposer d’associer plusieurs systémes biologiques dans un seul capteur

pour obtenir des circuits logiques.
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Ce travail ouvre la voie a plusieurs perspectives aussi bien sur son aspect fondamental
qu’applicatif. 1l a permis de mettre au point des approches qui peuvent étre appliquées pour
la détection simple ou simultanée de différents pathogenes et contaminants. Le dispositif
bimodal peut étre appliqué dans des systemes de détection liée ; par exemple dans le cas de
la détection des bactéries photogénes et leurs métabolites qui permettent de renseigner sur la
viabilité. 1l ouvre aussi la voie vers le design des portes logiques qui sont les éléments de
base pour le développement des processeurs a ADN.

D’un point de vue applicatif, ces capteurs peuvent étre intégrés dans des dispositifs
microfluidiques en vue de développer des outils d’analyse portatifs pour servir au contréle

dans une centrale de mesure sur site.
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Partie expérimentale




e chapitre a pour objectif de présenter les méthodes et appareillages utilisés au
cours de ce travail de these. Dans une premiere partie on décrit la synthétise des

différentes sondes redox ainsi que les techniques expérimentales mises en ceuvre.

1. Synthése organique

e Solvants et réactifs utilisés

Les réactions ont été effectuées, sous atmosphere inerte (argon), dans de la verrerie séchée a
I’étuve. Les réactifs et solvants commerciaux ont été utilisés sans purification préalable

achetés chez Sigma-Aldrich (Allemagne) ou Acros (Belgique).
o Meéthodes de purification et d’identification

Chromatographie

L’avancement des réactions a été suivi par chromatographie analytique sur couche mince
(CCM) avec des plaques commerciales de silice sur support d’aluminium 60 Fzs4 d’origine
Fluka. La révelation a été réalisée par irradiation UV a 254 nm. Les produits des réactions
ont été purifiés par chromatographie sur colonne de gel de silice 60 (0,040-0,063 mm)

d’origine Fluka.

Analyse spectroscopigue de résonance magnétigue nucléaire (RMN)

Les spectres RMN du proton et du carbone ont été enregistrés a température ambiante a
I’aide d’un spectrometre Bruker AV 300 (300 MHz). IIs ont été réalisés sur des échantillons
en solution dans le CDCls, le CD30D et dans le DMSO-d6. Les déplacements chimiques "3"
sont exprimés en partie par million (ppm) en prenant comme référence interne le signal du
tétraméthylsilane (TMS) pris a 0,00 ppm. Pour I’interprétation des spectres, les abréviations
suivantes sont utilisées : singulet (s), doublet (d), triplet (t), quadruplet (g), multiplet ou

massif (m).
1.1. Synthése et caractérisation du deérivé de la quinone (NQ)

A une solution de 3 mmol de 1,4 naphtoquinone dans 20 mL de méthanol (MeOH) est ajouté
(10,0 mmol) d’acide 3-mercaptopropanoique en présence de quelques gouttes d’acide
acétique. Le mélange réactionnel est agité pendant 5 heures a reflux d’éthanol.
L’avancement de la réaction est controlé par chromatographie sur couche mince (CCM). La

réaction est refroidie et le solvant est évaporée sous vide. Le produit final est précipité dans
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un mélange (éthanol/hexane : 1/5) puis récupéré par filtration. L'acide 3,3'-(1,4-dihydro-1,4-
dioxo-2,3-naphtyléne-dithio)di-propionique (0,48 g, 42,8 %) est obtenu sous forme d’une

poudre jaune.
3,3'-((1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalene-2,3-diyl)bis(sulfanediyl))dipropionic acid

0 RMN 'H (de-DMSO) 8(ppm) : 2.67 (t, 2H, 2 x CH2), 3.11 (t,

Sso“cooH 2H, 2 X CH2), 7.81-7.86 (m, 2H, CHarom), 7.95-7.97 (M, 2H,

O‘ g >CO0H CcH.m); RMN 3C (DMSO-dg) & 24.76, 31.95, 126.03,

o 126.34, 127.28, 131.43, 131.68, 133.65, 134.74, 153.40,
172.48, 180.95, 181.83.

1.2. Synthése et caractérisation du N-(acridin-9-yl)-1,4-butanediamine

Le 9-chloroacridine (2,49 mmol, 0,531 g), le NH-Bocbutylamine (2,81 mmol, 1.3 eq) et le
N,N-Diisopropylethylamine (4,98 mmol, 2 eq) sont mélangés en une fois dans du DMF (40
ml) comme solvant. Le milieu réactionnel est agité a 70 °C pendant 6h. Le DMF est évaporé
sous pression réduite. Aprés purification par chromatographie sur gel de silice
(CH2CI2/MeOH :2:98 a 10:90), le dérivé aminé protégé est obtenu. Il est a noter qu’une
étape de protection supplémentaire est essentielle. Le composé intermédiaire est dissous dans
du TFA (20 ml) et agité pendant une nuit a température ambiante. Apres évaporation sous
pression réduite, le brut réactionnel est passé sur une résine échangeuse d'ions Dowex Cl. Le

composé désiré est obtenu avec un rendement de 60 % sous la forme d’une poudre jaune.
N*-(acridin-9-yl)butane-1,4-diamine

ininn, RMN 'H (CDsOD): § 1.85 (q, 2H, CH2), 2.10 (q, 2H, CH2), 3.03 (t, 2H,
N CH2), 4.24 (t, 2H, CH2), 7.58 (t, 2H, 2 x CH), 7.84 (d, 2H, 2 x CH), 7.97
O N/ (t, 2H, 2 x CH), 8.57 (d, 2H, 2 x CH); RMN 13C (CD30D): § 19.35, 25.62,

27.55,40.24, 113.15, 119.40, 124.77, 135.95, 140.56,

1.3. Synthése et caractérisation du ferrocéne carboxaldéhyde

La réaction est réalisee dans un tube de Schlenk, sous atmosphere d'argon. A une solution de
ferrocéne (4,0 g, 21,0 mmol) dans le THF anhydre (200 ml) a -74°C est ajouté goutte a
goutte une solution de t-butoxyde de potassium (0,30 g, 2,67 mmol) et de t-BuLi (1.6M)
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(25,3 ml, 43,01 mmol) tout en maintenant une température inférieure a -70°C. Aprés 1h
d’agitation, (4,0 ml, 50,4 mmol) de DMF (préalablement distillé et séché sur du CaH) est
ajouté a -70°C. Le bain de refroidissement est retiré et le mélange réactionnel est maintenu
sous agitation jusqu’ a atteindre une température de -40°C. Le milieu réactionnel est
hydrolysé avec de I’cau distillée. Le THF et le t-butanol sont évaporés sous pression réduite.
Le brut réactionnel est extrait avec plusieurs portions de CH>C1,. La phase organique est
séchée sur du MgSOa. Le résidu réactionnel est purifié par chromatographie sur gel de silice
par une série d’¢luant : (1) hexane pour eliminer le ferrocéne ; (2) CH2C1, pour récupérer le
ferrocene carboxaldehyde et (3) CH2Clo/éther diéthylique 1:1 pour éliminer le ferrocéne
dialdéhyde. Le ferrocéne carboxaldéhyde, est obtenu avec un rendement de 90,7 % sous la

forme d’un solide rouge brique.

Fe CHO
RMN H (CDC1s): & 4.81 (t, 2 H, Cp), 4.60 (t, 2 H, Cp), 4.29 (m, 5 H, Cp). 9.95

(s, 1 H, CHO);

1.4. Synthése et caractérisation du derivé Acridine-Ferrocene (Acridine-
Fe¢)

Une solution équimolaire de (1 mmol) de ferrocéne monoaldéhyde et de N-(acridin-9-yl)-
1,4-butanediamine dans 10 mL de méthanol absolu est agitée a température ambiante
pendant 1h. La formation de la base de Schiff correspondante est suivie par CCM dans un
mélange de solvant (AcOEt/CycloHex. : 3/1). Aprés refroidissement du mélange a ’aide d’un
bain de glace, 1.5 éq. de NaBHa sont ajoutés progressivement a 0°C. Aprés 30 min d’agitation
a température ambiante, le milieu est hydrolysé avec de 1’eau distillée jusqu’a la formation
d’un précipité jaune foncé. Le précipité formé est filtré sous vide pour récupérer le produit

Acridine-Ferrocéne avec un rendement de 99%.

/> RMN 'H (360 MHz, CD;OD): 185 (q, 2H, CH2), 2.10 (g, 2H,
Fe  CH2), 3.03 (t, 2H, CH2), 4.24 (t, 2H, CH2), 7.58 (t, 2H, 2 x CH),
HN’HEN

H 7.84 (d, 2H, 2 x CH), 7.97 (t, 2H, 2 x CH), 8.57 (d, 2H, 2 x CH);
X

3.51(s, CH2), 4.81 (2 H, 1, Cp), 4.6 (.2 H, Cp), 4.29 (m,5 H, Cp)
N
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2.Préparation de nanofeuilles de MoS>

1,24 g de tétrahydrate d'hexaammonium heptamolybdate et 2,28 g de thiourée ont été dissous
dans 36 ml d'eau distillée et laissés sous agitation vigoureuse pendant 30 minutes. La
solution a ensuite été transférée dans un autoclave de 50 ml en acier inoxydable avec
revétement en téflon. L’autoclave est chauffé par la suite a 220°C pendant 24 h, puis refroidi
a température ambiante. Les particules noires ont été récupérées par centrifugation ensuite
lavées par une solution hydroalcoolique a plusieurs reprises, et enfin séchées sous vide a
60°C pendant 24 h.

3. Présentation des oligonucléotides

Toutes les séquences d’oligonucléotides (ADN) sont obtenues de chez Eurogentec
company.

Oligonucléotides Séquences Kg
PUgUETEre Bl 5"-NHz-(CH2)s- GCGGGCGGTTGTATAGCGG-3'  13.4nM
I’ampicilline

ADNzyme 5'-NH2-(CHz)s- CAT CTC TTC TCC GAG CCG

dépendant de Pb?>* GTC GAA ATA GTG AGT-3’ 0.71uM
Substrat 5'-ACT CAC TAT rA GGA AGA GAT G-3'

4. Construction des biocapteurs
4.1. Nanostructuration de I’électrode par (MoS:, PPy et MoS2/PPy)

Briévement, 5 mg.mL de nanofeuilles de MoS, ont été dispersés par ultrason dans une
solution aqueuse de LiClO4 (0,5M). La SPCE a été recouverte de 50 pyL de la solution
préparée et le potentiel a été balayé de 0 a -0,95V avec une vitesse de balayage de

50 mV s~ ! pendant 10 cycles.

L'électropolymérisation du pyrrole sur SPCE et SPCE/MoS; a été réalisée avec la méme
méthode aprés optimisation. Une solution de 50 pL contenant 10 mM de pyrrole dans une
solution de LiClO4 0,5 M a été utilisée pour recouvrir I'électrode SPE. Par la suite le
potentiel a été balayé de 0 a 0,8 V pendant 5 s en 2 pulses, pour aboutir a une surface

modifiée par le film de polypyrrole nanostructuré.
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4.2. Fonctionnalisation de la surface

L'EDA (6mM) a été préparé dans une solution aqueuse 0,5M de LiClO4 et dépose sur
I'électrode, le potentiel a ensuite été balayé entre -0,2 et 0,8 V pendant 2 cycles avec une

vitesse de balayage de 200 mV.s ™.

La modification de 1’électrode par la cystamine (6mM) a été réalisée en balayant le potentiel

entre -0,2V a 1,2V, pendant 4 cycles avec une vitesse de balayage de 100 mV.s!.

4.3. Formation de I’aptacapteur

La sonde redox NQ a été attachée de maniére covalente aux amines terminales présentes sur
EDA/PPy/MoS; en incubant I'électrode dans une solution contenant 10 mM d'EDC et 0.3
mM de NHS pendant 1 h. La surface de I'électrode a été soigneusement lavée avec du PBS
pour éliminer les molécules NQ non attachées. Enfin, lI'incubation des électrodes dans 10 uM
de I'aptamere fonctionnalisé par un groupement aminé en 5', pendant 30 min a 35°C, conduit

a leur fixation covalente par une liaison amide.

Afin d'empécher toute interaction non spécifique, une étape de blocage a été réalisée en
incubant I'électrode pendant 30 min dans une solution aqueuse de 1 mM d'éthanolamine. Le
biocapteur a finalement été stocke dans une solution de PBS & 4 °C pour la stabilisation.

4.4. Formation du complexe d’affinité aptameére/analyte

La formation du complexe d’affinité Aptamére/analyte est obtenue par incubation de la
bioélectrode dans des solutions contenant différentes concentrations de I’AMP a température
ambiante pendant 30min. Par la suite, la surface de I'électrode est soigneusement lavée avant

de procéder a I’analyse.
4.5. Association de ’ADNzyme avec l'intercalant Redox

La réaction consiste a plonger I'électrode modifiée dans une solution tampon contenant un
mélange de  ADNzyme 10nM portant des groupes amines en position 5', I'ADN
complémentaire (10nM), ImM d'intercalant ou acridine-ferrocéne et 10 mM d'EDC comme
agent de couplage a 35° C, pendant 3heures. La fixation covalent de I’ADNzyme a l'acide
carboxylique terminal présent sur Gly/PPy/MoS, est accompagnée par I'hybridation de
I’ADNzyme avec son substrat puis de I'intercalation de 1’acridine-ferrocéne entre les bases
de la paire d'ADN. Enfin, la surface de I'électrode a été soigneusement lavée avec de I'eau

désionisee pour éliminer les molécules non fixées.
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4.6. Clivage de ’'ADNzyme par Pb?*

Le clivage de ’ADNzyme en présence de Pb®" est réalisé par incubation de I’électrode a
température ambiante pendant 30 min. Le lavage de 1’¢électrode avant d’effectuer les mesures

électrochimiques permet d’éliminer 1’intercalant acridine-ferrocene libéré.
4.7. Intégration dans des puces microfluidiques

4.7.1. Fabrication des puces microfluidiques

Le masque chromé pour la lithographie optique est obtenu en utilisant la lithographie
électronique. Les dessins sont realises en utilisant le logiciel L-edit. Les principales étapes de

la fabrication des puces substrat/PDMS sont :

- La lithographie des électrodes et des pistes électriques sur le substrat (verre ou

SiC/graphéne).
- La métallisation de ces électrodes et le lift-off.

- La fabrication du moule SU8 puis le moulage du capot en PDMS contenant les chambres et

les canaux microfuidiques (dans lesquels circulent les analytes).

Par la suite les puces microfluidiqgues ont été fonctionnalisées par Gly par voies

électrochimiques et modifiées par I’ADNzyme suivant le protocole décrit précédemment.

4.7.2. Les parameétres fluidiques

Le clivage du substrat par I’ADNzyme en présence du de Pb?* est réalisé a température
ambiante a I'intérieur de la biopuce fluidique, en suivant un protocole quasi-dynamique basé
sur deux étapes ou on alterne haut flux et régime statique. La premiére étape consiste a
appliquer un débit élevé de 100 pL/min de Pb?* pendant 1 minute. Le flux est ensuite arrété
pendant 15 minutes produisant un régime de diffusion statique. Ce protocole a deux étapes a

été ensuite repliqué quatre fois (total = 60 minutes) avec un suivi apres chaque 15 min.
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5.Techniques de caractérisation et d’exploitation
5.1. Techniques de caractérisation

5.1.1. Les méthodes spectrales

Les expériences de photoémission a haute résolution ont été réalisées en utilisant le
rayonnement synchrotron de la ligne de faisceaux TEMPO du synchrotron SOLEIL, en
France. Les données XPS ont été enregistrées au moyen d'un analyseur MBS A -1. Les
mesures ont été effectuées avec une énergie de passage de 100 eV et I'énergie des photons
utilisée pour les niveaux du cceur indiqués ici est de 580 eV. La résolution énergétique
globale (ligne de faisceau et spectrometre) est estimée a moins de 0,1 eV. Tous les spectres
XPS ont été calibrés avec de I'Au 4f7/2 a une énergie de liaison de 84 eV sur un substrat

d'Au propre.

Les caractérisations FT-IR ont été obtenues a I'aide d'un spectrometre Bruker IFS66 FT-IR
(Bruker, Allemagne) équipé d'un détecteur au mercure cadmium-tellure (MCT) et d'un

cristal de germanium a réflectance totale atténuée (ATR).

Les spectres Raman ont été obtenus a température ambiante par un spectrographe Raman

Horiba Jobin Yvon avec un détecteur CCD.

5.1.2. Les méthodes microscopiques

Les images de microscopie a force atomique (AFM) ont été acquises en mode tapping par
une pointe en silicone Nanosensors (PPP NCSTR) avec une gamme de fréquence de 76 a
263 kHz. Les images ont été enregistrées avec le logiciel WsXM. La topographie en mode
tapping et le phasage des images sont effectués par le biais du logiciel Innova AFM Bruker

avec NanoDrive v8.02.

Des micrographies au microscope électronique a balayage (MEB) et des spectres de rayons
X a dispersion d'énergie (EDX) ont été enregistrés a l'aide d'un MEB environnemental FEI
(Institue ICMMO, France).

5.2. Techniques d’exploitation

Les mesures électrochimiques : voltampérométrie cyclique (CV), spectroscopie d'impédance

électrochimique (EIS) ont été enregistrées a l'aide d'un Metrohm AutolabPGstat 12 contrélé
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par le logiciel Nova® et la voltampérométrie a ondes carrées (SWV) a été enregistrée a l'aide

de nStat8000Multi Potentiostat/Galvanostat contr6lé par DropView 8400.

Toutes les études électrochimiques présentées dans ce travail ont été développées sur des
électrodes de carbone sérigraphiées (réf. DRP-110) achetées chez DropSens (Metrohm
France). Les électrode imprimeées de carbone sont formées par une électrode de travail, d’une
électrode auxiliaire en carbone graphite, et d’une référence en Ag/AgCl. L’ensemble permet
d’avoir des cellules jetables utilisables pour des analyses sur le terrain a des cofts
raisonnables. (Figure Pe.l). Une activation préalable de la surface de 1’électrode de travail
s’avere nécessaire. Cette étape est réalisée en déposant 25 puLL d’une solution de H2SO4 0,5 M
sur I’¢électrode de travail et en balayant le potentiel durant 5 cycles a une vitesse de 50 mV/s

deOValsV.

Electrode de travail en carbone graphite
Electrode auxiliaire en carbone graphite

(@)

Electrode de référence Ag/AgCl

Figure Pe.1. Représentation schématique d’une électrode imprimée de carbone

Les techniques électrochimiques d’analyse utilisées :

a. Voltammétrie cyclique
La voltammétrie cyclique est la plus universelle des méthodes électrochimiques, pouvant
servir a la fois comme méthode d’élucidation de mécanismes de réactions, ou comme
technique analytique. Le principe général de la voltampérométrie est 1’enregistrement du
courant quand on fait varier le potentiel. Cette technique nous permet essentiellement d’avoir

des informations sur la réversibilité des systémes redox.

b. Voltampérométrie a signaux carrés
La voltampérométrie a signaux carrés (ou SWV pour I’anglais square wave voltammetry)
utilise des impulsions rectangulaires de potentiel d’amplitude constante et de durée égale a la
moitié de la période de la « vague ». Le courant est alors mesuré avant le début de

I’impulsion et juste avant la fin de celle—ci (le courant capacitif étant quasiment nul). Les
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variations des courants faradique et capacitif mesurés a chaque impulsion évoluent au cours

du temps.

C. Spectrométrie d’impédance électrochimique

La spectrométrie d’impédance électrochimique est une méthode puissante de caractérisation
de la surface. Elle est basée sur la mesure d’une fonction de transfert suite a la perturbation
imposée du systéme électrochimique étudié. Couramment, la perturbation est sinusoidale. Le
signal appliqué est donc de la forme suivante :

E(t)=Em cos(mt)
La réponse en courant parcourant le composant électrochimique est de la méme forme avec
un déphasage ¢ comme I’illustre I’équation suivante :

I(t)=Im cos(wt—)
L’impédance ¢€lectrochimique se définie comme étant le nombre complexe Z(w) résultant du
rapport :

Z(0)=E(0)/(®w)=1/j oc

Ou, en mode potentionstatique, E(w) est la perturbation imposée a un potentiel maximal
choisi

Em et I(w) est la réponse en courant du composant étudié.

Manuscrit de Thése— M. Hamami
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[A good scientist is a person in whom the
childhood quality of perennial curiosity lingers on.
Once he gets an answer, he has other questions]

Frederick Seitz
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Résumé: La  surveillance des  polluants
environnementaux  nécessite  des  approches
complémentaires aux méthodes physico-chimiques
actuels pour pallier le manque de données sur la
contamination des cours d'eau et évaluer les risques
pour la santé publique et la  sécurité
environnementale. Les  biocapteurs  peuvent
constituer une solution pertinente car ils sont dotés
d'excellentes performances analytiques. C'est dans ce
contexte, que s'inscrivent les travaux de cette these.
L'objectif de ce travail consiste en la mise au point de
biocapteurs électrochimiques de micropolluants
organiques et de métaux lourds. Au cours de cette
étude nous avons porté un intérét particulier a la
détection de deux micropolluants de nature
chimique différente; I'ampicilline qui est un
antibiotique a large spectre, et le plomb. Pour ce
faire, diverses stratégies pour élaborer ces
biocapteurs ont été adoptées tenant compte d'une
part le transducteur et d'autre part les biorécepteurs.
Ainsi, pour le transducteur, des électrodes imprimées
ont été modifiées par des nanocomposites formés de
nanoparticules de polymeres organiques
conducteurs : le polypyrrole et de nanomatériaux
inorganiques semi-conducteurs de type 2D: les
nanofeuilles MoS,. Le but est de démontrer |'effet
synergétique de leurs propriétés respectives sur les
performances analytiques du biocapteur.

Selon  l'applications  envisagées,  différents
biorécepteurs oligonucléotidiques ont été utilisés.
Nous avons ainsi développé trois types de
biocapteurs. Les premiers sont des biocapteurs a
base d'aptamére qui est capable de se lier
spécifiquement a I'ampicilline. Le deuxiéme est un
capteur a base de 'ADNzyme qui s’hydrolyse en
présence de 'ion plomb (II). Le dernier biocapteur
est formé avec un nouveau systéme biologique
proposé au cours de ce travail, ce dernier se base
sur la combinaison de [l'aptamere avec un
ADNzyme pour former un aptazyme en vue de
réaliser la détection simultanée des deux
micropolluants. Des approches pour obtenir une
détection ampérométrique ont été également
étudiées en jouant sur le choix de la sonde redox et
la stratégie de son introduction dans le systéme de
détection. Selon leur mode de fonctionnement,
différentes sondes redox ont été synthétisées
permettant le suivi de la bioreconnaissance. Les
résultats obtenus montrent le  potentiel
remarquable des nanomatériaux  hybrides
organique/inorganique pour la réalisation des
systéemes de détection électrochimique sensibles,
sélectives et stables. Par ailleurs ces travaux ouvrent
la voie a plusieurs perspectives vers l'intégration
dans des dispositifs fluidiques en vue de les utiliser
comme station de contréle de contaminants
métalliques dans les effluents ainsi que la
construction de portes logiques.
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Title : Nanobiosensors for micropollutant detection
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Abstract The monitoring of environmental
pollutants requires complementary approaches to
current physico-chemical methods to address the
lack of data on water contamination and to assess
risks to public health and environmental safety.
Biosensors can be a relevant solution as they have
excellent analytical performances.

The aim of this thesis is based on the development of
electrochemical biosensors for organic
micropollutants and heavy metals detection. We
have shown a particular interest in the detection of
two micropollutants with different chemical
structure; ampicillin which is a broad-spectrum
antibiotic, and lead. For this purpose, various
strategies were adopted for the design of biosensors
taking into consideration the choice of both the
transducer and the bioreceptors. Thus, for the
transducer, screen-printed carbon electrodes have
been modified by nanocomposites made of
nanoparticles of conductive organic polymers:
polypyrrole and 2D semiconducting inorganic
nanomaterials: MoS; nanosheets. This study
demonstrates the synergistic effect resulting from
the use of nanocomposites, on the biosensor's
analytical performances.

Different oligonucleotide bioreceptors have been
used in this work. We have thus developed three
types of biosensors. The first is an aptamer-based
biosensor that is capable to bind specifically the
ampicillin. The second is a DNAzyme based sensor
that is cleaved in the presence of lead (Il). The last
biosensor is formed with a new biological system,
biosensor is formed with a new biological system,
proposed in this work, which is based on the
combination of an aptamer with a DNAzyme to
form an aptazyme in order to perform the
simultaneous detection of both micropollutants.
According to the bioreceptor behavior, different
redox probes have been synthesized allowing the
monitoring of the biorecognition. The results
obtained show the remarkable potential of
organic/inorganic hybrid nanomaterials for the
conception of sensitive, selective, and stable
electrochemical detection systems. Moreover, this
work paved the path to several perspectives with
their integration in microfluidic devices in order to
use them as a control station for metallic
contaminants wastewater as well as the
construction of logic gates.
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